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Кардиопротекторные средства с биароматической  
структурой. Часть 5. Блокаторы калиевых каналов Kv1.5

© Мокров Г. В.
ФГБНУ «НИИ Фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация 

Аннотация. Калиевый канал Kv1.5 обеспечивает сверхбыстрый ток замедленного выпрямления IKur, который действует избирательно в клетках 
предсердий человека. Благодаря этому избирательная блокада Kv1.5 является перспективным подходом к контролю предсердных аритмий без не-
благоприятных желудочковых эффектов, характерных для классических блокаторов калиевых каналов hERG-подтипа (Kv11.1). В натоящем обзоре 
рассмотрены все известные на сегодняшний день блокаторы Kv1.5-канала с биароматической структурой и данные об их биологических свойствах. 
Для многих исследованных Kv1.5-селективных соединений подтверждена способность препятствовать развитию предсердных аритмий без влияния 
на желудочковую рефрактерность.

Ключевые слова: антиаритмики; кардиопротекторы; блокаторы Kv1.5-каналов; биароматические соединения

Для цитирования:
Мокров Г. В. Кардиопротекторные средства с биароматической структурой. Часть 5. Блокаторы калиевых каналов Kv1.5. Фармакокинетика и фармакодина-
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Сardioprotective agents with biaromatic structure. Part 5. Potassium Kv1.5-channels blockers

© Grigory V. Mokrov
FSBI "Research Zakusov Institue of Pharmacology", Moscow, Russian Federation

Abstract. The Kv1.5 potassium channel provides an ultra-rapid delayed rectifier potassium current, IKur, that acts selectively in human atrial cells. This 
makes selective Kv1.5 blockade a promising approach to control atrial arrhythmias without the adverse ventricular effects associated with classical hERG-
subtype potassium channel blockers (Kv11.1). This review considers all currently known Kv1.5-channel blockers with a biaromatic structure and data on their 
biological properties. For many of the Kv1.5-selective compounds studied, the ability to prevent the development of atrial arrhythmias without affecting 
ventricular refractoriness was confirmed. 

Keywords: аntiarrhythmics; cardioprotectors; Kv1.5 channel blockers; biaromatic compounds

For citations:
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Список сокращений / List of abbreviations

Cav1.2 	 —	 Потенциал-зависимый кальциевый канал, изоформа 1.2
HCN	 —	 Циклически-нуклеотид-управляемый канал, активируемый гиперполяризацией
hERG	 —	 Канал, кодируемый геном «human ether-a-go-go-related gene»
IC

50
		 —	 Полумаксимальная ингибирующая концентрация

ICa,L		 —	 Кальциевый ток L-типа
IK1		  —	 Калиевый ток аномального выпрямления
IKr		  —	 Быстрый калиевый ток задержанного выпрямления
IKs		  —	 Медленный калиевый ток задержанного выпрямления
IKur		  —	 Сверхбыстрый калиевый ток задержанного выпрямления
I

Na
		  —	 Натриевый ток

FLIPR	 —	 Технология флуоресцентного анализа ионных каналов
Kvx.y 	 —	 Потенциал-зависимый калиевый канал; изоформа x.y

УДК 615.22

Введение / Introduction

Трепетание предсердий и мерцательная аритмия 
являются наиболее распространёнными сердечными 
аритмиями. Они являются частой причиной разви-
тия сердечной недостаточности и инфарктов [1–3].  
К фибрилляции предсердий приводит неравномерное 

распространение сердечного импульса. Один из под-
ходов к предотвращению фибрилляции заключается в 
повышении рефрактерности миокарда путём блокады 
реполяризующих токов, проводимых по каналам ионов 
калия (K+). Большинство использующихся в настоящее 
время в клинической практике антиаритмических 
средств блокируют канал hERG и связанный с ним 
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реполяризующий ток IKr, который присутствует как в 
предсердиях, так и в желудочках. В то время как бло-
када hERG в предсердиях может снизить предсердные 
аритмии, блокада hERG в желудочках приводит к уд-
линению интервала QT и повышенной склонности к 
опасным для жизни желудочковым аритмиям. Блокада 
предсердно-селективных К+-каналов может обеспе-
чить эффективный подход к контролю предсердных 
аритмий, лишённый неблагоприятных желудочковых 
эффектов. Одним из таких предсердно-селективных 
каналов является Kv1.5, который обеспечивает сверх-
быстрый ток замедленного выпрямления IKur 

[4–6]. 
Ток IKur действует избирательно в клетках предсердий 
человека, поэтому Kv1.5 является перспективной и 
многообещающей биомишенью для разработки без-
опасных и эффективных лекарств для профилактики 
предсердных аритмий [7].

Настоящий обзор посвящён рассмотрению су-
ществующих в литературе блокаторов каналов Kv1.5 
в ряду биароматических соединений с линейным 
линкером (БСЛ). Он является продложением серии 
работ по анализу каридопротекторных свойств в группе 
биароматических соединений. Ранее были рассмотре-
ны блокаторы кальциевых каналов [8], HCN-каналов 
[9], натриевых каналов [10] и блокаторов/модуляторов 
hERG-каналов [11].

Орто-дизамещённые бис-арильные соединения / 
Ortho-disubstituted bis-aryl compounds

В начале 2000-х годов исследователи из Aventis 
Pharma Deutschland GmbH запатентовали группу орто-
дизамещённых бисарильных соединений 1 с блокирую-
щей активностью в отношении каналов Kv1.5 (рис. 1). Эти 

соединения имеют два ароматических ядра, связанных 
комплексным линкером. В центральной части линкера 
два фенильных кольца связаны друг с другом. Линкер 
также содержит амидную группу и 1–3 гетероатома.

Наиболее активные соединения (AVE-0118, A1899 
и S9947) ингибировали канал Kv1.5 в микромолярных 
концентрациях (IC50 5,4, 2,7 и 0,7 мкМ, соответствен-
но), проявляли хорошую селективность в отношении 
канала Kv1.3 и не оказывали существенного влияния на 
канал hERG и натриевые токи. Соединения AVE-0118, 
A1899 и S9947 показали высокую эффективность в 
модели аритмии у свиней. Ароматические фарма-
кофоры перечисленных соединений представляют 
собой п-метоксифенильные группы, пиридиновые 
группы, дифторфенильные или свободные фенильные 
группы [12].

Исследования на животных продемонстрировали 
способность AVE0118 пролонгировать предсердный 
эффективный рефрактерный период (ЭРП) и кардио-
вертную фибрилляцию предсердий (ФП) с небольшим 
влиянием на желудочковую рефрактерность и интервал 
QT на модели у коз. Восстановление синусового ритма 
с помощью AVE0118 сопровождалось улучшением 
сократительной способности предсердий, в то вре-
мя как традиционные препараты с положительным 
инотропным действием (добутамин, дигоксин) и 
кальциевые сенсибилизаторы не влияли на функцию 
предсердий после кардиоверсии. Наибольшее влия-
ние на предсердную рефрактерность, по-видимому, 
ограничивалось левым предсердием и было менее 
выраженным в правом предсердии. В нормальных 
предсердиях коз как AVE0118, так и дофетилид про-
демонстрировали чёткую зависимость их эффектов 
от скорости рефрактерности предсердий, однако в 

Рис. 1. Разработка блокаторов Kv1.5 среди орто-дизамещённых бис-арильных соединений
Fig. 1. Development of Kv1.5 blockers among ortho-disubstituted bis-aryl compounds
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ремоделированных предсердиях после 48 часов не-
прерывной ФП AVE0118 удлинял ЭРП до уровня до 
ремоделирования и предотвращал индукцию ФП в 
двух третях экспериментов, в то время как дофетилид 
терял своё влияние на рефрактерность и уязвимость 
предсердий. О клинических исследованиях AVE0118 
не сообщалось, и его разработка, вероятно, была пре-
кращена [13].

Блокаторы Kv1.5 с центральным 5-членным 
гетероциклом / Kv1.5 blockers among with central 

5-membered heterocycle

В 2002 г. исследователи из Icagen Inc. и Eli Lilly 
and Company (США) запатентовали производные 
тиазолидинона 2 в качестве блокаторов Kv1.5 (рис. 2). 
Соединения ингибировали отток 86Rb через калиевые 
каналы Kv1.5, экспрессируемые в клетках CHO. Эти 
результаты также были подтверждены с использова-
нием метода пэтч-кламп. Среди наиболее активных 
соединений этой группы были US6395730-cpd5 (IC50 
6 мкМ) и US6395730-cpd52 (IC

50
 0,2 мкМ). В этих со-

единениях с коротким линкером длиной в 5 связей в 
качестве первых ароматических групп использовался 
п-метоксифенил; а в качестве вторых – диметил- или 
диметоксифенил [14].

Jackson CM с соавт. из компании Procter and 
Gamble Pharmaceuticals (США) продолжили это ис-
следование, синтезировав ряд соединений 3, характе-
ризующихся наличием дополнительного заместителя 
в тиазолидиноновом кольце. Среди этих соединений 
Jackson-4d, прямой аналог US6395730-cpd52 с до-
полнительной метильной группой, был наиболее 
эффективным блокатором Kv1.5 со значением IC50 

69 нМ [15].
В 2006 г. та же исследовательская группа пред-

ставила близкие производные тетразола 4 в качестве 
блокаторов Kv1.5. Соединения новой группы имели 
сходную структуру фармакофора, но в качестве цен-
трального гетероциклического фрагмента использо-
валось тетразольное кольцо. Новые соединения имели 
IC50 в диапазоне от 180 до 550 нМ, среди которых 
лидером был Wu-2j со значением IC50 180 нМ (метод 
пэтч-кламп, клетки HEK-298). Исследования in vivo 

Рис. 2. Разработка блокаторов Kv1.5 с центральным 5-членным гетероциклом
Fig. 2. Development of Kv1.5 blockers among with central 5-membered heterocycle
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показали, что соединение Wu-2j увеличивает ЭРП 
правого предсердия примерно на 40 %, не влияя на 
ЭРП желудочка (у анестезированных минипигов).  
В структуре этого соединения были сохранены арома-
тические фармакофоры молекулы Jackson-4d. Также 
в линкере длиной в 6 связей присутствовало цикло-
пропановое кольцо [16].

Сходная группа 5 была получена на основе триа-
зольного гетероцикла в другой работе тех же авторов. 
Первоначальный скрининг этого класса соединений 
с помощью пэтч-клампа в клетках LTK, экспресси-
рующих канал Kv1.5, показал, что важным является 
наличие замесителя в 4-м положении ацетофеноно-
вого фрагмента. Соединение Blass-1f из этой группы 
с теми же ароматическими фармакофорами, что и 
в Jackson-4d, было отобрано для дальнейшего раз-
вития на основании его селективности в отношении 
Kv1.5 (IC50 = 294 нМ) по сравнению с другими кана-
лами (IC50(hERG) > 50 мкМ, IC50(Kv1.3) = 10,1 мкМ, 
IC50(Саv1.2) = 26 мкМ). Эффективность in vivo была 
продемонстрирована после 15-минутной инфузии 
Blass-1f в дозе 30 мг/кг анестезированным свиньям. 
При этом наблюдалось увеличение предсердного ЭРП 
на 12 %, в то время как желудочковый ЭРП оставался 
неизменным [17].

В 2009 г. была разработана группа сульфонила-
минозамещённых имидазолидинонов 6 в качестве 
эффективных блокаторов Kv1.5. Она была предложена 
на основе соединений из патента Icagen 2002 г. с сохра-
нением относительного расположения арильных колец 
соединений 2 при замене метаболически лабильного 
1,3-тиазолидинового кольца на более стабильную ими-
дазолидиноновую систему. Соединения 6 оценивали 
на активность в отношении Kv1.5 с использованием 
автоматизированной пэтч-кламп системы и клониро-
ванных каналов Kv1.5 человека, экспрессированных в 
клетках CHO, с последующей оценкой активности в 
отношении hERG. Соединение KVI-020 с идентичны-
ми п-метоксифенилароматическими группами было 
выбрано для дальнейшего исследования в качестве 
лидера. Оно имело высокую аффинность к Kv1.5 
(IC50 = 480 нМ), селективность в отношении hERG 
(31-кратная) и имело удовлетворительные фармацев-
тические свойства. Соединение KVI-020 также было 
селективным в отношении каналов Nav1.5, Cav1.2 
и Cav1.3, но было менее селективным в отношении 
гомологичных каналов Kv1.1, Kv1.3 и Kv4.3. 

Далее эффективность KVI-020 оценивали in vivo в 
нескольких животных моделях. В модели у собак при 
концентрациях KVI-020 в плазме 4,6 и 23 мкМ (1,9 
и 6,3 мг/кг, в/в инфузия) наблюдалось увеличение 
предсердного ЭРП на 12 % и 17 %, соответственно, с 
сохранением желудочкового ЭРП неизменным, что 
согласуется с желаемой избирательностью предсердий. 
Прочие функции сердца, включая ЧСС (частота сер-
дечных сокращений), АД (артериальное давление) и 
dp/dt, статистически не отличались между группами 

лечения и контрольной группой, получавшей плацебо. 
В модели ФП у собак после перорального введения 
KVI-020 на 63 % снижал вероятность индукции ФП, 
на 55 % уменьшал среднюю продолжительность ФП, 
а общее время ФП уменьшалось на 52 % [18].

Блокаторы Kv1.5 с фенильной группой и насы-
щенным циклом в линкере / Kv1.5 blockers with a 

phenyl group and a saturated cycle in the linker

В рамках программы по созданию селективных 
ингибиторов Kv1.5 в качестве потенциальных пред-
сердно-селективных агентов для лечения ФП, Gross MF 
с соавт. из компании Icagen Inc. (США) и научно-
исследовательского фармацевтического института 
Bristol-Myers Squibb (США) предложили производные 
арилсульфонамидоиндана 7 (рис. 3). В качестве арома-
тических фармакофоров в этой серии использовались 
м-метоксифенильная и п-этилфенильная группы.  
В конформационно жёстком линкере в дополнение 
к сульфонамидной группе и индановому кольцу ис-
пользовали амидную группу.

Соединения группы 7 тестировали на ингибиро-
вание калиевого тока в клетках LTK или мышиных 
фибробластов L929, экспрессирующих человеческий 
Kv1.5, с использованием пэтч-кламп метода. В ряду 
исследованных модификаций бициклического карка-
са индановый ряд сохранил самый высокий уровень 
ингибирующей активности в отношении Kv1.5. Наи-
более перспективным оказалось соединение Gross-1 
с ОН-группой в индановом кольце. Хиральность 
Gross-1 значительно влияла на блокаду канала Kv1.5: 
Gross (1R,2R)-1 (Icagen-4) был примерно в 25 раз более 
активным, чем Gross-(1S,2S)-1. Впоследствие было 
изучено ингибирующее действие соединения Gross 
(1R,2R)-1 на другие ионные каналы, включая калие-
вый канал (hERG), потенциалзависимый натриевый 
канал сердца человека (hSCN5A) и кальциевые каналы 
в клетках гипофиза крысы (GH3). Было обнаружено, 
что соединение Gross (1R,2R)-1 обладает по крайней 
мере 300-кратной селективностью в сравнении со 
всеми тремя этими ионными каналами [19].

Дальнейшая оптимизация вышеуказанного ряда 
привела к группе соединений 8, содержащих тетра-
линовый каркас. Исследование сульфонамидного 
фрагмента показало предпочтение пара-алкильного 
замещения в фенильном кольце. Соединение Gross-2b 
с н-пропильной группой оказалось наиболее активным 
и селективным к hERG (IC50(Kv1.5) = 0,09 мкМ) [20].

Другим направлением в разработке потенциальных 
блокаторов Kv1.5 было создание подобных бензопи-
рансульфонамидов 9. В этой группе было выявлено 
несколько соединений с высокой блокирующей ак-
тивностью в отношении блока IKur и хорошей селек-
тивностью в отношении блокады hERG. Например, 
соединение Lloyf-5f ингибировало Kv1.5 с IC50 = 77 нМ 
(клетки фибробластов мышей L929, экспрессирующие 
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Рис. 3. Разработка блокаторов Kv1.5 в группе БСЛ с фенильным кольцом и насы-
щенным циклом в линкере
Fig. 3. Development of Kv1.5 blockers among LBC with phenyl and saturated cycle in the 
linker

человеческий Kv1.5). Интересно отметить, что в этом 
соединении линкер был значительно удлинён за счёт 
введения дополнительного этиламинового мостика. 
Кроме того, в ароматическом кольце отсутствовала 
метоксигруппа [21].

Заменой бензопиранового бицикла пирано[2,3-b]
пиридиновым ядром была получена группа 10 с анало-
гичными свойствами. В частности, соединие Finlay-28 
со свободной фенильной группой ингибировало Kv1.5 
с IC50 = 378 нМ [22].

Блокаторы Кv1.5 с пиррольным кольцом /  
Kv1.5 blockers with pyrrole ring

В 2006 г. Fluxe А с соавт. из Procter and Gamble 
Pharmaceuticals (США) получили карбаматы тетра-
гидроиндолона 11 в качестве блокаторов Kv1.5 (рис. 4). 
Первым ароматическим кольцом в соединениях этой 

группы является пиррольное кольцо, связанное с 
циклогексаном. Через иминокарбаматный линкер 
тетрагидроиндолоновый фрагмент связан со второй 
ароматической группой, которая представляет собой 
свободную или 4-замещённую фенильную группу. 
Наиболее активным соединением в этой группе было 
производное N-метилдиэтилпиррола Fluxe-29 со зна-
чением IC50 = 21 нМ. Кроме того, карбамат Fluxe-29 
также был селективным в отношению hERG (> 450) 
и кальциевого канала L-типа (> 450) [23].

Та же группа учёных в том же году получила сход-
ную группу семикарбазонов тетрагидроиндолона 12. 
По сравнению с предыдущей группой эти соединения 
отличаются заменой атома кислорода на азот в линей-
ном линкере. Несколько соединений показали очень 
хорошую активность в отношении блокады Kv1.5 in 
vitro. Производное метилэтилпиррола Wu-8i показало 
хорошую селективность в отношении блокады Kv1.5 по 
сравнению с hERG и кальциевыми каналами L-типа 
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(IC50 130 нМ против 21 мкМ и > 30 мкМ, соответствен-
но). В модели у свиней соединение Wu-8i увеличивало 
предсердный ЭРП примерно на 28 % в правом пред-
сердии, не влияя на желудочковый ЭРП [24].

Производные пиразолопиримидинов / 
Pyrazolopyrimidine derivatives

Основываясь на информации о том, что блокатор 
Cav1.2 нифедипин является слабым ингибитором 
Kv1.5, Vaccaro W с соавт. проанализировали набор 
соединений Bristol-Myers Squibb. (2008) на ингибирую-
щую активность в отношении Kv1.5 с использованием 
метода фиксации напряжения (рис. 5). Соединения, 
которые ингибировали человеческий Kv1.5 в ооцитах 
Xenopus, далее оценивали на клетках млекопитающих 
(фибробласты мышей L929). В результате скрининга 
было выявлено соединение hit-2 с умеренной активно-
стью в отношении Kv1.5, но с высокой селективностью 
в отношении кальциевых каналов L-типа.

На основе этой структуры авторы получили группу 
биароматических соединений 13, содержащих пиразо-
лопиримидиновый бицикл в центральной части моле-
кул. Более аффинными к Kv1.5 оказались соединения, 
содержащие два атома хлора в фенильном кольце, 
связанном с пиримидиновым кольцом, и атом фтора 
во второй фенильной группе. Наилучшие результаты 
показало соединение Vaccaro-8b со значением IC50 = 70 нМ 
(клетки L929). Соединение Vaccaro-8b также было 
более чем в 50 раз селективнее в отношении ионных 
каналов Kv1.5 по сравнению с ионными каналами 
hERG, INa, ICa,L, IKs и IK1 [25].

Эта же группа авторов продолжила изучение про-
изводных пиразолопиримидина, получив в 2010 г. ряд 

подобных соединений 14, отличающихся наличием в 
линкере пирролидинового кольца вместо пиперазино-
вого. Только два атома хлора использовались в качестве 
заместителей в фенильном кольце, связанном с пири-
мидиновым кольцом. Новые соединения тестировали 
на блокирование тока калия в клетках мышиных 
фибробластов L929, экспрессирующих человеческий 
Kv1.5. Как и в предыдущей работе, наиболее активным 
соединением оказалось п-фторфенилпроизводное 
BMS-394136 с IC50 = 50 нМ. Это соединение показало 
высокую селективность в отношении к hERG, на-
триевым и кальциевым каналам L-типа (> 10 мкМ).

Фармакодинамическую активность BMS-394136 
исследовали в модели у кроликов, в которой измеряли 
ЭРП как в предсердии, так и в желудочке. Соеди-
нение пролонгировало ЭРП предсердий более чем 
на 20 % в дозе 3 мг/кг. Отражая селективность Kv1.5 
по сравнению с желудочковыми ионными канала-
ми, BMS-394136 не продемонстрировал влияния на 
желудочковый ЭРП вплоть до максимальной дозы  
10 мг/кг при концентрации в плазме почти 7 мкМ [26]. 

Соединение BMS-394136 изучали в фазе I клиниче-
ских испытаний для оценки предсердной селективно-
сти и безопасности у пациентов с имплантированными 
двухкамерными кардиостимуляторами или дефи-
брилляторами (2005–2008 гг., NCT00162448), однако 
результаты этого исследования не представлены. 

Последующая оптимизация производных пиразо-
лопиримидинов 14 путём варьирования как аромати-
ческих заместителей, так и групп в пиразолопирими-
диновом ядре привела к соединениям 15. В качестве 
соединения лидера было отобрано Finlay-13j, в котором 
в качестве ароматических групп использовались мети-
линдол и метилоксазол. Введение трифторметильной 

Рис. 4. Разработка блокаторов Kv1.5 с пиррольным кольцом
Fig. 4. Development of Kv1.5 blockers with pyrrole ring
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Рис. 5. Разработка блокаторов Kv1.5 с центральным пиразолопиримидиновым циклом
Fig. 5. Development of Kv1.5 blockers with central pyrazolopyrimidine bicycle
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группы в пиразольное кольцо позволило блокировать 
образование реакционноспособных интермедиатов, 
а наличие метоксиметильной группы в пиримиди-
новом кольце улучшило фармацевтический профиль 
молекулы. Соединение Finlay-13j блокировало Kv1.5 с  
IC50 = 150 нМ, а также показало хорошую селектив-
ность по сравнению с другими ионными каналами 
сердца (> 10 мкМ для hERG, ICa,L, INa). 

В модели у кроликов Finlay-13j в дозе 1 мг/кг со-
единение Finlay-13j увеличивало ЭРП предсердий на 
20 % при концентрации в плазме 0,7 мкМ. Влияния 
препарата на желудочковую ЭРП выявлено не было, 
что отражает селективность Kv1.5 в отношении к 
желудочковым ионным каналам [27].

Блокаторы Kv1.5 от Pierre Fabre Medicament / 
 Kv1.5 blockers from Pierre Fabre Medicament

В 2012 г. исследователи из компании Pierre Fabre 
Medicament (Франция) запатентовали группу гетеро-
арилсульфонамидов 16 и 17, обладающих свойствами 
ингибиторов Kv1.5 (рис. 6). Соединения этой группы 
имеют две гетероароматические группы (пиридиновую 
и бензотиазольную/бензооксазольную), связанные 
довольно длинным линкером из 10–11 связей, вклю-

чающим фенильную группу и пиперазин/пипириди-
новое кольцо. 

