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МЕДИЦИНСКАЯ ХИМИЯ
MEDICAL CHEMISTRY 

Взаимодействие гибридной молекулы ADK-1113 с σ₁-, 
NMDA- и AMPA-рецепторами: исследование методами  

докинга и молекулярной динамики
Дюжева М. А., Маликин Д. О., Максименко А. С., Капица И. Г., Мокров Г. В., Дорофеев В. Л.

ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  
Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Актуальность. Болезнь Паркинсона имеет многофакторный патогенез, включающий глутаматную эксайтотоксичность, окислительный стресс, 

нейровоспаление и нарушения работы нейромедиаторных систем. В связи с этим перспективным направлением является разработка мультитаргетных 
соединений, способных взаимодействовать с несколькими патогенетически значимыми мишенями.

Цель. Оценка взаимодействия гибридной молекулы ADK-1113, созданной на основе структурных фрагментов фабомотизола и мемантина, с σ₁-, 
NMDA- и AMPA-рецепторами с использованием методов молекулярного моделирования.

Методы. Молекулярный докинг ADK-1113 проводили с использованием структур σ₁-, NMDA- и AMPA-рецепторов с последующим моделирова-
нием молекулярной динамики (МД) полученных комплексов. Стабильность связывания оценивали по сохранению лиганда в связывающем сайте, 
значениям среднеквадратичного отклонения атомных координат (root mean square deviation, RMSD), характеру нековалентных взаимодействий и 
свободной энергии связывания, рассчитанной методом MM/PBSA (Molecular Mechanics/Poisson–Boltzmann Surface Area; молекулярная механика/
площадь поверхности Пуассона–Больцмана).

Результаты. ADK-1113 связывался со всеми исследованными рецепторами и сохранялся в их связывающих сайтах в ходе молекулярной динамики. 
Наиболее стабильный комплекс был выявлен с σ₁-рецептором, что согласовывалось с наиболее отрицательными значениями свободной энергии 
связывания по данным MM/PBSA. Комплекс с NMDA-рецептором занимал промежуточное положение, тогда как для AMPA-рецептора были получены 
наименее выгодные значения энергии связывания.

Заключение. Полученные данные указывают на потенциальную мультитаргетную активность ADK-1113 и его способность взаимодействовать с 
несколькими компонентами нейромедиаторных систем. Результаты моделирования in silico требуют дальнейшего экспериментального подтверждения.

Ключевые слова: исследования in silico; ADK-1113; фабомотизол; мемантин; σ₁-рецептор; NMDA-рецептор; AMPA-рецептор; взаимодействие 
белок–лиганд
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Interaction of the hybrid molecule ADK-1113 with σ₁-, NMDA-, and AMPA-receptors: a molecular docking and molecular dynamics study
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Abstract
Background. Parkinson’s disease has a multifactorial pathogenesis involving glutamate excitotoxicity, oxidative stress, neuroinflammation, and 

dysregulation of neurotransmitter systems. Therefore, the development of multitarget compounds capable of interacting with several pathogenetically 
relevant targets is a promising research direction.

Objective. Evaluation of the interaction of the hybrid molecule ADK-1113, designed on the basis of structural fragments of fabomotizole and memantine, 
with σ₁, NMDA, and AMPA receptors using molecular modeling methods.

Methods. Molecular docking of ADK-1113 was performed using the structures of σ₁-, NMDA-, and AMPA-receptors, followed by molecular dynamics (MD) 
simulations of the resulting complexes. Binding stability was assessed based on ligand retention within the binding site, root mean square deviation (RMSD) values, 
the pattern of noncovalent interactions, and binding free energy calculated using the MM/PBSA method (Molecular Mechanics/Poisson–Boltzmann Surface Area).

Results. ADK-1113 bound to all studied receptors and remained within their binding sites during molecular dynamics simulations. The most stable 
complex was observed for the σ₁-receptor, which was consistent with the most negative binding free energy values obtained by MM/PBSA. The complex 
with the NMDA-receptor showed intermediate stability, whereas the least favorable binding energy values were obtained for the AMPA-receptor.

Conclusion. The obtained data indicate the potential multitarget activity of ADK-1113 and its ability to interact with several components of neurotransmitter 
systems. The results of in silico modeling require further experimental confirmation.
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Введение / Introduction

Болезнь Паркинсона (БП) представляет собой 
прогрессирующее нейродегенеративное заболевание, 
характеризующееся многофакторным патогенезом,  
в котором задействованы глутаматная эксайтотоксич-
ность, окислительный стресс, нейровоспаление, дис-
функция дофаминовой и ГАМК-ергической систем.  
В связи с этим воздействие на единственную молеку-
лярную мишень часто оказывается недостаточным для 
достижения устойчивого терапевтического эффекта, 
поскольку функциональная избыточность и пере-
крёстные связи в биологических сетях компенсируют 
блокаду отдельного звена патогенеза [1]. В качестве 
рациональной альтернативы классической парадигме 
«одна молекула — одна мишень» в последние годы 
активно развивается стратегия дизайна мультитар-
гетных лигандов (multitarget-directed ligands, MTDL), 
способных одновременно модулировать несколько 
ключевых механизмов заболевания [2]. Данный под-
ход позволяет не только повысить терапевтическую 
эффективность, но и снизить риск полипрагмазии, 
лекарственных взаимодействий и побочных эффек-
тов, характерных для комбинации нескольких моно-
таргетных препаратов. Показательными примерами 
реализации такой стратегии при лечении нейродеге-
неративных заболеваний служат препарат ладостигил, 
ингибирующий как холинэстеразу, так и моноамино-
ксидазу (МАО-А/В) [3], а также гибридные конъюгаты 
адамантанового ряда, нацеленные на одновременную 
модуляцию нескольких патогенетических звеньев 
болезни Паркинсона, включая NMDA-рецепторы 
(снижение эксайтотоксичности) и процессы окис-
лительного стресса [4]. 