Фармакологическую оценку соединений на ка-
лиевом канале Kv1.5 проводили с использованием 
технологии FLIPR в клетках HEK293 путём измерения 
ионов таллия. Наибольший потенциал продемон-
стрировали соединения WO 2012/069503 cpd2, WO 
2012/069503-cpd3 и WO 2012/069503-cpd27, которые 
блокировали каналы Kv1.5 на 100 % при концентра-
ции 10 мкМ. Эти соединения содержат один атом 
галогена в бензотиазольном кольце и незамещённый 
пиридиновый цикл [28].

Блокаторы Kv1.5 из Китайского фармацевтического 
университета / Kv1.5 Blockers from the Chinese 

Pharmaceutical University

Yang Q c соавт. из Китайского фармацевтического 
университета в 2009 г. предложили собственную фар-
макофорную модель ингибиторов каналов Kv1.5 с ис-
пользованием алгоритма HypoGen, реализованного в 
пакете Catalyst 4.11 (рис. 7). Наиболее прогностическая 
гипотеза (Hypo1) полученная на основании 40 молекул 
обучающей выборки, состояла из одного ароматиче-
ского кольца, двух гидрофобных точек и акцептора 

Рис. 6. Блокаторы Kv1.5 группы БСЛ компании Pierre Fabre Medicament
Fig. 6. Pierre Fabre Medicament LBC Kv1.5 blockers

Рис. 7. Разработка Guo-IIIl и его аналогов
Fig. 7. Development of Guo-IIIl and analogues
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водородной связи [29, 30]. Используя эту модель, 
исследователи идентифицировали биароматическое 
соединение RH01617 с умеренной ингибирующей 
активностью в отношении Kv1.5 (ингибирование 52 % 
при 10 мкМ, клетки HEK293). Ароматические группы 
в этом соединении включают индольное кольцо и бу-
токсифенильную группу. Линкер с 5 связями содержит 
сульфонамидную группу и боковую сложноэфирную 
группу.

Последующие структурные модификации этого 
соединения в соответствии с предложенной моде-
лью фармакофора привели к ряду 18, содержащему 
две монозамещенные фенильные группы в качестве 
арильных фармакофоров и индольное кольцо в цен-
тральной части линкера. При этом длина линкера была 
увеличена до 11 связей, а помимо сульфонамидной 
группы в его структуру были введены амидная группа 
и дополнительный атом азота. 

Все соединения были проанализированы с ис-
пользованием метода пэтч-кламп. Большинство из 
них обладало мощной ингибирующей активностью 
в отношении Kv1.5. Соединение Guo-IIIl с метокси-
индольным циклом в центральной части линкера с 
IC50 = 0,51 мкМ (клетки НЕК 293) оценивали на се-
лективность в отношении мишени, а также на фарма-
кодинамические эффекты на модели у крыс. Guo-III1 
показало хорошую селективность в отношении Kv1.5 
по сравнению с калиевым каналом hERG и INa (> 800 
и >100, соответственно). На изолированных сердцах 
крыс соединение Guo-III1 продемонстрировало до-
зозависимое пролонгирование предсердного ЭРП без 
увеличения желудочкового ЭРП [31]. 

Производные тиофена / Thiophene derivatives

Guo X с соавт. из Китайского фармацевтического 
университета в 2014 году с целью поиска новых ин-
гибиторов калиевых каналов Kv1.5 провели скрининг 
внутренней базы соединений с использованием пэтч-
клампа (клеточная линия HEK 293). В результате было 
идентифицировано соединение 7k с тиофеновой и 
трифторметоксифенилароматической группами и 
пиперазинсодержащим линкером с умеренной ин-
гибирующей активностью в отношении калиевых 

каналов Kv1.5 человека (hKv1.5 IC50 = 48 мкМ) (рис. 8).
На основе структуры 7k была сконструирована 

группа 19, в которую была введена алкокси-цепь 
(OCH2CH2-) для повышения ингибирующей активно-
сти в отношении калиевого канала Kv1.5. В фенильное 
кольцо вводились различные заместители с различ-
ными электронными и стерическими свойствами для 
модуляции ингибирующей активности Kv1.5. 

Результаты показали, что незамещённые по фе-
нильному кольцу соединения проявляли пониженную 
активность по сравнению с соединениями со стери-
чески объёмными заместителями. Биологическая 
активность для соединений с замещением в пара-по-
ложении была выше, чем у соединений с замещением 
в орто-положении. В этой серии наиболее активным 
соединеним оказалось Guo-8 с п-хлором в фениль-
ном кольце (IC50 = 0,72 мкМ), которое продемон-
стрировало в 3 раза более высокую эффективность, 
чем дронедарон в положительном контроле (IC50 =  
2,37 мкМ). Соединение Guo-8 предотвращало ФП, 
вызванную CaCl2-ACh in vivo у крыс линии SD, при 
этом эффект был близок к соталолу и превосходил 
активность дронедарона [32].

Заключение по блокаторам Kv1.5 / Conclusion on 
Kv1.5 blockers

Среди блокаторов Kv1.5, представленных в литера-
туре, имеются БСЛ, существенно различающиеся по 
строению (рис. 9). В качестве внешних ароматических 
фармакофоров в этих соединениях использовались 
свободные или замещённые фенильные и гетарильные 

Рис. 9. Модель Kv1.5-блокаторов
Fig. 9. Kv1.5 blockers model

Рис. 8. Блокаторы Kv1.5 в ряду производных тиофена
Fig. 8. Kv1.5 blockers among thiophene derivatives
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группы, а в качестве заместителей чаще использова-
лись метоксигруппы, атомы галогенов или короткие 
алкильные группы. Структура линкера, связывающего 
ароматические фармакофоры, варьируется в широких 
пределах, его длина составляет от 4 до 11 связей. Лин-

кер обычно содержит один или даже два циклических/
гетероциклических фрагмента, причём часто один из 
них является ненасыщенным. Во многих случаях лин-
кер также содержит достаточно большое количество 
гетероатомов, амидных или сульфонамидных групп.
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Комбинированное воздействие фабомотизола  
и соединения АЛМ-802 на деполяризацию  

предсердий в условиях трансляционной модели 
 алкогольной кардиомиопатии у крыс
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Аннотация. Актуальность. Алкогольная кардиомиопатия (АКМП) является основной причиной летальности при хроническом алкоголизме, что 

во многом связано с высоким риском развития злокачественных нарушений сердечного ритма. Поиск новых лекарственных средств, в том числе 
обладающих выраженной антиаритмической активностью, представляется актуальным. Цель исследования: изучение влияния комбинированной 
терапии фабомотизолом и соединением АЛМ-802 на деполяризацию предсердий в условиях трансляционной модели алкогольной кардиомиопа-
тии у крыс. Методы. Изучена последовательность деполяризации эпикарда предсердий у крыс в условиях трансляционной модели алкогольной 
кардиомиопатии, получавших после окончания 24-недельной алкоголизации ежедневно в течение 28 дней комбинацию фабомотизола и соеди-
нения АЛМ-802 или апирогенную воду внутрибрюшинно. Результаты. В результате 28-дневного комбинированного действия фабомотизола и 
соединения АЛМ-802 у животных с алкогольной кардиомиопатией исчезают дополнительные области ранней активации в области лакун лёгочных 
вен, формирующиеся в период 24-недельной алкоголизации, риск предсердных аритмий минимизирован, восстанавливается последовательное 
распространение волны деполяризации от области синусно-предсердного узла, близкое к таковому у контрольных животных.

Ключевые слова: алкогольная кардиомиопатия; фабомотизол; соединение АЛМ-802; деполяризация предсердий 

Для цитирования:
Смирнова С. Л., Рощевская И. М., Барчуков В. В., Цорин И. Б., Крыжановский С. А. Комбинированное воздействие фабомотизола и соединения АЛМ-802 
на деполяризацию предсердий в условиях трансляционной модели алкогольной кардиомиопатии у крыс. Фармакокинетика и фармакодинамика. 
2023;(2):14–19. https://doi.org/10.37489/2587-7836-2023-2-14-19
Поступила: 27 апреля 2023 г. Принята: 30 апреля 2023 г. Опубликована:  30 июня 2023 г.
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Введение / Introduction

Алкогольная кардиомиопатия (АКМП) является 
основной причиной летальности при хроническом 
алкоголизме [1]. Риск внезапной сердечной смерти 
возрастает вдвое у лиц, страдающих алкогольной 
кардиомиопатией, по сравнению с непьющими [2]. 
Механизмы, ответственные за формирование элек-
трической нестабильности миокарда при АКМП, до 
настоящего времени остаются не до конца изучен-
ными [3]. При разработке трансляционной модели 

алкогольной кардиомиопатии у крыс было показано, 
что у животных со сформировавшейся АКМП резко 
снижается электрическая стабильность кардиоми-
оцитов [4]. Ранее у крыс с АКМП мы обнаружили 
значительную неоднородность последовательно-
сти деполяризации правого и левого предсердия и 
межпредсердной перегородки, вызванную форми-
рованием двух источников начальной предсердной 
активности в правом и левом предсердиях, которые 
могут приводить к возникновению предсердных 
аритмий [5].

УДК 615.015.21
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В ФБГНУ «НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова» под руководством академика РАН Середени- 
на С.Б. создан и фармакологически изучен оригиналь-
ный анксиолитик фабомотизол (афобазол), который 
кроме анксиолитической активности обладает карди-
опротективным действием [6], а так же было скон-
струировано соединение АЛМ-802 (тригидрохлорид 
N1–(2,3,4-триметоксибензил)-N2–{2-[(2,3,4-триме-
токсибензил)амино]этил}-1,2-этандиамина), имеющее 
выраженную антиишемическую (в условиях модели 
субэндокардиальной ишемии) и антиаритмическую 
(на моделях аконитиновой аритмии) активность [7].

Цель исследования: изучение влияния комбиниро-
ванной терапии фабомотизолом и соединением АЛМ-
802 на деполяризацию предсердий в условиях трансля-
ционной модели алкогольной кардиомиопатии у крыс.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Эксперименты выполнены на беспо-
родных белых крысах-самцах массой 160–180 г, полу-
ченных из ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологического 
агентства», филиал «Столбовая». Животные имели 
ветеринарный сертификат и прошли карантин в ви-
варии ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. За- 
кусова». Животных содержали в индивидуальных 
клетках стандарта Т/3 в условиях вивария ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова» (темпе-
ратура 21–23 °С, относительная влажность воздуха 
40–60 %) при регулируемом 12 ч/12 ч световом режиме 
(свет/темнота) с предоставлением брикетированного 
корма ad libitum в соответствии с приказом Минздрава 
России №199 от 01 апреля 2016 года «Об утверждении 
правил надлежащей лабораторной практики» и СП 
2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидемиологические тре-
бования к устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментально-биологических клиник (вивари-
ев)» от 29 августа 2014 г. № 51. Все эксперименты с 
животными проводили в соответствии с междуна-
родными правилами (European Communities Council 
Directive of November 24,1986 (86/609/EEC)), а также 
в соответствии с «Правилами работы с животными», 
утверждёнными биоэтической комиссией ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова».

Экспериментальный протокол. Животные были 
разделены на две группы: 1-ая (n = 9) — интактные 
животные; 2-ая (n = 12) — с алкогольной кардиоми-
опатией (АКМП). Крысы с АКМП в свою очередь 
были рандомизированы на две подгруппы: контроль 
АКМП (n = 6) и АКМП, получавшие комбинацию 
фабомотизола и соединения АЛМ-802 (n = 6.)

Комбинацию (фабомотизол 15 мг/кг + соединение 
АЛМ-802 2 мг/кг) в 0,2–0,3 мл апирогенной воды для 
инъекций животным с АКМП, а в контрольных сери-
ях (группа № 1 и контроль АМКП) — апирогенную 
воду для инъекций (0,2—0,3 мл) вводили в/б после 

окончания 24-недельной алкоголизации, ежедневно в 
течение 28 дней. Объём вводимой жидкости составлял 
1 мл на 1 кг массы животного. Оценку электрофизио-
логических показателей предсердий производили на 
следующий день после последней инъекции. 

Экспериментальная модель: в качестве эксперимен-
тальной модели АКМП использовали разработанную 
нами ранее трансляционную модель у крыс [8], со-
гласно которой АКМП у беспородных крыс-самцов 
формируется к концу 24-й недели принудительной 
алкоголизации 10 % раствором этанола в качестве 
единственного источника жидкости (среднесуточное 
потребление этанола 5,0–6,5 г/кг). 

Электрофизиологическое исследование. Последова-
тельность деполяризации эпикарда предсердий была 
оценена методом синхронной многоканальной кар-
диоэлектрохронотопографии. Для этой цели нарко-
тизированных крыс (золетил 1 мг/кг, в/м) после тра-
хеотомии переводили на искусственное дыхание при 
помощи аппарата искусственной вентиляции лёгких 
для мелких животных (Ugo Basele, Италия). Частоту 
и глубину дыхания подбирали индивидуально для 
каждого животного. После вскрытия грудной клетки 
и обнажения сердца на эпикард обоих предсердий на-
кладывали многоканальные поверхностные электроды 
для синхронной регистрации 40 униполярных эпикар-
диальных электрограмм относительно объединённого 
отведения от конечностей. Синхронно с эпикардиаль-
ными предсердными электрограммами регистрировали 
биполярные ЭКГ в отведениях от конечностей. Данные 
обрабатывали при помощи системы «Кардиоинформ». 
Момент прихода волны возбуждения в каждую точку 
отведения определяли по минимуму первой произво-
дной потенциала по времени и строили хронотопогра-
фическую карту последовательности деполяризации. 
Время указано в мс относительно пика R на ЭКГ во  
II отведении от конечностей.

Статистика. Статистическую обработку дан-
ных проводили с помощью программы Statistica 10.0 
(StatSoft, Inc., США). Нормальность распределения 
выборок проверяли с помощью критерия Шапиро–
Уилка. Так как распределение выборок было близко к 
нормальному, то статистическую значимость различий 
определяли с помощью t-критерия Стьюдента для не-
зависимых выборок. Различия считали статистически 
значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты / Results

Волна возбуждения по эпикарду предсердий у крыс 
контрольной группы равномерно распространяется от 
области синусно-предсердного узла, расположенного 
около верхней полой вены, в правое и левое предсердия. 
Спустя 5,9±1,2 мс после начала возбуждения области 
верхней полой вены, волна деполяризации по межпред-
сердной перегородке переходит в среднюю часть левого 
предсердия (табл. 1). По левому предсердию волна воз-
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буждения равномерно распространяется, деполяризуя 
ушко левого предсердия. На дорсальной стороне левого 
ушка заканчивается деполяризация предсердий. 

У крыс со сформировавшейся АКМП на эпикарде 
предсердий формируется дополнительный очаг возбуж-
дения после начала возбуждения области верхней полой 
вены (от синусно-предсердного узла). Дополнительная 
зона раннего возбуждения расположена в области ла-
кун лёгочных вен в левом предсердии. От зоны ранней 
активации в области лакун лёгочных вен волна воз-
буждения распространяется к ушку левого предсердия 
и межпредсердной перегородке и сливается с фронтом 
деполяризации, движущимся со стороны правого пред-
сердия от синусно-предсердного узла. Общая длитель-
ность деполяризации эпикарда предсердий у крыс со 
сформировавшейся АКМП незначительно отличается 
от таковой у контрольных животных (см. табл. 1). 

В отличие от крыс со сформировавшейся АКМП, 
у животных, после формирования АКМП длительно 
получавших комбинацию препаратов — фабомотизола 
и соединения АЛМ-802, — на эпикарде предсердий 
наблюдается равномерное распространение волны 
деполяризации, близкое к таковому у животных кон-
трольной группы. Волна возбуждения по эпикарду от 
области синусно-предсердного узла (расположенного 

около верхней полой вены) распространяется после-
довательно на правое предсердие, по межпредсердной 
перегородке — на левое предсердие. Деполяризация 
предсердий заканчивается на дорсальной стороне 
левого ушка. Общая длительность деполяризации 
эпикарда предсердий у животных с АКМП, прохо-
дивших 28-дневное лечение комбинацией препаратов, 
практически не отличается от контрольных животных 
(см. табл. 1), длительность деполяризации левого пред-
сердия незначительно изменяется при формировании 
АКМП у крыс и при последующем лечении. Длитель-
ность деполяризации правого предсердия, недостовер-
но увеличившаяся у крыс с АКМП, при длительном 
воздействии комбинацией препаратов существенно 
увеличивается и наблюдается достоверное увеличение 
длительности деполяризации правого предсердия по 
сравнению с контрольными животными. В области 
впадения лёгочных вен в левое предсердие у живот-
ных со сформировавшейся АКМП, длительное время 
получавших комбинацию препаратов — фабомотизола 
и соединения АЛМ-802, не формируется дополнитель-
ный очаг возбуждения в области лакун лёгочных вен в 
левом предсердии, общая картина последовательности 
деполяризации предсердий практически не отличается 
от контрольных животных. 

Таблица 1

Временные характеристики деполяризации эпикарда предсердий крыс при алкогольной кардиомиопатии при действии 
препаратов АЛМ-802 и фабомотизола

Table 1

Time characteristics of depolarization of the atrial epicardium in rats with alcoholic cardiomyopathy under the action of drugs ALM-802 
and fabomotizol

Животные /Animals
Показатели / Indicators

Контрольные/  
Control
n = 9

Контроль 
АКМП/ Control 

ACM
n = 6

АКМП, фабомотизол  
и АЛМ-802 / ACM, fabomotizole 

hydrochloride and ALM-802
n = 6

Начало деполяризации эпикарда предсердий, мс /  
The beginning of atrial epicardial depolarization, ms# –70,3±5,8 –69,9±3,4 –65,3±5,3

Время перехода волны деполяризации с правого на 
левое предсердие, мс / Time of transition of the 
depolarization wave from the right to the left atrium, ms#

–63,2±4,6 –60,8±4,1 –61,0±3,4

Время окончания деполяризации эпикарда предсердий, 
мс / End time of atrial epicardial depolarization, ms# –58,0±6,2 –57,0±5,51 –55,2±4

Длительность деполяризации правого предсердия, мс / 
Duration of depolarization of the right atrium, ms 4,1±2,1 4,7±2,2 7,1±2*

Длительность деполяризации левого предсердия, мс / 
Duration of depolarization of the left atrium, ms 5,9±1,3 5,8±1,1 6,4±0,8

Длительность деполяризации эпикарда предсердий, мс / 
Duration of depolarization of the atrial epicardium, ms 11,9±2,7 12,0±2,9 10,2±1,6

Время формирования дополнительного очага 
возбуждения в области впадения лёгочных вен в левое 
предсердие, мс / The time of formation of an additional 
focus of excitation in the area where the pulmonary veins 
flow into the left atrium, ms

нет 6,1±2,1 мс нет

Примечания: # — Время указано в мс, относительно пика RII; * — достоверное различие по сравнению с интактными (р = 0,016).
Notes: # — The time is indicated in ms, relative to the RII peak; * — a significant difference compared to the intact ones (p = 0.016).
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Обсуждение / Discussion

Возникновение эктопических очагов возбуждения 
и фибрилляции предсердий связано с наличием пейс-
мекерно-подобных клеток в зоне лакун лёгочных вен 
в левом предсердии [9, 10], которые в определённых 
условиях начинают функционировать в качестве допол-
нительных источников активации. При алкогольной 
кардиомиопатии у крыс ранее нами было выявлено 
увеличение неоднородности деполяризации правого 
и левого предсердий и межпредсердной перегородки, 
вызванное формированием двух источников ранней 
начальной активации в правом и левом предсердиях [5].

В возникновении и поддержании фибрилляции 
предсердий участвуют множественные волны ре-
ентри, которые могут функционировать одновременно 
в левом и правом предсердии [11]. Количество волн 
в любой момент времени зависит от скорости пред-
сердного проведения, рефрактерного периода и массы 
миокарда предсердий [12].

У всех обследованных нами крыс со сформировав-
шейся АКМП на субэпикарде предсердий в области 
лакун лёгочных вен формируется ранний очаг начальной 
предсердной активности. У всех обследованных нами 
животных со сформировавшейся в течение 24 недель 
алкоголизации АКМП в результате длительного 28-днев-
ного введения фабомотизола и соединения АЛМ-802 
исчезает дополнительный очаг возбуждения в области 
впадения лёгочных вен в левое предсердие, на эпикарде 
предсердий наблюдается равномерное распространение 
волны деполяризации, близкое к таковому у контроль-
ных животных. При анализе временных характеристик 
деполяризации субэпикарда предсердий у животных 
после длительного введения фабомотизола и соединения 
АЛМ-802 не выявлено статистически значимых изме-
нений длительности деполяризации обоих предсердий, 
левого и правого предсердия. 

Препарат фабомотизол (7–10 — 15 мг/кг, в/в) в экс-
периментах проявляет выраженную антиаритмическую 
активность [13, 14]. Антиаритмические эффекты фа-
бомотизола реализуются на уровне сердечной мышцы 
и полностью блокируются антагонистом σ-рецепторов 
галоперидолом [15]. 

На фоне курсовой терапии фабомотизолом  
(15 мг/кг, в/б) ежедневно в течение 28 дней, начатой по 
окончании 24-й недели алкоголизации, по сравнению 
с алкоголизированным контролем значимо умень-
шается жировая дистрофия миокарда желудочков и 
восстанавливается порог электрической фибрилляции 
желудочков сердца. Согласно результатам молекуляр-
ных исследований, фабомотизол значимо подавляет 
выявленную у контрольных алкоголизированных 
животных аномальную экспрессию мРНК генов для 
ключевых рецепторов и белков, ответственных за под-
держание в кардиомиоцитах гомеостаза ионов Са++ и 
регуляцию их ритмической активности: регулятор-
ных белков Ерас1 (p = 0,021), Ерас2 (р = 0,018), СаМ  

(р = 0,00001), а также RyR2 (р = 0,031), IP3R2  
(р = 0,006) рецепторов [16].

Фабомотизол эффективно препятствует развитию 
фибрилляции предсердий на модели ваготонической 
фибрилляции предсердий [14]. Сглаживание фабомо-
тизолом изменений в соотношении деполяризации 
правого и левого предсердий в острейшую фазу инфар-
кта миокарда свидетельствует о наличии у препарата 
антиаритмического действия [17].

Соединение АЛМ-802 обладает сложным механиз-
мом кардиопротективного действия, включающего в 
себя блокаду трансмембранных, потенциалзавимых 
Na+- и К+-каналов, ингибирование рианодиновых 
рецепторов 2 типа (RyR2). Соединение АЛМ-802 
препятствовало развитию желудочковых аритмий у 
крыс на моделях аконитиновой и хлорид кальциевой 
аритмии, увеличивало порог электрической фибрил-
ляции желудочков сердца крыс с 2 до 10 мА [7, 18].

Таким образом, показано, что в результате курсо-
вой комбинированной терапии животных со сформи-
рованной АКМП существенно изменяется картина 
последовательности деполяризации левого предсердия 
при практически неизменной картине деполяризации 
правого предсердия, значительно изменяется соот-
ношение последовательностей возбуждения правого 
и левого предсердий, при сохранении временных 
параметров активации субэпикарда обоих предсердий 
и значительном увеличении длительности деполяри-
зации правого предсердия, что позволяет говорить об 
синергии антиаритмической активности фабоматизола 
и соединения АЛМ-802.

Заключение / Conclusion

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
на фоне курсовой комбинированной терапии фабо-
мотизолом и соединением АЛМ-802 у животных со 
сформировавшейся алкогольной кардиомиопатией 
происходит подавление активности аномального очага 
деполяризации, расположенного в области лакун лё-
гочных вен, на эпикарде предсердий восстанавливается 
последовательное распространение волны деполяри-
зации от области синусно-предсердного узла, близкое 
к таковому у контрольных животных. Полученные 
данные позволяют говорить о том, что у животных 
с алкогольной кардиомиопатией, длительное время 
получавших фабомотизол и соединение АЛМ-802, 
риск развития предсердных аритмий и фибрилляции 
предсердий минимизирован.
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Исследование антиаритмической активности линейных  
алкоксифенилазаалканов на модели реперфузионных 

аритмий у крыс
© Барчуков В. В., Столярук В. Н., Цорин И. Б., Вититнова М. Б., Крыжановский С. А.,  

Воробьева Т. Ю., Бирюкова В. Е., Мокров Г. В.
 ФГБНУ «НИИ Фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация 

Аннотация. Проведён анализ взаимосвязи структуры и антиаритмической активности бис-алкоксифенилтриазаалканов 1 и бис-алкоксифенилдиаза-
алканов 2 на модели реперфузионной аритмии у крыс. Установлено, что ключевыми требованиями к активности соединений на данной модели является 
использование 2,3,4-триметоксифенильных ароматических фармакофоров и наличие центрального атома азота в линкере. Наиболее активными 
соединениями оказались тригидрохлорид N1–(2,3,4-триметоксибензил)-N2–{2-[(2,3,4-триметоксибензил)амино]этил}-1,2-этандиамина и тригидрохло-
рид N1–(2,3,4-триметоксибензил)-N3–{3-[(2,3,4-триметоксибензил)амино]этил}-1,3-пропандиамина (шифры АЛМ-802 и АЛМ-811), значимо (p < 0,001) 
препятствовавшие развитию желудочковых тахикардий и/или фибрилляций желудочков.
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Study of the antiarrhythmic activity of linear alkoxyphenylazalkanes in the model of reperfusion arrythmias in rats
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Abstract. The antiarrhythmic activity of bis-alkoxyphenyltriazaalkanes 1 and bis-alkoxyphenyldiazaalkanes 2 was analyzed in a model of reperfusion 
arrhythmia in rats. It was found that the key requirements for the compounds activity in this model are the use of 2,3,4 trimethoxyphenyl aromatic pharmacophores 
and the presence of a central nitrogen atom in the linker. The most active compounds were ALM-802 (trihydrochloride N1–(2,3,4-trimethoxybenzyl)-N2–
{2-[(2,3,4-trimethoxybenzyl)amino]ethyl}-1,2-ethanediamine) and ALM-811 (N1-(2,3,4-trimethoxybenzyl)-N3-{3-[(2,3,4-trimethoxybenzyl)amino]ethyl}-1,3-
propanediamine trihydrochloride), which significantly prevented the development of ventricular tachycardias and/or ventricular fibrillation.
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УДК 615.22

Введение / Introduction

Ранее нами было установлено, что среди веществ с 
кардиопротекторными свойствами самых различных 
классов может быть выделена единая общая фарма-
кофорная модель, которой соответствует большое 
количество представителей каждого из них [1–5].  
В этой модели присутствуют два ароматических ядра, 
связанных линейным линкером длиной от 5 до 15 
связей, который содержит как минимум один, но 
чаще несколько гетероатомов, прежде всего, атомы 
азота и кислорода. На рисунке 1 приведены примеры 
препаратов различных классов, соответствующих 
данной фармакофорной модели. Это блокатор HCN-
каналов ивабрадин [2], блокатор кальциевых каналов 
верапамил [1], блокатор натриевых каналов ранолазин 
[3] и блокатор калиевых каналов дофетилид [4]. Вы-

явление данной обобщённой фармакофорной модели 
позволило нам выдвинуть гипотезу о возможности 
создания в её рамках кардиопротекторных средств с 
мультитаргетным механизмом действия. Эта гипотеза 
находит подтверждение в том, что и подавляющее 
большинство биароматических лекарственных средств, 
отвечающих предложенной фармакофорной модели, 
имеют комплексный механизм действия. Например, 
верапамил, помимо кальциевых каналов, способен бло-
кировать некоторые натриевые и калиевые каналы [6]. 

С использованием данной фармакофорной модели 
нами в течение нескольких лет реализуется программа 
по созданию биароматических соединений с линей-
ным линкером в качестве потенциальных кардиопро-
текторных средств с мультитаргетным механизмом 
действия. При этом нами было выявлено несколько 
активных групп, относящихся к общему классу бис- 
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алкоксифенилазаалканов (1–4) [7–10]. Среди них — 
линейные бис-алкоксифенилтриазаалканы 1 [7] и бис-
алкоксифенилдиазаалканы 2 [10]; 1-(алкоксибензил)-
4-[2-((алкоксибензил)амино)этил]пиперазины 3 [8], 
1-(алкоксибензил)-4-[2-((алкоксибензил)амино)этил]
пиперазин-2,3-дионы 4 [9] (рис. 1). 

Анализ биологической активности соединений 
1–4 показал, что лучшим спектром эффектов обладали 
производные 1 и 2 с конформационно-свободным ли-
нейным линкером без циклических фрагментов [7, 10]. 
Некоторые из представителей этих групп проявляют 
антиаритмическую/антифибрилляторную активность 

Рис. 1. Общая фармакофорная модель кардиопротекторных соединений с биароматической 
структурой. Некоторые представители различных классов кардиопротекторов, соответству-
ющих данной фармакофорной модели. Бис-алкоксифенилазаалканы (1–4), сконструиро-
ванные нами ранее
Fig. 1. General pharmacophore model of cardioprotective compounds with a biaromatic structure. 
Some representatives of various classes of cardioprotectors corresponding to this pharmacophore 
model. Bis-alkoxyphenylazaalkanes (1–4) constructed by us earlier
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на моделях аконитиновой, хлоридкальциевой аритмий 
и модели электрической фибрилляции желудочков 
сердца у крыс, а также антиишемическую активность 
на модели изопротереноловой ишемии. В частности, 
соединение-лидер АЛМ-802 (тригидрохлорид N1–
(2,3,4-триметоксибензил)-N2–{2-[(2,3,4-триметок-
сибензил)амино]-этил}-1,2-этандиамина) обладало 
выраженной активностью в условиях всех перечис-
ленных моделей в дозах 1–2 мг/кг.

Анализ механизма действия соединения АЛМ-802 
подтвердил гипотезу о его мультитаргетности. Методом 
patch-clamp в конфигурации whole cell на культуре 
нейронов гиппокампа крыс было установлено, что 
АЛМ-802 эффективно блокирует трансмембранные 
потенциалзависимые Na+- и K+-каналы (IC50 = 94 
и 67 мкМ, соответственно) [11]. В экспериментах 
на модели хронической постинфарктной сердечной 
недостаточности у крыс методом ПЦР в реальном 
масштабе времени показано, что соединение АЛМ 
802 (ежедневно в дозе 2 мг/кг, в/б, в течение 28 сут., 
с 91-х суток от момента воспроизведения инфаркта 
миокарда) восстанавливает в миокарде уровень экс-
прессии генов β

1
- и β

2
-адренорецепторов, а также 

рианодиновых рецепторов 2-го типа, сниженную у 
контрольных животных [12]. Кроме того, соединение 
АЛМ-802 в экспериментах in vitro, выполненных на 
изолированной полоске миокарда, полностью блоки-
рует её положительный инотропный ответ на кофеин 
(агонист RyR2), что позволяет предположить, что оно 
обладает свойствами антагониста RyR2. Полученные 
данные свидетельствуют о том, что соединение АЛМ-
802, как минимум, сочетает свойства антиаритмиче-
ских средств I и III классов по классификации Vaughan 
Williams и проявляет антагонистическую активность 
в отношении RyR2.

Целью настоящей работы являлось дальнейшее 
исследование кардиопротекторных свойств бис-
алкоксифенилтриазаалканов 1 и бис-алкоксифенилдиаза-
алканов 2. Для этого нами была выбрана модель ре-
перфузионной аритмии у крыс, в которой наиболее 
эффективными являются антиаритмики IA, IC и IV 
классов по классификации Vaughan Williams [13].

Реперфузионное повреждение миокарда впервые 
было описано американским физиологом Робертом 
Дженнингсом в 1960 году [14]. Известно, что через 
15–20 секунд после окклюзии коронарного сосуда 
кардиомиоциты переходят с аэробного на анаэроб-
ный гликолиз, который становиться единственным 
значимым источником АТФ, однако это приводит к 
накоплению лактата и, следовательно, понижению 
внутриклеточного рН (до <7,0) вследствие накопле-
ния в цитозоле избыточного количества протонов 
[15]. Реперфузия сопровождается быстрым восста-
новлением внутриклеточного рН за счёт активации 
сарколемального Na+/H+ ионообменника, который 
«выталкивает» протоны из клетки в обмен на посту-
пление в цитозоль ионов Na+ [15, 16]. Возникающее 

в результате этого увеличение содержания в цитозоле 
кардиомиоцитов ионов Na+, в свою очередь, акти-
вирует сарколеммальный 2Na+/Ca2 ионообменник, 
что приводит к обмену внутриклеточных ионов Na+ 
на внеклеточные ионы Ca2+ [17]. Высокая скорость 
работы 2Na+/Ca2+ ионообменника может в конечном 
итоге привести к перегрузке кардиомиоцитов ионами 
Ca2+, которые, в частности, инициируют выработку 
АФК в митохондриях [18, 19]. Показано, что при 
реперфузии главным источником АФК становятся 
митохондрии, что происходит в результате открытия 
Са2+-зависимой неспецифической митохондриаль-
ной поры (mPTP). Главным активатором mPTP в 
условиях реперфузии являются ионы Са2+, при этом 
чувствительность к ним многократно увеличивается в 
условиях сопутствующего реперфузии окислительного 
стресса [20]. Этот феномен получил название АФК-
индуцированный выход АФК («ROS – induced ROS 
releas» (RIRR)) [21]. Избыточное накопление ионов 
Ca2+ и выработка АФК создают идеальную внутрикле-
точную среду для активации CaMKII, которая играет 
главную роль в генерации реперфузионных аритмий 
[22]. Свои аритмогенные эффекты CaMKII реализу-
ет посредством фосфорилирования и последующей 
активации RyR2 [23]. 

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. В экспериментах использовали бе-
лых беспородных крыс-самцов массой 200–380 г. 
Все животные были получены из ФГБУН «Научный 
центр биомедицинских технологий Федерального 
медико-биологического агентства», филиал «Стол-
бовая». Животных содержали в соответствии с при-
казом Минздрава России № 199 от 01 апреля 2016 года 
«Об утверждении правил надлежащей лабораторной 
практики» и СП 2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидеми-
ологические требования к устройству, оборудованию 
и содержанию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев)» от 29 августа 2014 г. № 51. Все экс-
перименты с животными проводили в соответствии с 
международными правилами (European Communities 
Council Directive of November 24,1986 (86/609/EEC)), 
а также в соответствии с Правилами работы с жи-
вотными, утверждёнными биоэтической комиссией 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова».

Соединения. В работе были использованы следу-
ющие производные бис-алкоксифенилтриазаалка-
нов 1 и бис-алкоксифенилдиазаалканов 2, кото-
рые были синтезированы по описанным ранее 
методикам [7, 10]: АЛМ-802 (тригидрохлорид N1–
(2,3,4-триметоксибензил)-N2–{2-[(2,3,4-триметок-
сибензил)амино]этил}-1,2-этандиамина), АЛМ-803 
(тригидрохлорид N1–(3,4,5-триметоксибензил)-N2–
{2-[(3,4,5-триметоксибензил)амино]этил}-1,2-
этандиамина), АЛМ-811 (тригидрохлорид N1–
(2,3,4-триметоксибензил)-N3–{3-[(2,3,4-триметок-



¹ 2. 2023 23 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

сибензил)амино]этил}-1,3-пропандиамина), АЛМ-812 
(тригидрохлорид N1–(2,4-диметоксибензил)-N2–
{2-[(2,4-диметоксибензил)амино]этил}-1,2-
этандиамина), АЛМ-815 (тригидрохлорид N1–
(2,3-диметоксибензил)-N2–{2-[(2,3-диметокси-
бензил)амино]этил}-1,2-этандиамина), АЛМ-821 
(тригидрохлорид N1–(2,5-диметоксибензил)-N2–
{2-[(2,5-диметоксибензил)амино]этил}-1,2-
этандиамина), АЛМ-843 (тригидрохлорид N1–
(3,4-диметоксибензил)-N2–{2-[(3,4-диметоксибензил)
амино]этил}-1,2-этандиамина), АЛМ-844 (дигидрох-
лорид N1,N5-бис(2,3,4-триметоксибензил)-пентан-1,5-
диамина), АЛМ-845 (дигидрохлорид N1,N6-бис(2,3,4-
триметоксибензил)-гексан-1,6-диамина).

Модель реперфузионных нарушений ритма сердца 
у крыс. Эксперименты выполнены на беспородных 
белых крысах-самцах массой 200–380 г. Наркотизи-
рованных животных (уретан 1300 мг/кг, в/б) фиксиро-
вали на операционном подогреваемом столике Surgi 
Suite (Kent Scientific Corporation, США) в положении 
на спине. Для введения изучаемых соединений ка-
тетеризировали бедренную вену. Затем животных 
переводили на искусственное дыхание, вентиляцию 
осуществляли аппаратом искусственной вентиляции 
лёгких для мелких животных (Ugo Basele, Италия). 
Далее производили тороко- и перикардотомию и под 
левую нисходящую коронарную артерию сразу же 
после её выхода из-под ушка подводили лавсановую 
лигатуру. Ишемию миокарда вызывали одномомент-
ной перевязкой коронарной артерии. Через 7 минут 
лигатуру снимали. Оценивали наличие/отсутствие 
фибрилляции желудочков сердца в течение 3 минут 
от момента начала реперфузии. Животные, у ко-
торых не происходило восстановления кровотока 
в ишемизированной зоне, исключались из экспе-

римента. Регистрацию ЭКГ начинали за минуту 
до перевязки коронарного сосуда и продолжали 
в течение всего эксперимента. Для мониторинга, 
регистрации и обработки ЭКГ использовали ком-
пьютерный электрокардиограф «Полиспектр 8/ЕХ» 
(Нейрософт, Россия).

Животные были рандомизированы в группы, ко-
торым вводились исследуемые вещества, в группу 
препарата сравнения верапамила и в контрольные 
группы. Число животных в группах составляло от 8 до 13. 
Животным контрольных групп за 5 минут до начала 
реперфузии внутривенно вводили эквивалентный 
объём (1 мл/кг) изотонического 0,9 % раствора натрия 
хлорида, а животные опытных групп по аналогичной 
схеме внутривенно получали исследуемые соединения 
или препарат сравнения.

Для оценки антиаритмического эффекта в каждой 
группе подсчитывали число животных, у которых 
развивались и у которых отсутствовали жизнеугро-
жающие аритмии (желудочковая тахикардия (ЖТ), 
фибрилляция желудочков (ФЖ)).

Статистическая обработка. Статистическую значи-
мость различий между экспериментальными выбор-
ками определяли с помощью метода точной вероят-
ности Фишера с учётом множественности сравнений. 
Различия считали значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение / Results and their 
discussion

В таблице 1 представлены результаты определения 
антиаритмической активности исследуемых соеди-
нений на модели реперфузионных аритмий. В каче-
стве препарата сравнения использовался верапамил  
(1 мг/кг, в/в), который также соответствует фармако-

Таблица 1

Антиаритмическая активность соединений 1 и 2 на модели реперфузионных аритмий

Table 1

Antiarrhythmic activity of compounds 1 and 2 on a model of reperfusion arrhythmias

Шифр
Доза, 
мг/кг

Структура

Число животных с ЖТ и/или ФЖ / 
общее число животных в группе

Исследуемое 
соединение

Контроль

АЛМ-802 2 2/13 
p < 0,001 10/10

АЛМ-803 1 6/7 10/11
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Шифр
Доза, 
мг/кг

Структура

Число животных с ЖТ и/или ФЖ / 
общее число животных в группе

Исследуемое 
соединение

Контроль

АЛМ-815 2 8/13 10/10

АЛМ-821 2 5/12 
p = 0,022 12/13

АЛМ-843 3 7/8 8/8

АЛМ-812 2 6/12 10/10

АЛМ-811 2 2/12 
p < 0,001 12/13

АЛМ-844 1 6/8 8/8

АЛМ-845 2 8/8 8/8

Верапамил 1 3/8 
p = 0,0108 12/12

Окончание табл. 1
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форной модели биароматических кардиопротекторов 
(см. рис. 1). 

Как следует из полученных данных, наиболее ак-
тивными соединениями на модели реперфузионных 
аритмий оказались 2,3,4-триметоксизамещённые 
производные АЛМ-802 и АЛМ-811 с триазаалкано-
вым линкером различной длины. В дозе 2 мг/кг эти 
вещества значимо (p < 0,001) препятствовали разви-
тию желудочковых тахикардий и/или фибрилляций 
желудочков у 83–85 % животных, в то время как в 
контрольных группах эти нарушения фиксировались 
у 92–100 % крыс. Препарат сравнения верапамил на 
данной модели также проявлял антиаритмическую 
активность, предотвращая нарушения ритма у 63 % 
животных в дозе 1 мг/кг (p = 0,0108). Значимая актив-
ность (p = 0,022) была выявлена и у соединения АЛМ-821 
(2 мг/кг) с 2,4-диметоксифенильными группами, 
а на уровне тенденции эффекты фиксировались у 
диметоксизамещённых веществ АЛМ-815 (2 мг/кг) 
и АЛМ-812 (2 мг/кг), которые препятствовали раз-
витию желудочковых тахикардий и/или фибрилляций 
желудочков в 40–50 % случаях при 100 % нарушениях 
в контрольных группах.

Анализ связи «структура–антиаритмическая актив-
ность» на реперфузионной модели позволил выявить 
следующие закономерности (рис. 2):

1. Для наличия активности важным было наличие 
метокси-групп в орто-положениях ароматических 
колец молекул. При этом 2,3,4-триметокси-произ-
водные были активнее, чем различные диметокси-
замещённые соединения.

2. Активными были только соединения, содержа-
щие в азаалкановом линкере молекул центральный 
атом азота (X = NH). Его замена на углерод приво-
дила к исчезновению антиаритмических свойств в 
реперфузионной модели.

3. Длина азаалканового линкера могла быть проварь- 
ирована в пределах 10–12 связей без существенного 
влияния на активность соединений. 

Заключение / Conclusion

В результате анализа взаимосвязи «структура–анти-
аритмическая активность» бис-алкоксифенилтриаза-
алканов 1 и бис-алкоксифенилдиазаалканов 2 на модели 
реперфузионных аритмий у крыс установлено, что целе-
вую активность соединений в условиях данной модели 
обеспечивает наличие 2,3,4-триметоксифенильных 
ароматических фармакофоров, а также присутствие 
центрального атома азота в линкере. Интересно от-
метить, что исчезновение целевой активности при 
переходе от бис-алкоксифенилтриазаалканов 1 к 
бис-алкоксифенилдиазаалканам 2, например, от со-
единения АЛМ-802 к АЛМ-844, наблюдалось только 
в условиях модели реперфузионных аритмий, тогда 
как на всех других моделях аритмии и ишемии, ис-
пользовавшихся ранее, замена центрального атома 
азота на атом углерода не влияла на биологическую 
активность изучаемых соединений. 

Рис. 2. Анализ связи «структура–активность» на модели реперфузионной аритмии у ис-
следуемых соединений 1 и 2
Fig. 2. Analysis of the «structure–activity» relationship on the model of reperfusion arrhythmia 
of the studied compounds 1 and 2
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Аннотация.  В эксперименте на лабораторных крысах линии Wistar было проведено пилотное изучение фармакокинетических характеристик 
нового пиррольного производного карнозина — пирролилкарнозина. По итогам эксперимента рассчитаны базовые фармакокинетические параметры 
препарата. Изучено распределение препарата по тканям и органам. Показана тропность пирролилкарнозина к ораганам элиминации и способность 
пирролилкарнозина проникать в ткань сердечной мышцы.
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The pilot study of the basic pharmacokinetic properties of pyrrolylcarnosine — the new pyrrolic derivative of dipeptide carnosine
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Abstract. The experimental study of the pharmacokinetic characteristics of a new pyrrole derivative of carnosine, pyrrolylcarnosine, was carried out. 

Based on the results of the experiment, the basic pharmacokinetic parameters of the drug are expected. The tissues and organs bioavailability was studied. 
The tropism of pyrrolylcarnosine to the organs of elimination and the ability of pyrrolylcarnosine to penetrate into the heart muscle tissue were shown. 
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Введение / Introduction

Создание новых эффективных препаратов, об-
ладающих комбинированным действием, включа-
ющим антиоксидантные и противовоспалительные 
эффекты является актуальной задачей современной 
фармакологии. Можно полагать, что новое вещество, 
созданное на основе двух компонентов (карнозина и 

пиррола), с учётом биологических свойств веществ-
прекурсоров, может стать новым перспективным 
соединением. Цитопротекторная эффективность 
гистидин-содержащего дипептида карнозина, об-
условленная его широким спектром биологического 
действия, включая антиоксидантное, представлена 
в различных экспериментальных моделях паркинсо-
низма и ишемии головного мозга, а также в пилотных 
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клинико-биохимических исследования [1, 2]. Однако 
значимым фактором, лимитирующим внедрение кар-
нозина в клиническую медицину в виде лекарственной 
формы, является его быстрый гидролиз в кровяном 
русле под действием специфического фермента — 
сывороточной карнозиназы. Производные другого 
компонента нового соединения — пиррола (арома-
тического пятичленного азотистого гетероцикла) 
уже нашли весьма широкое применение при синтезе 
терапевтически активных соединений, включая фун-
гициды, антибиотики, противоопухолевые средства, 
нестероидные противовоспалительные препараты 
[3–5]. В российской неврологической и психиат-
рической практике, например, достаточно широко 
применяется пиррол-содержащий препарат из группы 
рацетамов — пирацетам, характеризующийся нейро-
тропным и нейропротективным действием и входящий 
в перечень жизненно необходимых и важнейших 
лекарственных препаратов РФ [6]. В последнее время 
была разработана новая серия аналогов пиррола на 
основе пиррол-2,5-диона, большинство из которых 
продемонстрировали значительную антиоксидантную 
активность [7]. В последнее время был синтезирован 
также ряд новых гидразонов N-пирролилгидразида, 
характеризующихся прямой антиоксидантной актив-
ностью в клеточных моделях оксидативного стресса 
[8]. Таким образом, благодаря имеющимся данным о 
биологических эффектах пиррола и карнозина, пред-
ставляется перспективным создание нового коньюгата, 
характеризующегося высокой антиоксидантной актив-
ностью и устойчивостью к гидролизу сывороточной 
карнозиназой.

В Научном центре неврологии, в сотрудничестве с 
коллегами из Института органической химии имени 
Н. Д. Зелинского РАН, было разработано новое со-
единение на основе пирролидина и карнозина. По 
исследованным физико-химическим характеристи-
кам синтезированный 3-(N-пирролил)пропаноил-L-
гистидин (пирролилкарнозин) описывается структур-
ной формулой, подтверждённой данными исследова-
ния продукта реакции методами ЯМР-спектроскопии 
и масс-спектрометрии высокого разрешения (рис. 1). 

Молекулярная масса пирролилкарнозина, опре-
делённая методом масс-спектрометрии высокого 
разрешения, составила 276 г/моль.

В отличие от карнозина, пирролилкарнозин ха-
рактеризуется высокой устойчивостью к гидролизу 
сывороточной карнозиназой (патент RU 2777391) [9], 
определяемой по методу А. Pegova Н, et al. (2000) [10]. 

Одним из важнейших доклинических испытаний 
новых лекарственных веществ является изучение их 
фармакокинетических свойств, позволяющее оценить 
всасывание, распределение, метаболизм и выведение. 
Изучение процессов распределения позволяет выявить 
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 [11–13]. 

Целью данного исследования явилось изучение 
распределения в организме и тканевой биодоступности 
нового конъюгата карнозина и пиррола — пирролил-
карнозина, потенциально обладающего антиоксидант-
ными и антигипоксантными свойствами.

Материалы и методы / Materials and methods

Эксперименты выполнены на 50 крысах-самцах 
линии Вистар с массой тела 180–220 г, которые со-
держались в условиях вивария на стандартной ди-
ете с соблюдением всех правил и Международных 
рекомендаций Европейской конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых при экспе-
риментальных исследованиях (1997 г.).

Распределение пирролилкарнозина в организме 
крыс изучали в органах потенциального действия — 
сердце и мозге, а также в органах, обеспечивающих 
элиминацию — печени и почках. Пирролилкарнозин 
вводили крысам внутривенно в терапевтической дозе 
200 мг/кг. Пробоотбор производился в следующие 
дискретные интервалы времени: 15, 30, 60, 120 и  
240 минут после введения (n = 6). Для оценки эффек-
тивности проникновения препарата в изучаемые ткани 
использовался такой фармакокинетический параметр, 
как показатель тканевой доступности fT, определяемый 
отношением значения площади под фармакокине-
тической кривой AUC в ткани изучаемого органа к 
соответствующей величине AUC в плазме крови.

Для количественного определения пирролилкар-
нозина в биологических образцах нами был разработан 
авторский хроматомасс-спектрометрический метод 
(ВЭЖХ-МС). Извлечение пирролилкарнозина из 
биологического материала осуществляли методом де-
протеинизации. К образцу плазмы крови или образцу 
гомогената ткани органов (1:2, m:v, ткань: бидистиллят) 
объёмом 100 мкл добавляли 400 мкл раствора вну-
треннего стандарта (L-аланил-карнозин, 10 мкг/мл) в  
10 % трихлоруксусной кислоте с целью преципитации 
протеинов плазмы. Образовавшуюся взвесь денату-
рированных белков осаждали на ультрацентрифуге на 
скорости 16000 g. Надосадочную жидкость осторожно 
декантировали и переносили в хроматографическую 

Рис. 1. Структурная формула пирролилкарнозина
Fig. 1. Structural formula of pyrrolylcarnosine
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виалу, которую помещали в автосамплер хроматографа 
для дальнейшего хромато-масс-спектрометрического 
анализа. Супернатант инжектировали в петлю хрома-
тографа в объёме 10 мкл. 

Концентрацию пирролилкарнозина в тканях органов 
и плазме крыс определяли методом жидкостной хромато-
масс-спектрометрии на приборе Finnigan Surveyor LC 
Pump Plus в сочетании с масс-спектрометрическим детек-
тором «LCQ Fleet MS» (квадрупольная ионная ловушка). 
Для хроматографического разделения применяли анали-
тическую колонку Ultrasphere 5 ODS фирмы Hichrom Ltd.,  
Великобритания (250 × 4,6 мм; 5 мкм). Подвижная 
фаза состояла из двух растворов: 10 мМ ацетат аммо-
ния, подкисленный ледяной уксусной кислотой до  
pH 3,7 (раствор А) и ацетонитрил — 10 мМ ацетат аммо-
ния (90:10) (раствор Б), взятых в соотношении 90 %A: 
10 %Б, работа проводилась в изократическом режиме элю-
ирования. Скорость потока подвижной фазы  0,7 мл/мин. 
Объём пробы — 10 мкл. Температура разделения  
35°. Продолжительность хроматографирования —  
10 минут (рис. 2.). 

Время удерживания пирролилкарнозина — 
8,22±0,05 мин. Время удерживания внутренне-
го стандарта (L-аланил-карнозина, Ltd Hamari 
Chemicals) — 5,80±0,05 мин. Детектирование: масс-

спектрометрическое, по дочерним ионам с m/z 156,02; 
231,10; 258,98; образующимся в результате распада 
молекулярного иона пирролилкарнозина с m/z 277,29 
при нормализованной энергии соударений 35 eV (масс-
спектр второго порядка для пирролилкарнозина пред-
ставлен на рис. 3). Внутренний стандарт (L-аланил-
карнозин) детектировали по суммарному ионному 
току дочерних ионов в диапазоне m/z 75 — 300, об-
разующимся в результате распада молекулярного иона 
L-аланил-карнозина с m/z 298,3. Масс-спектрометр 
работал в режиме регистрации ионов, положительно 
заряженных электроспреем (ESI), создаваемым на-
пряжением в 5 кВ. Скорость потока газа-небулай-
зера (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. 
В качестве демпфирующего газа в ионной ловушке 
использовался гелий. Данные обрабатывались с по-
мощью Xcalibur 2.1 w/Foundation 1.0.1. 

Для количественного определения концентрации 
пирролилкарнозина применяли метод внутреннего 
стандарта. При градуировке измеряли отношение пло-
щадей хроматографических пиков целевого вещества 
и внутреннего стандарта в зависимости от концентра-

Рис. 2. Демонстрационная хроматограмма стандартного образца пирролилкарнозина с 
концентрацией 5 мкг/мл
Fig. 2. Demonstrative chromatogram of a standard sample of pyrrolylcarnosine with concentration 
of 5 µg/ml
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Рис. 3. Масс-спектры второго порядка для пирролилкарнозина (А) и аланил-
карнозина (Б)
Fig. 3. MS2 mass-spectra for pyrrolylcarnosine (А) and alanyl-carnosine (B)

А

Б
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ции пирролилкарнозина. Для обсчёта использовалась 
линейная регрессия, на основе метода наименьших 
квадратов. Градуировочная зависимость была ли-
нейной в диапазоне концентраций от 0,5 мкг/мл 
 до 10 000 мкг/мл. Концентрацию пирролилкарнозина 
определяли по формуле:

С = 0,7481 × S,

где С — концентрация пирролилкарнозина, выражен-
ная в нг/мл; S — площадь хроматографического пика 
пирролилкарнозина, нормированная на площадь вну-
треннего стандарта. Относительная ошибка методики 
определения пирролилкарнозина не превышала 10 %.

Расчёты основных фармакокинетических параме-
тров производили немодельным методом с помощью 
валидированной фармакокинетической программы 
Phoenix WinNonlin 8.3 (США), статистическую об-
работку осуществляли в программе Excel.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

В результате проведённого исследования были по-
лучены фармакокинетические кривые концентрации 
пирролилкарнозина в плазме крови, сердце, печени 
и почках экспериментальных животных через 15, 30, 
60, 120 и 240 минут после его внутривенного введения 
в дозе 200 мг/кг.

Максимальная концентрация пирролилкарнозина 
в плазме крови наблюдается на пятнадцатой минуте 
после введения (377,3 мкг/мл). Затем происходит 
немонотонное снижение концентрации с биэкспо-

ненциальным характером, что указывает на наличие 
быстрой первой фазы элиминации, которая сменяется 
более медленной фазой выведения. За два часа после 
введения концентрация пирролилкарнозина в крови 
крыс плавно снижается до концентрации 111,3 мкг/мл, 
т. е. чуть более чем в три раза. Это характеризует пир-
ролилкарнозин как вещество, достаточно долго цир-
кулирующее в плазме крови. В пользу этого также 
свидетельствуют основные рассчитанные фармако-
кинетические характеристики пирролилкарнозина 
представленные в табл. 1, в частности на это указывают 
высокие значения периода полуэлиминации (Т1/2el =  
0,56 часа) и среднего времени удерживания (MRT = 
0,989 часа). Медленное снижение концентрации пир-
ролилкарнозина в крови предопределяет большую 
величину площади под фармакокинетической кривой  
(AUC = 493,74 мкг × ч/мл). Величина кажущегося 
объёма распределения (Vss) равна 390 мл/кг, что со-
поставимо с объёмом экстрацеллюлярной жидко-
сти в организме крысы [14]. Это свидетельствует о 
низкой способности пирролилкарнозина накапли-
ваться в тканях. С этим же, по-видимому, связано 
невысокое значение показателя системного клиренса  
(Сl = 400 мл/час × кг), несмотря на выраженность 
процессов элиминации соединения.

В сердце целевое соединение обнаруживается 
в максимальной концентрации (52,16 мкг/г) через 
15 минут после введения, а затем быстро, более чем 
четырёхкратно, снижается к 30 минутам, определяясь 
до 4 часов (табл. 2). Фармакокинетический профиль 
(см. рис. 4) пирролилкарнозина в ткани сердца близок 

Таблица 1

Фармакокинетические параметры соединения пирролилкарнозин в плазме крови крыс при внутривенном введении в дозе 200 мг/кг

Table 1

Pharmacokinetic parameters of pyrrolylcarnosine in the rat plasma after administration in dose 200 mg/kg, i.v.

Параметры C0 (мкг/мл) Cmax (мкг/мл) AUC (мкг/мл⋅ч) Кel (ч–1) Т1/2 
(ч) MRT (ч) Cl (мл/(ч⋅кг) Vss (мл/кг)

Значения 567,4 377,3 493,74 1,23 0,562 0,988 437,35 352,7

Таблица 2

Фармакокинетические параметры распределения пирролилкарнозина в органах и тканях после его болюсного внутривенного 
ведения в дозе 200 мг/кг

Table 2

Pharmacokinetic parameters of the pyrrolylcarnosine tissue distribution after its bolus intravenous administration at a dose of 200 mg/kg

Биоматериалы
ФК параметры и размерность

Tmax (ч) AUC
 0-t 

 (ч⋅мкг/мл/гр) AUC 0-∞ (ч⋅мкг/мл/гр) MRT (ч) T1/2el (ч) ft от 0-t ft от 0-∞

Плазма крови 0,25 493,74 495,87 0,989 0,56 – –

Сердце 0,25 38,54 48,89 2,47 1,73 0,09 0,11

Почки 0,25 3180,54 5103,96 2,02 1,32 7,52 11,99

Печень 0,5 1214,5 2051,05 2,18 1,42 2,87 4,82

Мозг – – – – – – –
f

т от 0-t
 или от 

0-∞ — тканевая доступность, рассчитывается по формуле: f
т
 = AUC

т 
/ AUC

p
, где AUC

т
 — AUC в ткани; AUC

p 
— AUC в плазме 

крови — см.
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к таковому для плазмы крови. Тканевая доступность 
пирролилкарнозина для сердечной мышцы не вы-
сока и составляет приблизительно около 9 % от его 
содержания в кровотоке (табл. 2). 

Тканевая доступность пирролилкарнозина для 
органов элиминации, напротив, очень высока и со-
ставляет 2,87 для печени и 7,52 для почек (см. табл. 2), 
что свидетельствует о тропности в отношении по-
чечного пути выведения из организма. Снижение 
количества вещества в печени и почках происходит 
аналогично таковому в плазме крови (рис. 4). 

Следует отметить, что в перфузированном голов-
ном мозге пирролилкарнозин не обнаруживался, что 
свидетельствует о его неспособности преодолевать 
гематоэнцефалический барьер у здоровых животных. 

Заключение / Conclusion

Разработана методика хроматомасс-спектроме-
трического количественного определения нового 
пиррольного производного дипептида карнозина — 
пирролилкарнозина. В результате проведённых ис-
следований нами показано, что распределение пир-

ролилкарнозина по органам носит неоднородный 
характер. Наибольшую тропность пирролилкарнозин 
проявляет в отношении органов элиминации. Из ор-
ганов элиминации наибольшая тканевая доступность 
продемонстрирована для тканей почек. Максимальное 
абсолютное содержание пирролилкарнозина отмеча-
ется в почках, наименьшее в ткани сердечной мышцы. 
В ткани перфузированного мозга пирролилкарнозин 
не обнаруживается, что свидетельствует об отсутствии 
проникновения данного вещества через интактный 
гематоэнцефалический барьер. 
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Рис. 4. Усреднённые фармакокинетические графики элиминации пирролилкарнозина из различ-
ных органов (полулогарифмические кривые) (n = 6)
Fig. 4. Averaged pharmacokinetic curves for the elimination of pyrrolylcarnosine from various organs 
(semilogarithmic curves) (n = 6)
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Изучение влияния приёма пищи на биодоступность,  
безопасность и переносимость лекарственного препарата 
Атериксен®, таблетки, 100 мг у здоровых добровольцев

 Василюк В. Б.1, Джурко Ю. А.2, Глобенко А. А.3, Шитов Л. Н.2, Шабров В. Н.2, Пасько М. А.3,  
Ковчан О. В.3, Капашин А. В.3, Башкатова А. И.3

1 — ООО «Научно-исследовательский центр «ЭкоБезопасность», Санкт-Петербург, Российская Федерация
2 — ООО «КАЯР», Ярославль, Российская Федерация

3 — АО «Валента Фарм», Москва, Российская Федерация

Аннотация. Цель исследования. Первичной целью исследования являлась оценка влияния приёма пищи на биодоступность лекарственного 
препарата Атериксен®, таблетки, 100 мг после его однократного приёма натощак и после еды. Дополнительная цель заключалась в оценке фарма-
кокинетических параметров, безопасности и переносимости препарата Атериксен® при его однократном приёме в дозе 100 мг натощак и после 
приёма пищи.  Материал и методы. В исследование включали здоровых добровольцев мужского и женского пола в возрасте от 18 до 45 лет. В связи 
с отсутствием данных о внутрииндивидуальной вариабельности основных фармакокинетических параметров действующего вещества препарата 
Атериксен® (XC221GI, 1-[2-(1-Метилимидазол-4-ил)- этил]пергидроазин-2,6-дион) в исследовании применялся адаптивный последовательный под-
ход. На Этапе I было рандомизировано 24 добровольца (по 12 в каждой группе): группа 1 (последовательность ААВ) принимала терапию А (приём 
препарата натощак) в периоде I, терапию А в периоде II и терапию В (приём препарата после еды) в периоде III, группа 2 (последовательность ВВА) 
принимала терапию В в периоде I, терапию В в периоде II и терапию А в периоде III. В каждом периоде исследования у добровольцев отбирали об-
разцы крови до и в течение 12 ч после приёма препарата исследования. Количественное определение действующего вещества XC221GI в образцах 
плазмы крови проводилось валидированным методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим детектиро-
ванием. Безопасность препарата оценивали по количеству и степени тяжести нежелательных явлений (НЯ) и серьёзных нежелательных явлений 
(СНЯ), зарегистрированных на основании жалоб, данных физикального осмотра, а также по изменениям лабораторных показателей и электро-
кардиографического исследования (ЭКГ). Переносимость исследуемого препарата оценивали по доле добровольцев, досрочно прекративших 
участие в исследовании из-за возникновения НЯ/СНЯ. Результаты исследования. 24 рандомизированных добровольца завершили исследование 
полностью в соответствии с одобренным протоколом исследования. Усреднённые профили фармакокинетических кривых XC221GI при приёме ис-
следуемого препарата натощак и после приёма пищи имели близкие формы. Доверительные интервалы для отношений средних геометрических 
значений первичных показателей (AUC(0-t) и Cmax) XC221GI, а также AUC(0-∞) соответствовали пределам эквивалентности 80,00–125,00 %, при этом 
было отмечено небольшое по абсолютной величине, но статистически значимое различие по времени достижения максимальной концентрации 
исследуемого вещества. На протяжении исследования у 2 добровольцев при приёме препарата после приёма пищи отмечались НЯ в виде снижения 
количества эритроцитов, концентрации гемоглобина и значения гематокрита. Все зарегистрированные НЯ имели лёгкую степень тяжести. Связь НЯ 
с исследуемым препаратом по оценке врача-исследователя была расценена как сомнительная. Заключение. Результаты исследования показали 
отсутствие влияния фактора приёма пищи на биодоступность лекарственного препарата Атериксен®, таблетки, 100 мг, а также его безопасность и 
хорошую переносимость при однократном приёме здоровыми добровольцами в дозе 100 мг. 

Ключевые слова:  биодоступность; Атериксен; приём пищи; фармакокинетика; безопасность; переносимость; перекрёстное исследование; 
здоровые добровольцы 
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Study of the effect of food on the bioavailability, safety and tolerability of Aterixen® 100 mg tablet in healthy volunteers

 Vasiliy B. Vasilyuk1, Yuri A. Dzhurko2, Alexander A. Globenko3, Leonid N. Schitov2, Vitaly N. Shabrov2, Maxim A. Pasko3,  
Olga V. Kovchan3, Anzhelika I. Bashkatova3

 1 — Scientific Research Center Eco-Safety LLC, St. Petersburg, Russian Federation
2 — KAYAR LLC, Yaroslavl, Russian Federation

3 — Valenta Pharm JSC, Moscow, Russian Federation

Abstract. The aim. The primary objective of the study was to evaluate the effect of food on the bioavailability of Aterixen® 100 mg tablet after single oral 
dose under fasting or fed conditions. The secondary objective was to evaluate the pharmacokinetic parameters, safety, and tolerability of Aterixen® 100 mg 
tablet after single oral dose under fasting or fed conditions. Materials and methods. Healthy male and female volunteers aged 18 to 45 years were included 
in the study. Due to lack of data about intra-individual variability of the main pharmacokinetic parameters of the active substance in Aterixen® (XC221GI, 
1-[2-(1-Methylimidazol-4-yl)-ethyl]perhydroazin-2,6-dione), an adaptive group sequential approach was used in the study. At Stage I, 24 volunteers were 
randomized into 2 groups (12 in each group): Group 1 (sequence AAB) received treatment A (administration of the drug under fasting conditions) during 
period I, treatment A during period II and treatment B (administration of the drug under fed conditions) during period III, Group 2 (sequence BBA) received 
therapy B during period I, therapy B during period II, and therapy A during period III. In each study period, serial blood samples were collected before and 
throughout 12 h after administration of the study drug. The quantification of the active substance XC221GI in plasma samples was performed using a 
validated high-performance liquid chromatography method with mass spectrometric detection. Safety evaluation was performed on the basis of frequency 
and severity of adverse events (AEs) and serious adverse events (SAEs), which were registered based on complaints, physical examination, laboratory tests, 
and electrocardiography (ECG). Drug tolerability was evaluated in terms of proportion of volunteers who prematurely discontinued participation in the study 
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Введение / Introduction

С декабря 2019 года вспышка новой коронавирус-
ной инфекции, вызывающая обширные поражения 
лёгочной ткани с большим количеством осложнений, 
среди которых наблюдался тяжёлый острый респира-
торный синдром (ТОРС), начала распространяться по 
всему миру. В марте 2020 г. Всемирная Организация 
Здравоохранения объявила, что распространение коро-
навирусной инфекции приобрело характер пандемии. 
За прошедшее время крупнейшими фармацевтиче-
скими компаниями и научными институтами были 
разработаны вакцины, внедрены высокочувстви-
тельные тест-системы, а также разработаны новые 
лекарственные препараты для лечения коронавирусной 
инфекции. Несмотря на значительные успехи в лече-
нии тяжёлых форм заболевания, отмечается появление 
новых штаммов коронавируса, характеризующихся 
повышенной контагиозностью с преобладанием лёг-
кого и среднетяжёлого течения. К последним можно 
отнести штамм Омикрон, инкубационный период 
которого составляет от 2 до 7 суток (в среднем 3–4 
суток), что значительно превосходит показатели ранее 
выявляемых штаммов [1–3]. 

Лёгкая форма коронавирусной болезни наиболее 
часто встречается среди лиц молодого и среднего 
возраста. Для данных пациентов характерна высокая 
мобильность, что способствует активному распростра-
нению заболевания в популяции. Симптомы лёгкой 
формы коронавирусной болезни носят неспецифи-
ческий характер и, часто протекая под видом ОРВИ, 
проявляются в виде повышения температуры тела до 
субфебрильных значений (< 38 °C), появления кашля, 
слабости и боли в горле. Большинство пациентов с 
лёгкой формой коронавирусной инфекции не имеют 
хронических заболеваний и относятся к социально-
активной части населения, что важно учитывать для 
раннего выявления и локализации заболевания [3, 4]. 

Препарат Атериксен® представляет собой ори-
гинальный лекарственный препарат, обладающий 
противовоспалительной активностью. В доклини-
ческих исследованиях in vitro и in vivo было показано 
снижение выработки провоспалительных цитокинов 
IL-6, IL-8, а также хемокинов IP-10 (CXCL10) и MIG 
(CXCL9), являющихся медиаторами острой фазы 

воспаления, лихорадки и «цитокинового шторма» 
[5]. В клиническом исследовании III фазы препарат 
продемонстрировал свою эффективность при лечении 
лёгких форм коронавирусной болезни, достоверно 
снижая частоту перехода к среднетяжёлому течению [6].

Материалы и методы / Materials and methods

Было проведено открытое рандомизированное 
перекрёстное исследование с 2 видами терапии (на-
тощак и после еды), 3 периодами, 2 последователь-
ностями и адаптивным, двухэтапным дизайном для 
оценки влияния приёма пищи на биодоступность пре-
парата Атериксен®, таблетки, 100 мг при однократном 
приёме здоровыми добровольцами (идентификатор на 
портале clinicaltrials.gov — NCT05295121) [7]. Иссле-
дование было начато после получения Разрешения на 
проведение клинического исследования Министерства 
здравоохранения РФ (№ 889 от 23.12.2021 г.) и одобрения 
Совета по этике при Министерстве здравоохранения 
РФ (Выписка из протокола № 290 от 26 октября 2021 г.), 
а также одобрения Независимого (локального) этиче-
ского комитета исследовательского центра (Выписка 
№ 5 из протокола заседания № 223 от 03 февраля 
2022 года).

Все добровольцы, принявшие участие в иссле-
довании, соответствовали критериям включения: 
лица мужского и женского пола в возрасте от 18 до  
45 лет (включительно) с индексом массы тела (ИМТ) в 
пределах 18,5 ≤ ИМТ ≤ 30 кг/м2 при массе тела не менее  
45 кг и не более 100 кг; наличие подписанного согласия 
добровольца на участие в исследовании; верифициро-
ванный диагноз «здоров»; согласие добровольца (в т. ч. 
партнерши) на использование адекватных методов 
контрацепции в течение исследования и 3 недель 
после его завершения; жизненно важные показатели 
в пределах нормы.

К основным критериям невключения относи-
лись: повышенная чувствительность к действую-
щему веществу препарата Атериксен® (XC221GI, 
1-[2-(1-Метилимидазол-4-ил)-этил]пергидроазин-
2,6-дион) и/или любому другому компоненту иссле-
дуемого препарата; отягощённый аллергологический 
анамнез; наличие в анамнезе бронхиальной астмы, 
рецидивирующего полипоза носа или околоносовых 

due to AE/SAE. Results. 24 randomized volunteers completed the study in compliance with the approved study protocol. The averaged pharmacokinetic 
curves profiles of XC221GI had similar shapes under fasting and fed conditions. Confidence intervals for the ratio of the geometric means for the primary 
parameters (AUC(0-t) and Cmax) of XC221GI and AUC(0-∞) were within the 80-125 % acceptance interval, while a small in absolute value, but statistically significant 
differences were noted in time until Cmax is reached. Throughout the study, 2 volunteers reported AEs (low RBC count, low hemoglobin concentration, and 
low hematocrit value) after receiving the study drug under fed conditions. All reported AEs were mild. The relationship between AEs and the study drug 
product was assessed by investigator as doubtful. Conclusion. The results of this study indicate that food does not affect the bioavailability of Aterixen®  
100 mg, tablets, and the single oral dose of 100 mg was safe and well tolerated by healthy volunteers.
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пазух, аллергического ринита; наследственная не-
переносимость лактозы, дефицит лактазы и синдром 
мальабсорбции глюкозы–галактозы; хронические 
заболевания; острые инфекционные заболевания в 
течение 30 дней до начала исследования; хирургиче-
ские вмешательства на желудочно-кишечном тракте 
в анамнезе (за исключением аппендэктомии); приём 
любых лекарственных препаратов в течение 14 дней 
до скрининга; приём лекарственных препаратов, ока-
зывающих выраженное влияние на гемодинамику или 
функцию печени менее чем за 30 дней до скрининга; 
значения жизненно важных и лабораторных показате-
лей, выходящие за пределы референтных интервалов; 
приём более 10 ед. алкоголя в неделю; курение более 
10 сигарет в день и неспособность воздержаться от 
курения за 48 ч до начала исследования и в ходе пре-
бывания в стационаре; особая диета, употребление 
алкоголя, кофеина и ксантинсодержащих продуктов за 
72 ч до приёма исследуемого препарата, употребление 
цитрусовых, клюквы и продуктов их содержащих, пре-
паратов или продуктов с содержанием зверобоя — за 7 
дней до приёма исследуемого препарата; беременность, 
период грудного вскармливания, положительный тест 
мочи на беременность (для женщин с сохраненным 
репродуктивным потенциалом); использование добро-
вольцем-женщиной гормональных контрацептивов в 
течение 2 мес. до приёма исследуемого препарата и др.

Критериями исключения являлись: отзыв добро-
вольцем согласия на участие в исследование; СНЯ, 
независимо от причинно-следственной связи с при-
ёмом препарата; любое другое НЯ, если исследова-
тель считал, что в интересах добровольца прекра-
тить участие в исследовании; пропуск двух подряд 
или четырёх и более отборов крови для определения 
фармакокинетических параметров в течение одного 
периода исследования фармакокинетики; нарушение 
требований протокола исследования; необходимость 
проведения лечения, которое может повлиять на 
фармакокинетические параметры исследуемого пре-
парата; рвота и/или диарея у добровольца в течение 
24 ч до приёма исследуемого препарата или в течение 
3 ч после приёма исследуемого препарата и др. 

Схема дизайна исследования приведена на рис. 1. 
В связи с отсутствием данных по внутрииндиви-

дуальной вариабельности основных фармакокинети-
ческих параметров препарата Атериксен®, в данном 
исследовании применялся адаптивный последова-
тельный подход (модифицированный по Molins E et al. 
(2017) метод Potvin тип C) [8, 9].

На этапе I было рандомизировано 24 добровольца, 
которые были распределены по 12 человек в каждую 
последовательность приёма: добровольцы из группы 1 
(последовательность ААВ) принимали терапию А 
(приём натощак) в периоде I и II, а терапию В (приём 
после еды) — в периоде III, добровольцы из группы 2 
(последовательность ВВА) принимали терапию В в 
периодах I и II, терапию А – в периоде III. 

Рацион стандартизованного завтрака, в соответ-
ствии с руководством Управления по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и медика-
ментов (Food and Drug Administration, FDA) «Food-
Effect Bioavailability and Fed Bioequivalence Studies» 
[10], включал повышенное содержание жиров, с общей 
калорийностью 800–1000 ккал (жиров 500–600 ккал, 
белков 150 ккал, углеводов 250 ккал).

В каждом периоде исследования у добровольцев 
проводился отбор 16 образцов крови по 6 мл: до приё-
ма исследуемого препарата, через 10 мин, 20 мин,  
30 мин, 40 мин, 50 мин, 1 ч, 1 ч 15 мин, 1 ч 30 мин, 2 ч, 
3 ч, 4 ч, 6 ч, 8 ч, 10 ч, 12 ч после приёма исследуемого 
препарата. Таким образом, было обеспечено более 3 
точек отбора проб на фазе абсорбции и не менее 5 на 
фазе элиминации действующего вещества. Общая 
продолжительность наблюдения за концентрацией 
XC221GI в организме добровольцев составила 12 ч 
(более 4 периодов полувыведения) [11, 12].

Количественное определение действующе-
го вещества препарата Атериксен® — XC221GI 
(1-[2-(1-Метилимидазол-4-ил)-этил]пергидроазин-
2,6-дион) в образцах плазмы крови проводилось мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с масс-спектрометрическим детектированием. Ме-
тодика была валидирована по следующим характе-
ристикам: селективность и специфичность, перенос 
пробы, нижний предел количественного определения, 
калибровочная кривая, точность, прецизионность, 
линейность отклика, эффект матрицы, стабильность. 
Методика валидирована в диапазоне концентраций 
1,00–400,00 нг/мл.

На основании полученных результатов измерения 
концентрации действующего вещества XC221GI в 
плазме крови добровольцев определяли и/или вычис-
ляли следующие фармакокинетические показатели: 
максимальная концентрация в плазме (Cmax); время 
достижения максимальной концентрации (tmax); пло-
щадь под фармакокинетической кривой «плазменная 
концентрация — время» от начального момента вре-
мени до последней определяемой концентрации во 
временной точке t (AUC(0-t)); площадь под фармако-
кинетической кривой «плазменная концентрация — 
время» от начального момента времени до бесконеч-
ности (AUC(0-∞)); период полувыведения (t1/2); среднее 
время удержания препарата в плазме (MRT); константа 
скорости элиминации (Kel); кажущийся объём распре-
деления (Vd); отношение максимальной концентрации 
к площади под кривой «плазменная концентрация — 
время» за время наблюдения (Cmax/AUC(0-t)); отно-
шение площади под кривой «плазменная концен-
трация — время» за время наблюдения к расчётной 
площади под кривой «плазменная концентрация — 
время» от нуля до бесконечности (AUC(0-t)/AUC(0-∞)); 
 f ′ — относительная биодоступность (AUC(0-t)(fed)/
AUC(0-t)(fasting)); f ′′ — относительная скорость абсорбции 
(Cmax(fed)/Cmax(fasting)).
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Рис. 1. Схема дизайна исследования
Fig. 1. Study design diagram
Примечания: А — приём препарата натощак; В — приём препарата после еды; ИП — исследуемый 
препарат.  
Notes: A — drug administration under fasting conditions; B — drug administration under fed conditions; 
ИП — study drug.

Для расчётов всех вышеуказанных параметров ис-
пользовалось фактическое время получения образцов. 
Вывод о влиянии приёма пищи на биодоступность 
исследуемого препарата основывался на показателях 
Cmax, AUC(0-t) и AUC(0-∞). Остальные фармакокинетиче-
ские параметры приведены в описательном виде, без 
дополнительной интерпретации. Для оценки влияния 
приёма пищи на биодоступность использовался метод, 
основанный на расчёте двусторонних доверительных 

интервалов (ДИ) для отношения средних геометри-
ческих значений анализируемых параметров (Cmax, 
AUC(0-t), AUC(0-∞)) препарата Атериксен® при приёме 
натощак (терапия А, fasting) и после еды (терапия В, 
fed). В соответствии с руководством FDA [10], вывод об 
отсутствии влияния приёма пищи на биодоступность 
препарата Атериксен® делали, если 90 % ДИ для от-
ношения fed/fasting геометрических средних значений 
AUC

(0-t)
 и Cmax находился в пределах 80–125 %.
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Безопасность сравниваемых препаратов оценивали 
по следующим параметрам: нежелательные явления 
(НЯ) и серьёзные нежелательные явления (СНЯ); из-
менения данных осмотров и исследований (физикаль-
ный осмотр, основные жизненно важные показатели, 
лабораторные и инструментальные исследования). 
Переносимость оценивали по доле добровольцев, до-
срочно прекративших участие в исследовании из-за 
возникновения НЯ/СНЯ. 

Статистический анализ проводился в предполо-
жении о логнормальном распределении параметров 
AUC и Cmax и нормальном распределении остальных 
параметров за исключением tmax. В предположении 
о логнормальном распределении сравнение средних 
значений параметров для fed (терапия В, приём после 
еды) и fasting (терапия А, приём натощак) проводилось 
на основе мультипликативной модели, а ДИ построены 
для отношений соответствующих средних значений. 
После проведения логарифмического преобразования 
эти показатели анализировались с помощью диспер-
сионного анализа (ANOVA; параметрический метод).

Статистическая модель дисперсионного анализа 
включала следующие факторы, вносящие вклад в 
наблюдаемую вариацию данных. При проведении 
анализа после этапа I оценивалась последовательность 
+ период + препарат + субъект (последовательность). 
Дисперсионный анализ использовался для проверки 
гипотез о статистической значимости вклада каж-
дого из указанных факторов в наблюдаемую вариа-
бельность. Полученная с помощью дисперсионного 
анализа оценка остаточной вариации применялась 
при расчёте ДИ для отношения средних значений 
основных фармакокинетических параметров. Ста-
тистический анализ параметра tmax выполнен с по-

мощью непараметрического дисперсионного анализа 
(ANOVA) (критерий Манна–Уитни). 

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Все рандомизированные добровольцы завершили 
исследование полностью в соответствии с утверждён-
ным протоколом исследования.

После получения фармакокинетических данных 
на первом этапе был проведён промежуточный анализ 
данных, по результатам которого необходимость в про-
ведении второго этапа была признана нецелесообразной.

Усреднённые профили фармакокинетических кри-
вых ХС221GI при приёме исследуемого препарата нато-
щак и после приёма пищи имели близкие формы (рис. 2).

Средние значения основных и дополнительных 
фармакокинетических параметров ХС221GI после 
приёма исследуемого препарата натощак и после еды 
представлены в табл. 1.

Доверительные интервалы для отношений средних 
геометрических значений (натощак и после при-
ёма пищи) AUC(0-t), Cmax и AUC(0-∞) для XC221GI со-
ставили 93,8–113,83; 83,09–109,53 и 93,72–113,69, 
соответственно. Все показатели для действующего 
вещества соответствовали пределам эквивалентности 
80,00–125,00 %. 

Необходимо однако отметить небольшое по абсо-
лютной величине, но статистически значимое различие 
по времени достижения максимальной концентрации 
исследуемого вещества, свидетельствующее о способ-
ности пищи незначительно замедлять всасывание 
препарата. При выполнении дисперсионного анализа 
фармакокинетического параметра AUC(0-∞), AUC(0-t) 

и Cmax (логарифмически преобразованные данные) 

Рис. 2. Усреднённые (среднее по варианту приёма) фармакокинетические профили концентраций XC221GI в 
плазме крови добровольцев при приёме исследуемого препарата натощак (A) и после еды (B) в линейных коорди-
натах (слева) и в полулогарифмических координатах (справа)
Fig. 2. Averaged pharmacokinetic profiles of XC221GI concentrations in the blood plasma of volunteers after an oral dose of 
the study drug under fasting (A) or fed conditions (B) in linear coordinates (left) and in semi-logarithmic coordinates (right)
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было установлено, что для исследуемого вещества 
единственным фактором, вносящим значимый вклад 
в наблюдаемую вариабельность данных, являлись 
«Испытуемые» (p < 0,001); вклад остальных факторов 
являлся статистически незначимым. 

На протяжении всего исследования у 2 доброволь-
цев после приёма пищи были зарегистрированы НЯ, 
их частота составила 8,33 % (2/24). В клиническом 
анализе крови обоих добровольцев определялось 
снижение показателя гематокрита и концентрации 

гемоглобина, также было зафиксировано снижение 
числа эритроцитов у одного (4,17 %) из добровольцев. 
Не наблюдалось отклонений от нормы по результатам 
физикального осмотра, при оценке основных жиз-
ненно важных показателей, биохимического анализа 
крови, общего анализа мочи и ЭКГ. После перораль-
ного приёма исследуемого препарата натощак НЯ не 
регистрировалось. Все выявленные НЯ имели лёгкую 
степень тяжести. С учётом того, что каждый добро-
волец за всё время исследования при сдаче образцов 
потерял около 330 мл крови, связь выявленных НЯ с 
исследуемым препаратом, по мнению главного иссле-
дователя, была расценена как сомнительная. СНЯ в 
ходе проведения исследования и после его завершения 
не отмечалось. Все рандомизированные добровольцы 
завершили исследование полностью в соответствии 
с утверждённым протоколом исследования, что сви-
детельствует о хорошей переносимости препарата.

Обсуждение / Discussion

Известно, что приём пищи может оказывать влия-
ние на биодоступность, безопасность и эффективность 
лекарственных препаратов. Помимо фармакодина-
мического взаимодействия пищи и лекарственного 
препарата, ярким примером которого может служить 
тираминовый («сырный») синдром, возможны фар-
макокинетические взаимодействия за счёт ингиби-
рования системы цитохромов, а также конкурентное 
взаимодействия молекул на уровне мембранных и/или 
плазменных белков-переносчиков. Помимо этого, 
приём пищи может уменьшать эффективную площадь 
всасывания, изменять pH в просвете желудка и/или 
двенадцатиперстной кишке, влиять на растворимость 
лекарственного препарата, тем самым ускоряя либо 
замедляя его абсорбцию [13]. При выборе режима 
дозирования и обоснования его безопасности оценка 
влияния приёма пищи имеет первостепенное значе-
ние. Проведённое исследование показало отсутствие 
влияния фактора приёма пищи на биодоступность 
препарата Атериксен®, таблетки, 100 мг, а также хо-
рошую переносимость и безопасность исследуемого 
препарата при однократном приёме в дозе 100 мг.

Заключение / Conclusion

В ходе исследования была проведена оценка фар-
макокинетических параметров лекарственного пре-
парата Атериксен®, таблетки, 100 мг после его одно-
кратного приёма натощак и после приёма пищи. Так 
как 90 % ДИ для отношений средних геометрических 
значений AUC(0-t), AUC(0-∞) и Cmax соответствовали 
пределам эквивалентности 80,00–125,00 %, был сделан 
вывод о том, что фактор приёма пищи не влияет на 
экспозицию препарата. В ходе исследования препарат 
хорошо переносился, все добровольцы завершили ис-
следование согласно протоколу. У двух добровольцев 

Таблица 1

Фармакокинетические параметры ХС221GI после приёма 
исследуемого препарата в дозе 100 мг натощак и после еды

Table 1

Pharmacokinetic parameters of XC221GI after a 100-mg oral 
dose under fasting or fed conditions

Фармакокинетический
параметр

Приём натощак Приём после еды

M SD M SD

Cmax, нг/мл 408,98 258,13 350,41 210,78

tmax, ч 0,61 0,27 0,94 0,53

AUC(0-t), нг×ч/мл 776,95 439,47 751,37 448,38

AUC(0-∞), нг×ч/мл 780,56 440,00 754,89 449,57

AUC(0-t)/ AUC(0-∞), % 99,41 0,40 99,48 0,30

Cmax /AUC(0-t), ч
–1 0,5260 0,1237 0,4806 0,1200

Kel (λz), ч–1 0,59296 0,06054 0,63434 0,08695

t1/2, ч 1,18 0,13 1,11 0,17

MRT, ч 2,06 0,29 2,22 0,17

Vd, л 294,88 180,11 266,05 123,35

Примечания: М — среднее арифметическое значение; SD — cредне-
квадратическое отклонение; Cmax — максимальная концентрация в 
плазме; tmax — время достижения максимальной концентрации; 
AUC(0-t) — площадь под фармакокинетической кривой «плазменная 
концентрация — время» от начального момента времени до послед-
ней определяемой концентрации во временной точке t; AUC(0-∞) —  
площадь под фармакокинетической кривой «плазменная концен-
трация — время» от начального момента времени до бесконечности; 
AUC(0-t)/AUC(0-∞) — отношение площади под кривой «плазменная 
концентрация — время» за время наблюдения к расчётной площади 
под кривой «плазменная концентрация — время» от нуля до беско-
нечности; Cmax/AUC(0-t) — отношение максимальной концентрации 
к площади под кривой «плазменная концентрация — время» за вре-
мя наблюдения; t1/2 — период полувыведения; MRT — среднее время 
удержания препарата в плазме; Kel — константа скорости элимина-
ции (Lambda z); Vd — кажущийся объём распределения.
Notes: M — arithmetic mean; SD – standard deviation; C

max
 — maximum 

plasma concentration; tmax — time until Cmax is reached ; AUC(0-t) — area 
under the plasma concentration curve from administration to last observed 
concentration at time t; AUC(0-∞) — area under the plasma concentration 
curve extrapolated to infinite time; AUC(0-t)/AUC(0-∞) — the ratio of the area 
under the plasma concentration-time curve during the observation time to 
the calculated area under the plasma concentration extrapolated to infinite 
time; Cmax/AUC(0-t) — the ratio of the maximum concentration to the area 
under the plasma concentration-time curve during the observation period; 
t1/2 — plasma concentration half-life; MRT — mean residence time; Kel — 
elimination rate constant (Lambda z); Vd — apparent volume of distribution.   
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были зарегистрированы НЯ лёгкой степени тяжести, 
их связь с приёмом препарата была расценена как 
сомнительная. 
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Оценка перспективы использования модели  
гестационного сахарного диабета для поиска средств 

фармакологической коррекции нарушений  
у потомства крыс

© Соломина А. С., Родина А. В., Качалов К. С., Захаров А. Д., Дурнев А. Д.
ФГБНУ «НИИ Фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация  

Аннотация. Нарушение гомеостаза глюкозы в системе «мать–плацента–плод» при гестационном сахарном диабете (ГСД) ведёт к пре- и постнаталь-
ным отклонениям у потомства. Отсутствие общепризнанной модели ГСД осложняет поиск патогенетических средств предупреждения и коррекции 
отклонений у потомства. Одной из наиболее близких по причинам возникновения, механизмам развития и клинической картине представляется 
модель с использованием пищевой нагрузки (высококалорийной диеты) в комбинации с низкими дозами диабетогена стрептозотоцина (ВКД-СТЗ-
модель). Отсюда возникла задача по отработке и оценке пригодности ВКД-СТЗ-модели ГСД с целью регистрации отклонений у потомства и после-
дующим определением возможности их фармакологической коррекции. Объектом исследования служили крысы и плоды крыс. Моделирование 
ГСД предусматривало содержание крыс на высококалорийной диете (ВКД) в течение не менее 10 недель с последующим однократным введением 
низких доз стрептозотоцина (СТЗ) в первый день беременности. При ВКД в сочетании с СТЗ в дозе 25 мг/кг гипергликемия, характерная для ГСД, 
регистрируется менее чем у 40 % животных, что в дальнейшем не позволяет достоверно оценить нарушения антенатального и постнатального 
развития у потомства. Таким образом, использованная модель не перспективна для поиска средств фармакологической коррекции влияния ГСД 
на потомство. 

Ключевые слова: гестационный сахарный диабет; высококалорийная диета; стрептозотоцин; антенатальное развитие; крысы 
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Evaluating the prospects of using gestational diabetes mellitus model to find means of pharmacological correction  
of the disorders in rat offspring

© Anna S. Solomina, Anastasia V. Rodina, Kirill S. Kachalov, Aleksei D. Zakharov, Andrey D. Durnev

FSBI "Research Zakusov Institue of Pharmacology", Moscow, Russian Federation

Abstract. Imbalance of glucose homeostasis in the mother-placenta-fetus system in case of gestational diabetes mellitus (GDM) leads to pre- and postnatal 
abnormalities in offspring. Lack of universally recognized GDM-model complicates the search for pathogenetic means to prevent and correct abnormalities 
in offspring. A model using food load (high-calorie diet) in combination with low doses of diabetogen streptozotocin (HCD-STZ model) seems to be one of 
the closest in causes, mechanisms of development and clinical findings. Hence, the aim was to work out and assess the suitability of HCD-STZ model of GDM 
in order to register abnormalities in the offspring and determine the possibility of their pharmacological correction. Rats and its fetuses were the objects 
of the study. Modeling of GDM involved keeping rats on a high-calorie diet (NCD) for at least 10 weeks followed by a single injection of low-dose STZ on 
the first day of gestation. The hyperglycemia characteristic of GDM is recorded in less than 40 % of animals in HCD group combined with streptozotocin at 
a dose of 25 mg/kg. This fact does not allow a reliable assessment of abnormalities of antenatal and postnatal development of offspring. Thus, the model 
used is not promising for finding means of pharmacological correction of the effect of GDM on offspring. 
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УДК 616.43

Введение / Introduction

Поддержанием гомеостаза глюкозы при беремен-
ности обеспечивается нормальное функционирование 
организма матери и развивающегося плода. Недоста-
точная секреция инсулина, вызванная адаптационными 
изменениями в организме женщины в период гестации 
и направленная на удовлетворения энергетических 
потребностей матери и плода, может приводить к раз-
витию гестационного сахарного диабета (ГСД). 

ГСД проявляется нарушением толерантности к 
глюкозе, при этом уровень глюкозы в крови может 
находится в пределах нормы или повышаться уме-
ренно [1]. 

Последствия ГСД многообразны. Со стороны ма-
теринского организма они проявляются патологиями 
родовой деятельности, повышенным риском развития 
сахарного диабета 2 типа (СД2), заболеваний сердечно-
сосудистой и выделительной системы [2]. У потомства в 
пренатальном периоде на фоне ГСД выявляют дистресс 
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плода, дистоцию, эмбриофетопатию, фетопатию, мёрт-
ворождение. При рождении у детей от матерей с ГСД 
регистрируют макросомию, респираторный дистресс-
синдром, гипогликемию, гипокальцемию, недоношен-
ность [3, 4]. У детей в возрасте 1–2 лет наблюдаются 
снижение интеллектуального развития, расстройства 
аутистического спектра, синдром дефицита внимания 
и гиперактивности [5–8]. Отсроченные последствия 
ГСД у взрослого потомства проявляются ожирением, 
сахарным диабетом 2 типа, сердечно-сосудистыми 
патологиями и ранее указанными неврологическими 
нарушениями, существенно нарушая качество жизни 
и приводя к инвалидизации [9]. Таким образом, спектр 
выявляемых нарушений со стороны материнского ор-
ганизма и у потомства актуализирует необходимость 
поиска, исследования и подбора эффективных фар-
макологических корректоров.

ГСД возникает спонтанно, его патогенез малоиз-
учен. Существует интерес к созданию эксперименталь-
ных моделей ГСД [10], однако общепризнанной и обще-
употребимой модели на данный момент не существует, 
что осложняет поиск патогенетических средств лечения 
и предупреждения пре- и постнатальных отклонений у 
потомства, возникающих вследствие ГСД. Важнейшим 
критерием адекватности модели является её схожесть 
по этиологии, патогенезу и клиническим проявлениям. 
По отдельным данным научной литературы, такими 
характеристиками обладает модель с использованием 
пищевой нагрузки, сочетающая в себе содержание 
грызунов на высококалорийной диете (ВКД) и вве-
дение низких доз диабетогена стрептозотоцина (СТЗ) 
(ВКД-СТЗ-модель) [11, 12].

Целью данного исследования явилась оценка при-
годности ВКД-СТЗ-модели ГСД для выявления пре- и 
постнатальных нарушений потомства и их фармако-
логической коррекции.

Материалы и методы / Materials and methods

Биологическая тест-система, содержание, уход. 
Эксперименты выполнены на самках крыс Wistar  
(n = 80), в возрасте 8–10 недель, массой 200–220 г., по-
ставленных из Филиал «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России. Содержание животных соответствовало 
правилам действующих нормативных документов в 
области надлежащей лабораторной практики [13–15]. 
Животные имели постоянный доступ к полнорацион-
ному экструдированному брикетированному корму 
и питьевой фильтрованной воде (фильтр Аквафор 
Кристалл Квадро [16], Россия).

Все манипуляции с животными были одобрены био-
этической Комиссией ФГБНУ «НИИ фармакологии имени 
В.В. Закусова». Адаптация крыс в лабораторном виварии 
осуществлялась в течение 5–7 дней до начала исследования, 
в период которой проводили ежедневный осмотр внешнего 
состояния животных и клинический осмотр до рандоми-
зации. Животных распределяли по группам, используя  

в качестве критерия массу тела, так, чтобы индиви-
дуальное значение массы не отклонялось от среднего 
значения в пределах одного пола более чем на 10 %. 

При проведении экспериментов на животных были 
приняты меры, позволяющие избежать излишних 
физических страданий или повреждений. Эвтаназию 
осуществляли методами декапитации.

Моделирование ВКД-СТЗ гестационного диабета. 
Крыс содержали не менее 10 недель на высококало-
рийной диете (ВКД) с 57 % жиров и 12 % углеводов 
в рационе [17, 18]. Массу, потребление корма и воды 
фиксировали еженедельно на протяжении 10 недель. 
Крысы контрольной группы в эти же сроки потребляли 
полнорационный комбикорм. Через 2 месяца ВКД 
самок спаривали с интактными самцами, и в первый 
день беременности (ДБ) однократно внутрибрюшин-
но вводили цитратный буфер (t = 4 °C, pH = 4,5) или 
стрептозотоцин (СТЗ) (cat. # S0130-100MG, Sigma) в 
цитратном буфере (t = 4 °C, pH = 4,5) в дозах 20 мг/кг 
или 25 мг/кг, распределяя крыс по 4 группам: 

1. Контрольная (n = 12): стандартный полнора-
ционный корм, цитратный буфер внутрибрюшинно 
однократно; 

2. Опытная 1 «ВКД» (n = 9): ВКД не менее 10 не-
дель, цитратный буфер внутрибрюшинно однократно; 

3. Опытная 2 «ВКД+СТЗ 20» (n = 11): ВКД не менее 
10 недель, СТЗ 20 мг/кг внутрибрюшинно однократно; 

4. Опытная 3 «ВКД+СТЗ 25» (n = 11): ВКД не менее 
10 недель, СТЗ 25 мг/кг внутрибрюшинно однократно.

Выбор доз СТЗ проводили в соответствии с дан-
ными литературы, согласно которым его введение в 
сочетании с ВКД в дозе ниже 20 мг/кг не вызывает 
гипергликемии, а дозе 30 мг/кг уже приводит к гибели 
беременных крыс [11]. 

Схема исследования по отработке модели ВКД-СТЗ 
ГСД представлена на рис. 1.

Критерием развития ГСД являлся уровень глюкозы 
в крови в диапазоне 6,7–16,7 ммоль/л.

Потребление кормы и воды. Определяли суммарно по 
группе (клетке) еженедельно до спаривания: накануне 
регистрировали исходную массу корма и объём воды, 
через сутки взвешивали оставшийся в кормушке корм 
и измеряли объём выпитой воды.

Масса тела. Регистрировали еженедельно до спа-
ривания и на протяжении всей беременности (1-й, 
7-й, 14-й и 20-й ДБ).

Измерение глюкозы. Измеряли в венозной крови 
натощак при помощи глюкометра One Touch Select 
Plus Flex («ЛайфСкан Юроп ГмбХ», Швейцария [19]) 
ежемесячно до спаривания и на 20-й ДБ. 

Регистрация беременности у крыс. Во второй по-
ловине дня к каждому самцу подсаживали по 2 сам-
ки. На следующий день у самок специальной петлей 
брали соскоб из влагалища, наносили содержимое на 
предметное стекло в каплю воды и исследовали при 
увеличении ×10. День обнаружения сперматозоидов 
в мазке принимали за первый ДБ.
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Пероральный глюкозотолерантный тест (ПГТТ). 
Выполняли на 20-й ДБ в первой половине дня после 
12-часового голодания. Образцы венозной крови от-
бирали в точках 0, 45, 90 и 120 минут после введения. 
Раствор D-глюкозы (ДиаэМ, Россия [20]) вводили 
перорально однократно в дозе 2 г/кг сразу после за-
бора в 0 точке. Уровень глюкозы в венозной крови 
измеряли при помощи глюкометра One Touch Select 
Plus Flex («ЛайфСкан Юроп ГмбХ», Швейцария [19]).

Оценка антенатального развития. На 20-й ДБ самок 
подвергали эвтаназии и некропсии. Количество желтых 
тел беременности в яичниках подсчитывали с помощью 
лупы и тонкой иглы. После вскрытия матки определяли 
число живых, мёртвых, резорбированных плодов, коли-
чество мест имплантаций. Вычисляли показатель пред- и 
постимплантационной гибели эмбрионов. Живые плоды 
подвергали внешнему макроскопическому осмотру с 
помощью лупы от головы к хвосту. Фиксировали кра-
нио-каудальный размер (см) и массу тела плодов (г).

Статистический анализ данных. Проводили со-
гласно Руководству по проведению доклинических ис-
следований лекарственных средств [21]. Нормальность 
распределения данных проверяли с использованием 
критерия Шапиро–Уилкса. В случае не Гауссовского 
распределения данных применяли ранговый критерий 
Манна–Уитни и Краскела–Уоллиса для оценки раз-

ностей между. При сравнении частотных показателей 
зависимых выборок применяли точный критерий Фи-
шера. Различия между группами считали статистически 
значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение / Results and Discussion

При содержании на ВКД у крыс выявлены значи-
мые различия по потреблению корма (табл. 1). Крысы 
опытной группы потребляли значимо больше корма 
на 2- и 10-й неделях диеты, в остальные сроки, с 3-й 
по 9-ю недели, крысы опытной группы ели досто-
верно меньше корма в сравнении с контрольными, 
что связано с его повышенной пищевой ценностью. 
Суммарное потребление высококалорийного корма 
крысами опытной группы было значимо меньше ре-
гистрируемого в контрольной группе (рис. 2).

Наблюдение за потреблением воды позволило 
установить достоверные различия между контроль-
ной и опытной ВКД группами крыс (табл. 2). Самки, 
содержащиеся на ВКД, пили значимо больше воды в 
сравнении с контрольными практически на всех сро-
ках регистрации, за исключением 4-й недели. Среднее 
суточное количество потребляемой воды у ВКД-крыс 
было достоверно выше наблюдаемого у контрольных 
(рис. 3).

Рис. 1. Схема эксперимента по отработке модели ВКД-СТЗ ГСД
Fig. 1. The scheme of the experiment for testing the HCD-STZ GDM model 
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Таблица 1

Мониторинг суточного потребления корма самками крыс при 
высококалорийной диете (ВКД)

Table 1

Monitoring of daily feed intake by female rats with  
a high-calorie diet (NCD)

Группа
Контрольная группа /

полнорационный 
комбикорм

Опытная группа / 
ВКД /высококало-

рийный корм

n 20 60

Недели 
экспе-

римента

2 17,0 [16,4÷17,7] 19,7* [17,7÷21,7]

3 21,1 [20,5÷21,7] 20,0* [18,1÷21,2]

4 19,9 [18,2÷21,6] 16,7* [15,4÷18,0]

5 20,5 [19,8÷22,1] 21,9 [18,3÷24,3]

6 18,5 [17,6÷19,4] 16,9* [15,2÷18,1]

7 16,1 [15,4÷17,9] 14,9* [13,7÷17,4]

8 16,4 [15,8÷18,0] 14,0* [13,2÷15,2]

9 14,9 [14,1÷15,7] 12,1* [11,0÷14,3]

10 11,5 [10,8÷11,8] 13,1*[11,8÷14,6]

Примечания: данные представлены в виде медиан групп и 25 % и  
75 % квартилей; * — статистически значимые различия при р < 0,05 
по сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни);  
n — число животных в группе.
Notes: the data are presented in the form of median groups and 25 % and 75 % 
quartiles; * — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the 
control group (Mann–Whitney test); n — the number of animals in the group.

Рис. 2. Среднее суточное потребление корма с 1-й по 10-ю 
недели содержания крыс на высококалорийной диете
Fig. 2. Average daily feed intake from 1 to 10 weeks of keeping 
rats on a high-calorie diet 
Примечание: * — статистически значимые различия при р < 0,05 по 
сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни).
Note: * — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the 
control group (Mann–Whitney test).

Таблица 2

Мониторинг суточного потребления воды самками крыс при 
высококалорийной диете (ВКД)

 Table 2

Monitoring of daily water intake by female rats with  
a high-calorie diet (NCD)

Группа
Контрольная группа /

полнорационный 
комбикорм

Опытная группа /
ВКД /высококало-

рийный корм

n 20 60

Недели  
экспери-

мента

2 28,0 [27,2÷30,8] 32,8* [31,4÷34,9]

3 40,0 [38,7÷41,2] 44,6* [41,1÷7,6]

4 40,3 [34,5÷43,9] 40,9 [38,8÷44,1]

5 36,1 [34,7÷36,5] 40,7* [33,9÷42,7]

6 34,7 [33,6÷36,0] 42,7* [37,6÷46,9]

7 32,2 [29,7÷35,1] 36,8* [31,8÷40,7]

8 35,7 [34,8÷38,4] 40,5* [37,0÷43,0]

9 33,3 [32,4÷35,7] 32,7 [29,8÷37,2]

10 29,5 [28,5÷31,4] 35,2* [32,2÷38,5]

Примечания: данные представлены в виде медиан групп и 25 % и 
75 % квартилей; * — статистически значимые различия при р < 0,05 
по сравнению с контрольной группой (критерий Манна-Уитни);  
n — число животных в группе.
Notes: the data are presented as medians of groups and 25 % and 75 % 
quartiles; * — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the 
control group (Mann-Whitney test); n — the number of animals in the group.

Рис. 3. Среднее суточное потребление воды с 1-й по 10-ю 
недели содержания крыс на высококалорийной диете 
(ВКД)
Fig. 3. Average daily water intake from 1 to 10 weeks of 
keeping rats on a high-calorie diet (NCD)
Примечание: * — статистически значимые различия при р < 0,05 по 
сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни).
Note: * — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the 
control group (Mann–Whitney test).
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Данные по приросту массы тела самок крыс отраже-
ны в табл. 3. Потребление самками высококалорийного 
корма привело к достоверному увеличению прироста 
массы тела как на отдельных этапах наблюдения, так 
и суммарного прироста с 1-й по 6-ю недели и с 1-й 
по 10-ю недели ВКД по сравнению с контрольной 
группой (рис. 4).

В табл. 4 представлены результаты измерения кон-
центрации глюкозы в венозной крови крыс. Уровень 
глюкозы в крови у крыс опытной группы в конце перво-
го месяца ВКД значимо не отличался от контроль-
ной группы. Однако в конце второго месяца диеты у 
ВКД-крыс зафиксировано достоверное увеличение 
содержания глюкозы в венозной крови по сравнению 
со значениями контрольной группы (табл. 4). 

После содержания крыс на ВКД в течение 2 месяцев 
самок крыс спаривали с интактными самцами. Бере-
менных распределяли в 4 экспериментальные группы. 
Контрольной и опытной ВКД-группе в 1-й ДБ вводи-
ли однократно внутрибрюшинно цитратный буфер. 
Опытным группам ВКД+СТЗ 20 и ВКД+СТЗ 25 в 1-й 
ДБ вводили однократно внутрибрюшинно СТЗ в дозах  
20 мг/кг или 25 мг/кг, соответственно. Животных опытных 
групп продолжали содержать на ВКД до момента забора 
биоматериала на 20-й ДБ, контрольная группа в эти же 
сроки потребляла стандартный полнорационный корм.

Прирост массы тела беременных крыс представлен в 
табл. 5. У ВКД-крыс прирост массы тела в отдельные пе-
риоды наблюдения и суммарный прирост значимо не от-
личался от контрольной группы. В группе ВКД+СТЗ 20 
отмечено достоверное увеличение массы  с 7-й по 14-й 
и с 1-й по 20-й ДБ. У крыс ВКД+СТЗ 25 значимое 
повышение прироста массы тела установлено только 
с 7-й по 14-й ДБ. Показатель суммарного прироста 
массы крыс этой группы был выше наблюдаемого в 
контрольной, однако не был статистически значимым.

На 20-й ДБ уровень глюкозы, характерный для ГСД, 
отмечен у 11 % животных из группы, содержащейся на 
ВКД (1 крыса из 9), у 17 % крыс группы ВКД+СТЗ 20  
(2 крысы из 12) и у 40 % крыс из группы ВКД+СТЗ 25  
(4 крысы из 10) (рис. 5). Следует отметить, что со-
держание глюкозы в крови у беременных из группы 
ВКД+СТЗ 25 составило в среднем 14,7 ммоль/л (рис. 6), 

Рис. 4. Прирост массы тела в течение содержания крыс на высококалорий-
ной диете (ВКД)
Fig. 4. Body weight gain during the maintenance of rats on a high-calorie diet (NCD)
Примечание: * — статистически значимые различия при р < 0,05 по сравнению с контрольной 
группой (критерий Манна–Уитни).
Note: * — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the control group (Mann–Whitney test).

Таблица 3
Еженедельный прирост массы самок крыс при 

высококалорийной диете (ВКД)
 Table 3

Monitoring of daily water intake by female rats with  
a high-calorie diet (NCD)

Группа
Контрольная 

группа /полнораци-
онный комбикорм

Опытная группа /
ВКД /высококалорий-

ный корм

n 20 60

Недели  
экспе-

римента

0-1 18,0 13,0÷20,5] 24,0* [17,5÷30,0]

1–2 8,0 [6,0÷10,5] 9,0 [5,5÷14,0]

2–3 11,0 [7,0÷16,0] 11,5 [8,0÷15,5]

3–4 11,5 [8,5÷14,5] 10,0 [6,5÷16,0]

4–5 7,0 [2,5÷8,5] 8,5* [5,0÷12,0]

5–6 7,5 [4,5÷10,5] 8,0 [4,5÷12,0]

6–7 2,0 [0,5÷4,5] 6,0* [2,5÷10,0]

7–8 5,0 [2,5÷6,5] 5,0 [2,0÷7,0]

8–9 4,0 [2,0÷6,0] 4,0 [2,0÷7,0]

9–10 1,5 [0,0÷4,5] 3,0 [1,5÷7,0]

0–10 70,0 [63,0÷87,0] 90,5* [74,0÷108,0]

Примечания: данные представлены в виде медиан групп и 25  % и 
75 % квартилей; * — статистически значимые различия при р < 0,05 
по сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни);  
n — число животных в группе.
Notes: the data are presented as medians of groups and 25 % and 75 % quartiles; 
* — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the control 
group (Mann–Whitney test); n — the number of animals in the group.
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Таблица 4

Результаты измерения глюкозы в пробе крови самок (ммоль/л)

Table 4

Results of glucose measurement in the blood sample of females 
(mmol/l)

Группа n
Месяц эксперимента

1 2

Контрольная группа / 
полнорационный 
комбикорм

20 5,4 
[4,9÷5,7]

5,8 
[5,2÷6,4]

Опытная группа / ВКД /
высококалорийный корм 60 5,4 

[4,9÷5,8]
6,7* 

[6,3÷7,0]

Примечания: данные представлены в виде медиан групп и 25  % и 
75 % квартилей; * — статистически значимые различия при р < 0,05 
по сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни);  
n — число животных в группе.
Notes: the data are presented as medians of groups and 25 % and 75 % quartiles; 
* — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the control group 
(Mann–Whitney test); n — the number of animals in the group.

Таблица 5

Прирост массы беременных крыс в ВКД-СТЗ модели

Table 5

Weight gain of pregnant rats in the HCD-STZ model

Группа n
Дни беременности

1–7 7–14 14–20 14–20

Контрольная группа / полнорационный 
комбикорм 13 10,6 

[10,6÷11,0]
14,9 

[7,0÷14,9]
44,2 

[31,0÷57,5]
69,7 

[59,0÷83,0]

Опытная группа / ВКД /
высококалорийный корм 9 18,0 

[17,0÷21,0]
19,1 

[16,0÷25,0]
35,4 

[32,0÷37,0]
80,5 

[70,0÷87,1]

Опытная группа / ВКД+СТЗ 20 / 
высококалорийный корм, СТЗ 20 мг/кг 12 13,5 

[8,5÷14,5]
32,3* 

[29,0÷39,0]
42,9 

[32,4÷53,0]
88,5* 

[83,0÷107,0]

Опытная группа / ВКД+СТЗ 25 /
высококалорийный корм, СТЗ 25 мг/кг 10 10,8 

[0,0÷16,0]
29,8* 

[26,0÷35,0]
32,3 

[12,0÷48,0]
86,0 

[52,0÷94,0]

Примечания: данные представлены в виде медиан групп и 25  % и 75  % квартилей; * — статистически значимые различия при р  <  0,05 по 
сравнению с контрольной группой (критерий Краскела–Уоллиса); n — число животных в группе.
Notes: the data are presented as medians of groups and 25 % and 75 % quartiles; * — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the 
control group (Kraskel–Wallis test); n — the number of animals in the group.

Рис. 5. Количество самок с уровнем глюкозы в кро-
ви, характерным при гестационном сахарном диабете 
(ГСД)  
Fig. 5. The number of females with blood glucose levels 
characteristic of gestational diabetes mellitus (GDM)

Рис. 6. Данные перорального глюкозотолерантного те-
ста (ПГТТ) на 20-й день беременности (ДБ)
Fig. 6. Data of the oral glucose tolerance test (OGTT) on the 
20th day of pregnancy (DP)
Примечание: * — статистически значимые различия при р < 0,05 по 
сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни).
Note: * — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the 
control group (Mann–Whitney test).
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что характерно для тяжёлой степени диабета и суще-
ственно превышает показатели глюкозы при ГСД [16], 
которые могут быть в пределах нормы или повышаться 
умеренно. 

В связи с низким числом животных с гипергликеми-
ей, характерной для ГСД, которое составило менее 40 %, 
не представилось возможным оценить постнатальное 
развитие потомства. Ниже представлены данные по 
ПГТТ и антенатальному развитию плодов от крыс из 
группы ВКД+СТЗ 25.

Результаты ПГТТ крыс группы ВКД+СТЗ 25 пред-
ставлены на рис. 6 и характеризовались нарушением 
толерантности к глюкозе у этих животных.

Параметры антенатального развития потомства от 
4 крыс в ВКД-СТЗ модели отражены в табл. 6 и 7. Со-
держание крыс на ВКД с последующим однократным 
введением стрептозотоцина в дозе 25 мг/кг не влияло на 
показатели спонтанной пред- и постимплантационной 
гибели эмбрионов, определяемой на основании подсчё-
та числа жёлтых тел, мест имплантаций, живых плодов. 

Различий в кранио-каудальных размерах плодов от 
крыс опытной группы не зафиксировано, однако выяв-
лено значимое снижение массы тела у плодов мужского 

пола по сравнению с контрольной группой. Негатив-
ного влияния на параметры эмбрионального развития 
не установлено: плодные оболочки были правильно 
сформированы, амниотическая жидкость прозрачна, 
плацента полнокровна, без признаков склероза. При 
рассечении плодных оболочек и пересечении пуповины 
дыхание плодов становилось самостоятельным, кожные 
покровы были розового цвета. Поверхность кожи имела 
морщинистый, крупноскладчатый вид, спина была 
выпрямлена, глаза и уши закрыты. Однако важно от-
метить, что в связи с небольшой выборкой беременных 
крыс с гипергликемией (n = 4) сделать достоверное 
заключение по результатам эмбрионального развития 
плодов не представилось возможным.

Заключение / Conclusion

Таким образом, при содержании крыс на ВКД в 
течение не менее 10 недель с последующим однократ-
ным внутрибрюшинным введением стрептозотоцина в 
первый день беременности гипергликемия, характерная 
для ГСД, регистрируется менее чем у 40 % животных, 
что не позволяет достоверно оценить нарушения ан-

Таблица 6

Эмбриональное развитие плодов от ВКД-СТЗ крыс

Table 6

Embryonic development of fetuses from HCD-STZ rats

Группа
Число 

жёлтых тел на  
1 самку

Число мест 
имплантаций 

на 1 самку

Предимпланта- 
ционная гибель, 

%

Число 
живых плодов 

на 1 самку

Постимпланта-
ционная  

гибель, %

Контрольная группа /полнора-
ционный комбикорм

12,5 
[10,5÷13,5]

8,5 
[5,5÷11,5]

0,3 
[0,1÷,5]

6,5 
[4,0÷10,0]

0,2 
[0,1÷0,3]

Опытная группа /ВКД+СТЗ 25 /
высококалорийный корм, СТЗ 
25 мг/кг

11,0 
[11,0÷14,0]

10,0 
[10,0÷14,0]

0,1 
[0,0÷0,1]

10,0 
[5,0÷12,0]

0,1 
[0,0÷0,2]

Примечания: данные представлены в виде медиан групп и 25 % и 75 % квартилей; * — статистически значимые различия при р < 0,05 по 
сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни).
Notes: the data are presented in the form of medians of groups and 25 % and 75 % quartiles; * — statistically significant differences at p < 0.05 compared 
to the control group (Mann–Whitney criterion).

Таблица 7

Антенатальное развитие плодов от ВКД-СТЗ крыс

Table 7

Antenatal development of fetuses from HCD-STZ rats

Группа
Средняя масса плодов, г Средний размер плодов, мм

Самцы Самки Самцы Самки

Контрольная группа /полнорационный 
комбикорм

30,0 
[30,0÷30,0]

29,0 
[28,0÷30,0]

2,5 
[2,4÷2,7]

2,5 
[2,3÷2,6]

Опытная группа / ВКД+СТЗ 25 / высокока-
лорийный корм, СТЗ 25 мг/кг

29,0* 
[28,0÷29,0]

29,0 
[29,0÷29,0]

2,5 
[2,4÷2,6]

2,5 
[2,4÷2,7]

Примечания: данные представлены в виде медиан групп и 25  % и 75  % квартилей; * — статистически значимые различия при р  <  0,05 по 
сравнению с контрольной группой (критерий Манна–Уитни).
Notes: the data are presented as medians of groups and 25 % and 75 % quartiles; * — statistically significant differences at p < 0.05 compared to the 
control group (Mann–Whitney test).
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тенатального и постнатального развития потомства 
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25 мг/кг, соответствует тяжёлой степени диабета. Полу-
ченные результаты показывают, что ВКД-СТЗ модель не 
перспективна для поиска средств фармакологической 
коррекции влияния ГСД на потомство.
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Сочетание высокоуглеводной диеты  
и стрептозотоцина для моделирования  
сахарного диабета 2 типа у крыс Вистар

© Иванов С. В., Островская Р. У. 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Российская Федерация 

Аннотация. Актуальность. Для проведения доклинической оценки эффективности антидиабетических лекарственных средств необходимы 
модели, имитирующие патогенез и основные проявления сахарного диабета (СД) у человека. Стрептозотоциновая (СТЗ) модель, получившая наибо-
лее широкое распространение в эксперименте, не позволяет воспроизводить постадийное многофакторное развитие СД 2 типа. Цель. Разработать 
модель СД 2 типа с использованием высокоуглеводной диеты в сочетании с подпороговой дозой СТЗ у крыс Вистар, характеризующуюся гипер-
гликемией и инсулинорезистентностью. Методы. Животные контрольные группы (n = 20) получали в качестве питья воду, а экспериментальной 
группы (n = 20) — 10 % раствор фруктозы. Через 14 дней по 10 животным из каждой группы вводили СТЗ в дозе 35 мг/кг. Уровень глюкозы в крови 
определяли еженедельно. Для оценки инсулинорезистентности до и после введения СТЗ проводили тест толерантности к глюкозной нагрузке.  
Результаты. Установлено, что содержание крыс на высокоуглеводной диете в течение двух недель ведёт к нарушению толерантности к глюкозной 
нагрузке, что свидетельствует об инсулинорезистентности. Введение СТЗ в подпороговой дозе 35 мг/кг животным, находящимся на стандартной 
диете, вызывает повышение уроня гликемии до 13,2 ммоль/л, в то время как эта же доза СТЗ на фоне высокоуглеводной диеты вызывает повышение 
уровня гипергликемии до 22,9 ммоль/л и усиливает инсулинорезистентность. Заключение. Синергизм высокоугледодной диеты и низких доз СТЗ 
позволяет получить модель сахарного диабета 2 типа, воспроизводящую не только базальную гипергликемию, но и нарушение толерантности к 
глюкозе, что в более полной мере соответствует процессу развития СД 2 типа у человека. 
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Combination of a high-carbohydrate diet and streptozotocin for modeling type 2 diabetes in Wistar rats
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Abstract. Relevance. To conduct a preclinical evaluation of the effectiveness of antidiabetic drugs, models simulating the pathogenesis and main 
manifestations of diabetes mellitus (DM) in humans are needed. The streptozotocin (STZ) model, which has received the most widespread use in the 
experiment, does not allow reproducing the stepwise multifactorial development of type 2 diabetes. Goal. To develop a model of type 2 diabetes using a 
high-carbohydrate diet in combination with a subthreshold dose of STZ in Wistar rats, characterized by hyperglycemia and insulin resistance. Methods. The 
animals of the control group (n = 20) received water as a drink, and the experimental group (n = 20) received a 10 % solution of fructose. After 14 days, 10 
animals from each group were injected with STZ at a dose of 35 mg/kg. The blood glucose level was determined weekly. To assess insulin resistance, a oral 
glucose tolerance test was performed before and after the administration of STZ. Results. It was found that keeping rats on a high-carbohydrate diet for two 
weeks leads to a violation of glucose tolerance, which indicates insulin resistance. The introduction of STZ at a subthreshold dose of 35 mg/kg to animals 
on a standard diet causes an increase in the glycemic drop to 13.2 mmol/l, while the same dose of STZ against the background of a high-carbohydrate diet 
causes an increase in the level of hyperglycemia to 22.9 mmol/l and increases insulin resistance. Conclusion. The synergism of a high-carbohydrate diet and 
low doses of STZ makes it possible to obtain a model of type 2 diabetes mellitus that reproduces not only basal hyperglycemia, but also impaired glucose 
tolerance, which more fully corresponds to the process of developing type 2 diabetes in humans.
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Введение / Introduction

Неуклонный рост распространённости сахарного 
диабета (СД) является важнейшей медико-социаль-
ной проблемой большинства стран мира. По данным 
Международной федерации диабета (IDF), в 2021 году 
в мире насчитывалось 537 млн взрослых с диабетом с 
прогнозируемым увеличением до 693 млн к 2045 году в 
случае непринятия эффективных мер по профилактике 
и лечению заболевания. Согласно национальному 
регистру больных СД, в России ежегодно выявляется 

более 130 тысяч случаев данного заболевания; около 
6 миллионов россиян находятся в состоянии преди-
абета. Недостатки имеющихся антидиабетических 
препаратов обуславливают необходимость поиска 
новых средств для его лечения.

Известно, что доклиническое исследование эффек-
тивности антидиабетических лекарственных средств 
проводится на различных экспериментальных моделях 
СД, которые могут быть основаны на использовании 
генетически-модифицированных животных или вве-
дении диабетогенных токсинов. Среди второй группы 
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моделей наиболее распространённой является стреп-
тозотоциновая (CТЗ) модель. СТЗ — цитотоксический 
агент, избирательно поражающий панкреатические 
β-клетки, в результате чего отмечается снижение 
продукции инсулина и гипергликемия [1]. 

В зависимости от используемой дозы, СТЗ может 
вызывать частичную или полную гибель инсулиноци-
тов. Под действием высоких доз СТЗ (50–70 мг/кг) у 
крыс наблюдается до 90 % деструкции панкреатиче-
ских β-клеток, что соответствует экспериментальной 
модели СД 1 типа [2], в то время как инъекции более 
низких доз СТЗ (40–45 мг/кг), дробное многократное 
введение малых доз [3] или предшествующая защита 
поджелудочной железы никотинамидом вызыва-
ют умеренную гипергликемию при потере 40–50 % 
активных β-клеток, что может свидетельствовать о 
моделировании СД 2 типа [4]. Ранее нами отмеча-
лось сохранение 48 % жизнеспособных β-клеток в 
экспериментах на крысах при введении СТЗ в дозе 
45 мг/кг, вызывающей выраженную гипергликемию 
до 28,5 ммоль/л [5]. 

Известно, что развитие СД 2 типа носит фазовый 
характер. Инсулинорезистентность, обусловленная 
уменьшением числа рецепторов инсулина в жировой 
ткани и печени, а также нарушениями пострецептор-
ных взаимодействий в инсулинзависимых тканях, 
вызывает компенсаторное усиление секреции инсу-
лина, что на начальных стадиях развития СД обеспе-
чивает поддержание гликемии в пределах нормы или 
её незначительное повышение. Однако хроническая 
гиперинсулинемия вызывает десенситизацию рецеп-
торов клеток-мишеней и истощение панкреатических 
β-клеток, в результате чего на следующей стадии СД 
2 типа относительная инсулиновая недостаточность 
становится абсолютной, сопровождающаяся значи-
тельной гипергликемией [6]. 

Применение различных доз СТЗ не позволяет вос-
производить постадийное развитие СД 2 типа [7], в 
связи с чем становится очевидной необходимость раз-
работки экспериментальных моделей СД, способных 
вызывать не только абсолютную инсулиновую недо-
статочность, но и предшествующую ей инсулиноре-
зистентность, основной причиной развития которой 
является несбалансированное питание и ожирение.

Нарушение пищевого режима в эксперименте 
воспроизводится путём длительного содержания 
животных на диетах, обогащённых жирами и/или 
углеводами. Однако большая часть этих моделей вы-
зывают незначительную гипергликемию [8]. Как нами 
было показано ранее, 12-недельная высокожировая 
диета у крыс Вистар способствует формированию 
абдоминального ожирения, гиперхолестеринемии и 
предиабета с гликемией не более 7,0 ммоль/л, но не 
развитого СД 2 типа [9]. 

Учитывая широкую распространённость исполь-
зования фруктозы в качестве подсластителя [10], в 
настоящей работе для моделирования СД 2 типа у 

крыс, приближённого к соответствующей патологии 
человека, использовалась высокоуглеводная диета, 
основанная на замене питьевой воды 10 % раство-
ром фруктозы с последующим введением СТЗ в дозе 
35 мг/кг.

Цель исследования / The purpose of the study — уста-
новить, возможно ли в опытах на крысах, используя 
данную диету в сочетании с подпороговой дозой СТЗ, 
воспроизвести основные признаки СД 2 типа — ба-
зальную гипергликемию и нарушение толерантности 
к глюкозной нагрузке.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные / Animals. Эксперименты выполнены на 
взрослых крысах-самцах Вистар с исходной массой тела 
240–250 г, полученных из питомника Филиал «Стол-
бовая» Федерального государственного бюджетного 
учреждения науки «Научный центр биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологического 
агентства». Животные имели свободный доступ к 
корму, за исключением 18 ч, предшествующих введе-
нию СТЗ, и проведению теста толерантности к глю-
козе. Животные содержались в соответствии с ГОСТ 
33215-2014 при температуре 22±3 °C и 12-часовой 
длительности светового дня. Проведение эксперимен-
тов одобрено Комиссией по биомедицинской этике 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова» 
(протокол №3 от 05.09.2022 г.).

Вещества / Substances. Для моделирования высо-
коуглеводной диеты использовали кристаллическую 
D-фруктозу (ЛенРеактив, Россия). В качестве диа-
бетогенного токсина применяли СТЗ (Sigma Aldrich, 
США). Для проведения теста толерантности исполь-
зовали D-глюкозу (Sigma Aldrich, США). 

Дизайн эксперимента / Experiment design. Как сле-
дует из рис. 1, крысы (n = 40) были распределены 
случайным образом на две равные группы: в кон-
трольной группе (n = 20) животные в качестве питья 
получали воду, в группе экспериментальных животных 
(n = 20) вместо питьевой воды применялся 10 % рас-
твор фруктозы (399 ккал на 1 л). Животные получали 
стандартный полнорационный гранулировано-экс-
трудированный корм для грызунов «Профгрызун» 
(Россия). Через 14 дней каждая из двух групп была 
поделена на две подгруппы (по 10 крыс), одной из 
которых однократно вводили СТЗ в дозе 35 мг/кг, 
растворённый в холодном цитратном буфере (рН 4,5), 
другой — цитратный буфер. За 18 ч до введения СТЗ 
корм убирали, а раствор фруктозы заменяли питьевой 
водой.

Измерение уровня глюкозы в крови, взятой из 
хвостовой вены крыс, проводили с помощью глюко-
метра One Touch Select Plus Flex (LifeScan, Швейцария) 
до начала эксперимента и в 14-, 21-, 28-, 35- и 42-й 
дни. Учёт потребления корма проводили ежедневно, 
определение массы тела животных — еженедельно.
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Пероральный тест толерантности к глюкозе (ПТТГ). 
На 14-й день эксперимента проводили ПТТГ. За  
18 часов до проведения теста животным прекращали 
доступ к пище при свободном доступе к воде, при этом 
животным, находящимся на высокоуглеводной диете, 
раствор фруктозы заменяли водой. Глюкозу вводили 
перорально в дозе 3 г/кг. Образцы крови отбирали из 
хвостовой вены непосредственно перед (0), а также 
через 30, 60, 90 и 120 мин после введения глюкозы. 
Повторный ПТТГ проводили на 42-й день экспери-
мента. Эффективность теста оценивали путём расчёта 
площади под кривой (AUC) «концентрация–время».

Статистический анализ. Полученные результаты 
обрабатывали в программе Biostat 2007 (версия 3.9). 
Характер распределения полученных данных опреде-
ляли по критерию Шапиро–Уилка. В связи с наличием 
нормального распределения данных статистическую 
значимость различий между группами оценивали с по-
мощью ANOVA с последующим тестом Бонферрони. 
Рассчитывали среднее арифметическое значение (M) 
и стандартную ошибку среднего арифметического 
(SEМ). Различие средних показателей считалось до-
стоверным при р < 0,05.

Результаты / Results

1. Влияние высокоуглеводной диеты на базальный 
уровень гликемии, потребление корма и массу тела у 
здоровых животных. Установлено, что содержание крыс 
на высокоуглеводной диете, обусловленной заменой 
питьевой воды на 10 % раствор фруктозы, в течение 
14 дней вызывает незначительное повышение базаль-

ного уровня гликемии (рис. 2).  В дальнейшем такая 
диета способствует его поддержанию на уровне 8,5–9,0 
ммоль/л (табл. 1), что позволяет характеризовать дан-
ную модель как модель начальной стадии СД 2 типа. 

Замена питьевой воды 10 % раствором фруктозы 
не способствует набору массы тела животных. Жи-
вотные, получавшие воду, за первые две недели при-
бавили в массе в среднем 45,5±5,1 г, в то время как 
крысы, получавшие фруктозу — 14,9±6,1 г (p < 0,05). 

Рис. 1. Дизайн эксперимента
Fig. 1. Experiment design
Источник: Иванов С.В. и соавт., 2023 г.
Source: Ivanov SV et al., 2023

Рис. 2. Базальный уровень гликемии у крыс, находя-
щихся на высокоуглеводной диете (M±SEM)
Fig. 2. Basal glycemic level in rats on a high-carbohydrate 
diet (M±SEM)
Примечание: * — р < 0,05 по сравнению с контролем (вода).
Note: * — p < 0.05 compared to the control (water).
Источник: Иванов С.В. и соавт., 2023 г.
Source: Ivanov SV et al., 2023
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В дальнейшем этот разница увеличивалась, что может 
быть связано со сниженным потреблением корма: 
если крысы контрольной группы съедали в среднем 
25,2±0,7 г/крысу/сут корма, то крысы, получавшие 
фруктозу — 17,5±0,9 г/крысу/сут (p < 0,05). 

2. Влияние высокоуглеводной диеты на развитие 
стрептозотоцинового диабета. Введение животным 
на 15-й день эксперимента СТЗ в дозе 35 мг/кг вы-
зывает развитие гипергликемии, при этом базальный 
уровень глюкозы в крови у животных, предварительно 
находившихся на высокоуглеводной диете, был в  
1,7 раз выше такового в группе крыс, получавших воду 
(табл. 1). С развитием СД эта разница сокращалась, 
однако уровень гликемии у СТЗ животных, получав-
ших раствор фруктозы, был достоверно выше группы, 
в которой в качестве питья использовалась вода. 

Установлено, что животные обеих СТЗ групп зна-
чительно теряли в массе, что является характерным 
эффектом данного диабетогенного токсина. При-
рост массы за 6 недель эксперимента у животных, 
получивших СТЗ, был 6,2±3,6 г (стандартная диета) 
и -8,3±3,2 г (высокоуглеводная диета), тогда как у 
контрольных групп эта разница составила 110,7±8,1 г 
(стандартная диета) и 42,3±6,2 г (высокоуглеводная 
диета). Изменение массы животных соответствует 
динамике потребления корма: крысы, находящиеся 
на фруктозной диете, потребляли в среднем вдвое 
меньше корма, чем контрольные.

3. Влияние высокоуглеводной диеты на толерант-
ность к глюкозной нагрузке. Содержание крыс на 
высокоуглеводной диете способствует нарушению 
толерантности к глюкозе на 14-й день эксперимента: 
площадь под кривой глюкозной нагрузки достоверно 
выше таковой у контрольных животных (рис. 3), что 
говорит о развитии инсулинорезистентности. В те-
чение последующих недель инсулинорезистентность 
у животных, получавших фруктозу, незначительно 
увеличивается. 

Введение СТЗ также способствует нарушению 
толерантности к глюкозной нагрузке, при этом у 
животных, находящихся на высокоуглеводной дие-
те, площадь под кривой глюкозной нагрузки на 67 % 
больше, чем у животных, получавших воду (рис. 3). 
Гликемия выше 16 ммоль/л в сочетании с инсулино-
резистентностью позволяют охарактеризовать полу-
ченную модель как СД 2 типа [8].

Рис. 3. Влияние СТЗ на толерантность к глюкозе у крыс, 
находящихся на высокоуглеводной диете (M±SEM)
Fig. 3. The effect of STZ on glucose tolerance in rats on a 
high-carbohydrate diet (M±SEM)
Источник: Иванов С.В. и соавт., 2023 г.
Source: Ivanov SV et al., 2023

Примечания: * — р < 0,05 по сравнению с контролем (вода); ^ — р < 0,05 
по сравнению с контролем (вода); + — р < 0,01 по сравнению с кон-
тролем (вода) + СТЗ.
Notes: * — p < 0.05 compared to the control (water); ^ — p < 0.05 
compared to the control (water); + — p < 0.01 compared to the control 
(water) + STZ.

Таблица 1

Динамика базального уровня гликемии у крыс со стрептозотоцин-индуцированным СД, находящихся на высокоуглеводной 
диете (M±SEM)

Table 1

Dynamics of basal glycemic level in rats with streptozotocin-induced diabetes on a high-carbohydrate diet (M±SEM)

Группа
Уровень гликемии, ммоль/л (M±SEM) по дням эксперимента

21 28 35 42

Контроль (вода) 5,8±0,3 5,5±0,1 5,6±0,1 6,0±0,3

10 % р-р фруктозы 8,2±0,9* 8,5±1,4* 7,9±1,6* 8,6±1,5*

Контроль (вода) + СТЗ 13,2±1,3^ 15,1±2,1^ 14,0±1,8^ 13,3±2,3^

10 % р-р фруктозы + СТЗ 22,9±1,8+ 22,3±1,6+ 19,8±1,5+ 20,8±1,3+

Примечания: * — р < 0,05 по сравнению с контролем (вода); ^ — р < 0,01 по сравнению с контролем (вода); + — р < 0,05 по сравнению с 
контролем (вода) + СТЗ.
Notes: * — p < 0.05 compared to the control (water); ^ — p < 0.01 compared to the control (water); + — p < 0.05 compared to the control (water) + STZ.
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Обсуждение / Discussion

В данном исследовании показано влияние высоко-
углеводной диеты в сочетании с СТЗ в подпороговой 
дозе 35 мг/кг на развитие экспериментального СД  
2 типа. Выбор фруктозы в качестве вещества, вызыва-
ющего развитие гипергликемии и нарушение толерант-
ности к глюкозной нагрузке, обусловлен её широким 
распространением в качестве подсластителя [10] и 
биохимическими свойствами. Известно, что фрук-
тоза всасывается в системный кровоток посредством 
переносчиков GLUT2 и GLUT5 и метаболизируется в 
печени с образованием глюкозы, лактата, триглицери-
дов, свободных жирных кислот, мочевой кислоты [11]. 

Важно отметить, что метаболизм фруктозы в значи-
тельной степени отличается от метаболизма глюкозы, 
поскольку основные ферменты, участвующие в окис-
лении фруктозы, — кетогексокиназа и альдолаза — 
не ингибируются инсулином и продуктами реакций — 
глицеральдегид-3-фосфатом и дигидроксиацетонфос-
фатом, в то время как ключевой фермент гликолиза — 
фосфофруктокиназа — блокируется АТФ и цитратом.  
В результате высокой скорости окисления фруктозы 
при её метаболизме высвобождается большое коли-
чество атомов углерода, являющихся субстратом для 
синтеза жирных кислот de novo.Это объясняет тот факт, 
что на фоне введения фруктозы экспериментальным 
животным в сравнении с использованием аналогичных 
доз глюкозы липогенез многократно возрастает [12]. 
Кроме того, избыток фруктозы опосредованно снижает 
скорость окисления жирных кислот, поскольку мало-
нил-КоА, продукт липогенеза, ингибирует ключевые 
ферменты β-окисления [13]. 

Увеличение синтеза жирных кислот в сочетании с 
замедлением процессов их окисления ведут к гиперли-
пидемии, которая усиливает инсулинорезистентность 
за счёт активации фосфорилирования субстратов 
рецепторов инсулина (IRS1 и IRS2), способствуя его 
деградации и ослаблению взаимодействия инсулина с 
рецептором [14, 15]. Гиперлипидемия оказывает ток-
сическое действие на панкреатические β-клетки [16].

Кроме того, избыток фруктозы ведёт к непосред-
ственному снижению количества IRS1 и IRS2, а также 
к сокращению уровня их кодирующих мРНК, что 
нарушает функционирование инсулиновых рецеп-
торов [17]. 

Важным аспектом негативного влияния высоких 
доз фруктозы является активация печёночных JNK-
киназ, вовлечённых в каскад воспалительных реакций. 
Это ведёт к индукции провоспалительных цитокинов 
TNFα, IL-1β, IL-6, развитию оксидативного стресса в 

эндоплазматическом ретикулуме и мисфолдингу про-
теинов, участвующих в функционировании митохон-
дрий [18]. Энергетический дисбаланс клеток, в первую 
очередь гепатоцитов, возникает также в результате 
истощения запасов АТФ: скорость перехода фруктозы 
в фруктозо-1-фосфат в 10 раз выше, чем у глюкозы 
в аналогчиной реакции [19]. Высвобождающиеся в 
резльтате реакций фосфорилирования фруктозы мо-
лекулы АДФ и АМФ являются субстратом для синтеза 
мочевой кислоты, что вызывает гиперурикемию [20].

Таким образом, избыток фруктозы приводит к раз-
витию инсулинорезистентности, дефициту АТФ, на-
коплению провоспалительных цитокинов и усилению 
оксидативного стресса [21]. Эти факторы способствуют 
усилению диабетогенного эффекта СТЗ. 

Использование в настоящей работе диеты, ос-
нованной на замене питьевой воды 10 % раствором 
фруктозы в течение 6 недель, позволяет воспроизвести 
модель СД 2, сочетающую в себе комплекс метаболи-
ческих нарушений. Синергизм диеты, основанной 
на применении фруктозы и диабетогенного токсина 
СТЗ, проявляется в формировании выраженной ин-
сулинорезистентности, что связано не только с пря-
мым цитотоксическим действием СТЗ в отношении 
β-клеток и снижением продукции инсулина, но и с 
перегрузкой организма фруктозой, способствующей 
снижению чувствительности к инсулину.

Заключение / Conclusion

Поскольку применение высокоуглеводной дие-
ты в сочетании с СТЗ в низких дозах воспроизводит 
основные механизмы развития СД 2 типа у человека, 
представляется целесообразным использовать эту мо-
дель для  проведения доклинического исследования 
потенциальных антидиабетических препаратов.
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Методика количественного анализа маркерного субстрата 
ABCB1-белка фексофенадина в лизате клеток Caco-2

© Копаница М. А., Транова Ю. С., Черных И. В., Щулькин А. В., Мыльников П. Ю.,  
Калинкина О. В., Якушева Е. Н.

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

Аннотация. Один из способов анализа активности ABCB1-белка — это оценка накопления его субстрата фексофенадина (Ф.) внутри тест-клеток. Цель — 
разработка и валидация методики количественного анализа Ф. в лизате клеток Caco-2 с помощью ВЭЖХ-МС/МС. Материалы и методы. В качестве 
матрицы использовался лизат клеток Caco-2. Анализ выполняли на хроматографе «Ultimate 3000» с тройным квадрупольным масс-детектором TSQ Fortis, 
колонкой UCT Selectra C18 4,6 мм×100 мм 5 мкм в градиентном режиме элюирования. Скорость подвижной фазы — 0,3 мл/мин, объём пробы — 20 мкл, 
режим ионизации — положительный, внутренний стандарт — амантадин (нг/мл). Пробоподготовка — осаждение белка лизата клеток ацетонитрилом. 
Методику валидировали по параметрам: селективность, линейность, нижний предел количественного определения (НПКО), правильность, прецизион-
ность, перенос пробы и стабильность образцов. Результаты. На хроматограммах холостого лизата клеток Caco-2 не было пиков со временем удержи-
вания, характерным для Ф. (5,70 мин) и амантадина (3,58 мин). НПКО Ф. составил 0,5 нг/мл. Перенос Ф. не превышал 20 % НПКО, а амантадина — 5 %. По 
результатам анализа трёх серий градуировочных стандартов (0,5; 1; 1,5; 5; 10; 25; 40; 50 нг/мл) получены уравнения линейной регрессии, коэффициенты 
корреляции превышали 0,99. Правильность и прецизионность оценивали внутри и между циклами, выполняя анализ растворов Ф. в матрице (0,5; 1,5; 25 
и 40 нг/мл) в рамках трёх циклов. Параметры не превышали 20 % для НПКО и 15 % — для остальных точек. Стабильность растворов Ф. (1,5 и 40 нг/мл) в 
лизате анализировали при хранении при комнатной температуре, после 3-кратной заморозки–разморозки, хранении при -80 °С 60 сут., после пробопод-
готовки и нахождения в автосемплере 24 ч. Правильность находилась в пределах 15 % от номинальных значений. Выводы. Разработана и валидирована 
методика количественного определения Ф. в лизате клеток Caco-2 с помощью ВЭЖХ-МС/МС.

Ключевые слова: ВЭЖХ-МС/МС; фексофенадин; ABCB1-белок; лизат клеток Caco-2
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Method for quantitative analysis of the marker substrate ABCB1-protein fexofenadine in Caco-2 cell lysate

© Maria A. Kopanitsa, Yulia S. Tranova, Ivan V. Chernykh, Alexey V. Shchulkin, Pavel Yu. Mylnikov, Oksana V. Kalinkina, Elena N. Yakusheva
Ryazan State Medical University, Ryazan, Russian Federation

Abstract. One way to analyze the activity of the ABCB1 protein is to assess the accumulation of its substrate fexofenadine (F.) inside the test cells. The goal 
is to develop and validate a method for the quantitative analysis of F. in Caco-2 cell lysate using HPLC-MS/MS. Materials and methods. Caco-2 cell lysate was 
used as a matrix. The analysis was performed on an "Ultimate 3000" chromatograph with a TSQ Fortis triple quadrupole mass detector, a UCT Selectra C18 4.6 
mm*100 mm 5 µm column in a gradient elution mode. The mobile phase rate was 0.3 ml/min, the sample volume was 20 µl, the ionization mode was positive, 
and the internal standard was amantadine (ng/ml). Sample preparation — precipitation of cell lysate protein with acetonitrile. The method was validated for the 
following parameters: selectivity, linearity, lower limit of quantitation (LLOQ), correctness, precision, sample transfer and sample stability. Results. Chromatograms 
of the blank lysate of Caco-2 cells showed no peaks with retention times characteristic of F. (5.70 min) and amantadine (3.58 min). NPKO F. was 0.5 ng/ml. F.'s 
transfer did not exceed 20% of NPKO, and amantadine — 5%. Based on the results of the analysis of three series of calibration standards (0.5; 1; 1.5; 5; 10; 25; 
40; 50 ng/ml), linear regression equations were obtained, the correlation coefficients exceeded 0.99. Accuracy and precision were assessed within and between 
cycles by analyzing F. solutions in the matrix (0.5; 1.5; 25 and 40 ng/ml) within three cycles. The parameters did not exceed 20% for LLPO and 15% for other 
points. The stability of F. solutions (1.5 and 40 ng/ml) in the lysate was analyzed during storage at room temperature, after 3-fold freezing-thawing, storage 
at -80 °C for 60 days, after sample preparation and being in the autosampler for 24 hours. The accuracy was within 15% of the nominal values. Conclusions.  
A method for the quantitative determination of F. in Caco-2 cell lysate using HPLC-MS/MS has been developed and validated.

Keywords:  HPLC-MS/MS; fexofenadine; ABCB1 protein; Caco-2 cell lysate
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Введение / Introduction

ABCB1-белок представляет собой АТФ-зависимый 
мембранный транспортёр, принадлежащий к супер-
семейству ABC-транспортёров (Adenosine-Binding-
Cassete), функционирующий как насос, удаляющий 
из клеток во внеклеточное пространство липофильные 
вещества эндогенной и экзогенной природы. Спектр 
его субстратов включает порядка 50 % современных 
лекарственных средств различных фармакологиче-
ских групп [1]. В связи с вариабельной активностью, 
которая может изменяться под действием различных 
факторов, в том числе в результате приёма лекарствен-
ных средств, актуальной является оценка эффлюксной 
активности ABCB1-белка для прогнозирования воз-
можных межлекарственных взаимодействий. Кроме 
того, подобный анализ позволит осуществлять поиск 
веществ с ингибирующим потенциалом по отноше-
нию к транспортёру с перспективой их дальнейшего 
применения при патологиях, в основе патогенеза 
которых лежит его гиперактивность (множественная 
лекарственная устойчивость опухолей, резистентная 
к фармакотерапии эпилепсия и др. [2]).

На сегодняшний день утверждены отечественные 
[3] и зарубежные рекомендации [4, 5], предписываю-
щие тестирование всех вновь разрабатываемых лекар-
ственных средств на принадлежность к субстратам и 
ингибиторам ABCB1-белка. Причём на первом этапе 
анализ проводится in vitro (путём оценки транспорта 
маркерных субстратов белка, таких как фексофенадин, 
дигоксин, домперидон и др. средств, на гиперэк-
спрессирующих его клеточных культурах), а в случае 
положительных результатов — in vivo (анализируется 
фармакокинетика маркерных субстратов транспортёра 
на животных и в клинических исследованиях). 

Фексофенадин — блокатор H1-гистаминовых 
рецепторов III поколения, внутриклеточное проник-
новение которого контролируется ABCB1-белком [4]. 
В этой связи интенсивность его накопления в клетках 
может характеризовать функциональную активность 
транспортёра. Суть эксперимента по анализу влияния 
лекарственных веществ на активность ABCB1-белка 
in vitro сводится к исследованию количества фексофе-
надина, которое проникло внутрь клеток аденокар-
циномы ободочной кишки человека Caco-2, которые 
после 21-дневной инкубации на плоской подложке 
спонтанно дифференцируются в культуру, подобную 
эпителиоцитам тонкого кишечника с повышенным со-
держанием транспортёра на апикальных мембранах [6]. 
Оценка количества фексофенадина проводится в 
клеточном лизате — в контроле (после инкубации с 
веществом в течение определённого времени) и на 
фоне добавления в среду инкубации потенциального 
ингибитора белка-транспортёра.

Продемонстрированная насыщаемость ABCB1-
белка [7] диктует необходимость добавления фексо-
фенадина в питательную среду в относительно низ-

кой концентрации (по нашим данным, до 300 мкМ). 
Степень внутриклеточного накопления вещества 
незначительна. Таким образом, анализ количества 
фексофенадина внутри клетки требует применения 
высокочувствительной методики. В свою очередь 
большое количество балластных веществ в клеточ-
ном лизате объясняет повышенные требования к её 
селективности. Указанным требованиям удовлетво-
ряет высокоэффективная жидкостная хроматография 
(ВЭЖХ) с масс-детектированием. 

Целью / Aim исследования явилась разработка и ва-
лидация методики количественного анализа фексофена-
дина в лизате клеток Caco-2 с помощью ВЭЖХ-МС/МС.

Материалы и методы / Materials and methods

В качестве матрицы для разработки и валидации 
методики использовался лизат клеток Caco-2 после 
их культивирования на плоской подложке (в лунках 
6-луночного планшета) в течение 21 дня [6]. Приготов-
ление лизата производили следующим образом: клетки 
с одной лунки снимали раствором трипсин-ЭДТА, 
трижды промывали 1 мл фосфатного буферного рас-
твора (pH 7,2) с последующим центрифугированием 
при 1500 g в течение 5 минут, затем лизировали с по-
мощью цикла трёхкратной заморозки/разморозки в 
350 мкл буферного раствора.

В качестве стандарта при разработке методики 
использовали субстанцию фексофенадина гидро-
хлорида (United States Pharmacopeia (USP) Reference 
Standard, США). Структурная формула вещества и 
фрагментация его молекулы представлены на рис. 1.

Матричный раствор фексофенадина готовили с 
концентрацией 1 мг/мл в метаноле и хранили при 
температуре –20 °С. Рабочие растворы (с концентра-
циями 5; 10; 15; 50; 100; 250; 400; 500 нг/мл) готовили 
из матричного путём его разбавления метанолом. 

Рис. 1. Структурная формула фексофенадина и фраг-
ментация его молекулы
Fig. 1. Structural formula of fexofenadine and fragmentation 
of its molecule
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Градуировочные стандарты с концентрациями 0,5; 
1; 1,5; 5; 10; 25; 40; 50 нг/мл и образцы для контро-
ля качества с концентрациями 0,5; 1,5; 25; 40 нг/мл 
готовили разведением рабочих растворов матрицей. 
Аналитический диапазон методики выбирали на ос-
нове концентраций, ожидаемых в исследовании на 
указанной клеточной линии. 

В качестве внутреннего стандарта использовали 
амантадин (амантадин гидрохлорид, United States 
Pharmacopeia (USP) Reference Standard, США) в кон-
центрации 10 нг/мл, для этого к 49950 мкл ацетонитри-
ла добавляли 50 мкл раствора амантадина в метаноле 
с концентрацией 10 мкг/мл. 

Количественный анализ выполняли на высоко-
эффективном жидкостном хроматографе «Ultimate 
3000» («ThermoFisher», США), оснащённом авто-
семплером, дегазатором, градиентным насосом и 
тройным квадрупольным масс-спектрометрическим 
детектором TSQ Fortis («ThermoFisher», США). Управ-
ление системой и математическую обработку данных 
проводили с помощью программы «Thermo Scientific 
Xcalibur (ver. 4.2.47)».

Использовали обращённо-фазную хроматогра-
фическую колонку UCT Selectra C18 4,6 мм×100 мм  
5 мкм, 100 A и предколонку Selectra C18 Guard 
Cartridges SLC-18GDC46-5UM.

Применялся градиентный режим элюирования 
смесью раствора муравьиной кислоты 0,1 % в воде 
для ВЭЖХ и ацетонитрила (табл. 1). Скорость под-
вижной фазы составила 0,3 мл/мин при температуре 
35 °С, объём вводимой пробы — 20 мкл. 

Время одного анализа составляло 10 мин, вре-
мя удерживания фексофенадина соответствовало 
5,70±0,091 мин. Для приготовления подвижной фазы 
применяли следующие реактивы: вода ВЭЖХ-МС 
(«VWR», №21F104014; Франция), кислота муравьиная 
98 % для аналитики («Panreac», №0001900259; Испа-
ния), ацетонитрил для градиентной ВЭЖХ («Химмед», 
Россия).

Молекулы фексофенадина ионизировали в поло-
жительном режиме на электроспрее при напряжении 
3500 В; скорость потока оболочечного газа (sheath 
gas) составляла 50 Arb, вспомогательного газа (aux 

gas) — 10 Arb, продувочного газа (sweep gas) — 1 Arb, 
температура трубки для переноса ионов — 300 °С, 
температура испарителя — 350 °С. Для детектирования 
фексофенадина использовали следующие переходы 
масс: 502,3 m/z → 131 m/z при энергии столкновения 
42 В, 502,3 m/z → 466,2 m/z при энергии столкновения  
27 В и 502,3 m/z → 484,2 m/z при энергии столкно-
вения 22 В, фрагментация источника 5, CID gas  
1,5 мТорр. Переходы масс для амантадина 152,1 m/z → 
79,08 m/z при энергии столкновения 33 В и 152,1 m/z → 
135,08 m/z при энергии столкновения 17 В.

Пробоподготовка заключалась в осаждении белка 
и других высокомолекулярных веществ матрицы аце-
тонитрилом. Для этого к 300 мкл пробы клеточного 
лизата добавляли 300 мкл ацетонитрила с внутренним 
стандартом в концентрации 10 нг/мл, перемешивали 
на встряхивателе Vortex (Heidolph, Германия), цен-
трифугировали на центрифуге Avanti JXN-3 Beckman 
Coulter («Beckman Coulter», США) при 25000 g в те-
чение 10 мин при температуре 4 °С.

Для расчёта метрологических характеристик и 
основных валидационных параметров разработанной 
методики применяли программы «Statistiсa 13.0» и 
«Microsoft Excel». Биоаналитическую методику вали-
дировали по следующим параметрам: селективность, 
линейность, нижний предел количественного опреде-
ления, правильность (на уровнях внутри цикла, между 
циклами), прецизионность (на уровнях внутри цикла, 
между циклами), матричный эффект, перенос пробы и 
стабильность образцов в соответствии с Руководством 
по экспертизе лекарственных средств, Решением 
Совета Евразийской экономической комиссии от 
03.11.2016 №85 «Об утверждении Правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов в рамках Евразийского экономического 
союза», Bioanalytical method validation. Guidance for 
industry. U.S. Department of Health and Human Services 
FDA. Center for Drug Evolution and Research (CDER); 
2018 и Guideline on bioanalytical method validation. 
European Medicines Agency. Committee for medicinal 
products for human use. London; 2011.

Результаты / Results

Селективность (избирательность) разработан-
ной методики определяли, анализируя 6 холостых 
проб лизата клеток Caco-2 без добавления стандарта 
фексофенадина и внутреннего стандарта и образцы 
лизата с добавлением фексофенадина с концентрацией 
50 нг/мл и внутреннего стандарта с концентрацией 
10 нг/мл. На хроматограммах образцов холостого 
клеточного лизата не наблюдали пиков со временем 
удерживания, соответствующим времени удерживания 
фексофенадина и амантадина (рис. 2–4). 

Влияние (эффект) переноса оценивали, анализируя 
холостой образец лизата клеток Caco-2 после ин-
жекции пробы с фексофенадином с концентрацией  

Таблица 1

Соотношение компонентов подвижной фазы по объёму

Table 1

Ratio of mobile phase components by volume

Время
Раствор муравьиной 

кислоты 0,1 %
Ацетонитрил

0 мин 75 % 25 %

0,2 мин 30 % 70 %

6 мин 1 % 99 %

8 мин 75 % 25 %
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50 мг/мл и амантадина с концентрацией 10 нг/мл. На 
хроматограмме холостого образца клеточного лизата 
перенос фексофенадина не превышал 20 % величи-
ны нижнего предела количественного определения 
(НПКО) и 5 % — для внутреннего стандарта. 

Нижний предел количественного определения 
(НПКО) фексофенадина в лизате клеток Caco-2 со-
ставил 0,5 нг/мл. При этом сигнал фексофенадина 
из образца с НПКО превосходил более чем в 5 раз 
величину сигнала холостого образца, а правильность 
и прецизионность определения не превышали 20 %.

Градуировочную кривую строили, анализируя 8 граду-
ировочных стандартов, представляющих собой образцы 
лизата клеток Caco-2 с добавлением рабочих раство-
ров фексофенадина до получения концентраций 0,5; 
1; 1,5; 5; 10; 25; 40; 50 нг/мл. С помощью полученных 
значений были построены калибровочные графики 
зависимости площади пика от концентрации вещества 
(образец одного из графиков приведён на рис. 5). 

По результатам анализа трёх серий градуировоч-
ных стандартов были получены уравнения линейной 
регрессии: 

Рис. 2. Хроматограмма лизата клеток Caco-2 с добавле-
нием фексофенадина с концентрацией 50 нг/мл 
Fig. 2. Chromatogram of Caco-2 cell lysate with the addition 
of fexofenadine at a concentration of 50 ng/ml

Рис. 3. Хроматограмма лизата клеток Caco-2 с добав-
лением раствора амантадина с концентрацией 10 нг/мл
Fig. 3. Chromatogram of Caco-2 cell lysate with the addition 
of amantadine solution with a concentration of 10 ng/ml
Примечания: RT (retention time) — время удерживания; АА (automatic 
area) — площадь пика. 
Notes: RT — retention time; АА — automatic area.

Рис. 4. Хроматограмма лизата клеток Caco-2 без добав-
ления фексофенадина и амантадина
Fig. 4. Chromatogram of Caco-2 cell lysate without addition 
of fexofenadine and amantadine 
Примечания: RT (retention time) — время удерживания; АА (automatic 
area) — площадь пика.
Notes: RT — retention time; АА — automatic area.

Рис. 5. Образец калибровочного графика зависимости 
«концентрация фексофенадина — площадь пика»
Fig. 5. Sample calibration graph of the dependence "fexofe-
nadine concentration — peak area"
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Y = 0,0553149+0,184759 ⋅ X R2 = 0,9944 W:1/X,
Y = 0,000945174+0,138063 ⋅ X R2 = 0,9991 W: 1/X, 
Y = 0,0197284+0,131622 ⋅ X R2 = 0,9938 W: 1/X. 
Полученные коэффициенты корреляции соот-

ветствовали принятой норме (не менее 0,99).
Отклонения концентраций градуировочных стан-

дартов, рассчитанные по уравнению линейной за-
висимости, от номинальных значений, приведены в 
табл. 2. Данная таблица дополнительно характеризует 
линейность и демонстрирует близость каждой точки 
к калибровочной кривой. Экспериментально рас-
считанные концентрации градуировочных стандартов 
должны лежать в пределах ± 15 % от номинальных 
значений, а для НПКО — в пределах ± 20 % (табл. 2).

Правильность и прецизионность оценивали, вы-
полняя анализ образцов контролей качества фексо-
фенадина с концентрациями 0,5; 1,5; 25 и 40 нг/мл в 
рамках трёх циклов: параметры оценивали внутри и 
между циклами. Полученные величины правильности 
и прецизионности составили не более 20 % для НПКО 
и не более 15 % — для остальных точек (табл. 3 и 4).

Матричный эффект оценивали по площади пиков 
фексофенадина в присутствии лизата клеток Caco-2 и 
отдельно в воде с концентрациями 1,5 и 40 нг/мл. От-
носительное стандартное отклонение эффекта матри-
цы, взятой из 6 отдельных лунок планшета с клетками 
линии Сасо-2, не превышало 15 %, средняя точность 
для образца контроля качества с концентрациями 
1,5 и 40 нг/мл составила 6,7 и 3,0 %, соответственно. 

Стабильность растворов фексофенадина с кон-
центрациями 1,5 и 40 нг/мл в клеточном лизате ана-
лизировали при краткосрочном хранении в условиях 
комнатной температуры, трёхкратной заморозке–раз-
морозке при –80 °С, при хранении при –80 °С в тече-
ние 60 суток, после пробоподготовки и нахождения в 
автосемплере в течение 24 ч. Выполняли по 3 повтора 
для каждого вида стабильности. Правильность для 
каждой концентрации (для средних значений) на-

ходилась в пределах 15 % от номинальных значений 
(табл. 5).

Обсуждение / Discussion

FDA требует все потенциально выходящие на ры-
нок лекарственные средства подвергать анализу на их 
возможную принадлежность к субстратам и модулято-
рам функциональной активности АВСВ1-белка [4, 5]. 
При этом анализ in vitro обладает экспрессностью, 
относительной экономической доступностью, не 
сопряжён с биоэтическими сложностями и позволяет 
проводить скрининговый отбор веществ с ингибиру-
ющим потенциалом по отношению к транспортёру.

Ведущим методом исследования фармакокинетики 
лекарственных средств как на доклиническом, так 
и на клиническом этапах является ВЭЖХ. Причём 
наиболее селективным и чувствительным методом 
детектирования считается использование МАСС-
детектора [8].

В научной литературе представлен ряд ВЭЖХ-
методик количественного анализа фексофенадина. 
Однако часть из них предполагает использование 
низкочувствительного УФ-детектора [9, 10], что в 
нашем случае не позволит детектировать низкое вну-
триклеточное содержание целевого вещества. Неко-
торые методики предлагают анализ вещества в био-
жидкостях [11, 12] или гомогенатах органов [10, 13], 
что подразумевает более сложную пробоподготовку. 
Ряд методик с использованием ВЭЖХ-МС/МС при 
анализе фексофенадина в клеточном лизате обладают 
более низкой чувствительностью [14].

Предлагаемая нами методика характеризуется 
чувствительностью, специфичностью, простотой 
выполнения, высокой разрешающей способностью, 
воспроизводимостью и линейностью в диапазоне ра-
бочих концентраций. Её применение может быть реко-
мендовано для оценки внутриклеточного накопления 

Таблица 2

Отклонения концентраций градуировочных стандартов фексофенадина от их номинальных значений

Table 2

Deviations of concentrations of fexofenadine calibration standards from their nominal values

Концентрация 
номинальная, нг/мл

Серия 1 Серия 2 Серия 3

Концентрация 
рассчитанная, нг/мл

Точность, 
%

Концентрация 
рассчитанная, нг/мл

Точность, 
%

Концентрация
рассчитанная, нг/мл

Точность, 
%

0,500 0,523 4,5 0,584 16,8 0,428 14,3

1,000 0,948 5,2 0,917 8,3 0,893 10,7

1,500 1,521 1,4 1,619 7,9 1,623 8,2

5,000 5,540 10,8 4,872 2,6 5,415 8,3

10,000 9,772 2,3 8,977 10,2 11,026 10,3

25,000 25,873 3,5 22,000 12,0 24,836 0,7

40,000 38,621 3,5 40,748 1,9 42,705 6,8

50,000 50,742 1,5 53,283 6,6 46,074 7,9
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Таблица 3

Правильность и прецизионность методики количественного определения фексофенадина в лизате клеток Caco-2 внутри цикла

Table 3

Correctness and precision of the method of quantitative determination of fexofenadine in Caco-2 cell lysate within the cycle

Концентрация 
номинальная,  

нг/мг

Концентрация 
рассчитанная, 

 нг/мл
Правильность, %

Концентрация 
средняя, нг/мл

Правильность 
средняя, %

SD
Прецизионность,

%

0,500

0,454 9,2 0,5134 7,7 0,04328 8,4

0,483 3,4

0,528 5,6

0,551 10,2

0,551 10,2

1,500

1,723 14,9 1,5532 8,1 0,1551 10,0

1,714 14,3

1,385 7,7

1,480 1,3

1,464 2,4

25,000

25,751 3,0 24,9794 1,7 0,6342 2,5

24,810 0,8

24,033 3,9

25,029 0,1

25,274 1,1

40,000

37,645 5,9 39,4172 2,3 1,1780 3,0

39,494 1,3

40,111 0,3

39,075 2,3

40,761 1,9

Таблица 4

Правильность и прецизионность методики количественного определения фексофенадина в лизате клеток Caco-2 между циклами

Table 4

Correctness and precision of the method of quantitative determination of fexofenadine in Caco-2 cell lysate between cycles

Концентрация 
номинальная, 

нг/мл

Концентрация, рассчитанная по 
трём различным уравнениям 

регрессии, нг/мл

Правиль-
ность, %

Концентрация 
средняя, нг/мл

Правильность 
средняя, %

SD
Прецизион-

ность, %

0,500

0,513 7,7

0,486 10,8 0,02946 6,10,455 11,2

0,489 13,3

1,500

1,553 8,1

1,472 5,7 0,07741 5,31,464 2,4

1,399 6,7

25,000

24,979 1,8

24,319 5,67 1,9851 8,225,890 3,6

22,088 11,6

40,000

39,417 2,3

38,597 5,3 0,8933 2,337,645 6,5

38,728 7,2
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маркерного субстрата ABCB1-белка фексофенадина 
при анализе функциональной активности данного 
белка-транспортура in vitro и оценке лекарственных 
веществ на принадлежность к числу модуляторов его 
активности.

Заключение / Conclusions

Разработана и валидирована методика количе-
ственного определения маркерного субстрата ABCB1-
белка — фексофенадина в лизате клеток аденокарци-
номы ободочной кишки человека Caco-2 с помощью 
ВЭЖХ-МС/МС.
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Таблица 5

Правильность при определении стабильности растворов 
фексофенадина с концентрациями 1,5 и 40 нг/мл

Table 5

Correctness in determining the stability of fexofenadine solutions 
with concentrations of 1.5 and 40 ng/ml

Условия

Концентра-
ция 

номиналь-
ная, нг/мл

Концен-
трация 

средняя, 
нг/мл

Правиль-
ность, %

Хранение при комнат-
ной температуре

1,500 1,427 4,9

40,000 38,883 3,9

Трёхкратная заморозка– 
разморозка при –80 °С

1,500 1,607 12,3

40,000 37,279 4,2

Хранение при –80 °С  
в течение 60 суток

1,500 1,443 3,8

40,000 37,446 6,4

После пробоподготовки 
и нахождения в автосем-
плере в течение 24 ч

1,500 1,397 6,9

40,000 36,301 9,3
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