В рамках MTDL-стратегии в ФГБНУ «ФИЦ ори-
гинальных и перспективных биомедицинских и фар-
мацевтических технологий» разработано гибридное 
соединение ADK-1113, сочетающее структурные фраг-
менты аминоадамантановых препаратов (антагонистов 
NMDA-рецепторов, дофаминергических модуляторов) 
и фабомотизола (лиганд σ

1
-рецепторов с анксиолити-

ческим и нейропротекторным действием). Ожидается, 
что такое сочетание обеспечит синергическое воздей-
ствие на моторные и немоторные симптомы БП при 
благоприятном профиле безопасности [5]. 

Производные аминоадамантанов (амантадин, 
римантадин), зарегистрированные в 1970-х годах как 
противовирусные средства, в настоящее время ис-
ключены из рекомендованных схем лечения гриппа 
вследствие быстрого развития резистентности вирусов. 
Однако клинические наблюдения, зафиксировавшие 
улучшение симптомов паркинсонизма у пациента, по-
лучавшего противовирусный препарат, стимулировали 
исследование нейротропных эффектов этого класса 
соединений [6]. Впоследствии на основе адаманта-
нового остова были разработаны и зарегистрированы 
такие препараты, как амантадин, мемантин и броман-
тан [7–9]. Последний создан в НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова (в настоящее время ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий») и в 2008 году 
разрешён к медицинскому применению в России. 
Амантадин одобрен Food and Drug Administration 
(FDA) для терапии болезни Паркинсона и в настоя-
щее время зарегистрирован более чем в 20 странах [9]. 
Точный механизм его действия при паркинсонизме 
и лекарственных экстрапирамидных расстройствах 
до конца не выяснен. Ранние исследования на жи-
вотных предполагали прямое и косвенное влияние 
на дофаминергическую нейротрансмиссию; более 
поздние работы показали, что амантадин является 
неконкурентным антагонистом NMDA-рецепторов 
(Ki = 10 мкМ) [10]. Хотя в экспериментах на жи-
вотных прямая антихолинергическая активность не 
была продемонстрирована, в клинической практике 
наблюдаются побочные эффекты, характерные для 
антихолинергических средств [7].

Фабомотизол — оригинальный анксиолитик, 
также разработанный в НИИ фармакологии имени 
В.В. Закусова (в настоящее время ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских  
и фармацевтических технологий») [11].

В отличие от классических агонистов бензодиа-
зепиновых рецепторов он не обладает седативным, 
миорелаксантным или амнестическим действием 
и не вызывает лекарственной зависимости. Меха-
низм его действия связывают с взаимодействием  
с σ

1
-рецепторами, которые в покое локализованы на 

мембране эндоплазматического ретикулума в теле 
нейрона. Добавление фабомотизола вызывает быструю 
(в течение 30–60 минут) транслокацию этих рецеп-
торов к плазматической мембране, включая область 
аксонов. Такая транслокация запускает регуляторные 
сигнальные каскады, связанные с транспортом Ca2+ 
и энергетическим обменом, что, как полагают, лежит 
в основе нейропротекторного действия препарата  
и восстановления функции ГАМК-рецепторов [12]. 

Рис. 1. Химические структуры соединений, рассматри-
ваемых в работе
Fig. 1. Chemical structures of the compounds considered in 
this study
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Считается, что фабомотизол оказывает анксиолити-
ческое и нейропротекторное действие, не сопрово-
ждающееся выраженными побочными эффектами, 
характерными для бензодиазепинов. При этом по ряду 
показателей (в том числе по профилю безопасности) 
он может превосходить диазепам при лечении паци-
ентов с генерализованным тревожным расстройством 
и расстройствами адаптации [13].

Несмотря на рациональное конструирование мо-
лекулы ADK-1113 на основе фрагментов молекул 
с известными фармакологическими механизмами, 
прямые исследования молекулярных механизмов 
взаимодействия данного соединения с предполага-
емыми мишенями ранее не проводились. В связи с 
этим целью настоящей работы явилось проведение 
первичной оценки потенциального взаимодействия 
ADK-1113 с σ1-, NMDA- и AMPA-рецепторами как 
предполагаемыми молекулярными мишенями его 
фармакологической активности с использованием 
методов молекулярного моделирования.

Материалы и методы / Materials and methods

Молекулярный докинг проводили с использова-
нием структур σ1-рецептора (PDB ID: 6DJZ), NMDA-
рецептора (PDB ID: 7SAD), AMPA-рецептора (PDB ID: 
9E4Y) в комплексе с референсными лигандами в 
программе Glide с использованием стандартного 
протокола и режима стандартной точности (standard 
precision, SP). Структуру мишени подготавливали 
с помощью Schrödinger Protein Preparation Wizard. 
Подготовку лигандов проводили в программе LigPrep 
с использованием Epik [14] в пакете Schrödinger [15] 
для нахождения протонированных и таутомерных со-
стояний при pH 7,4±2,0. Для генерации конформеров 
использовался Confgen с силовым полем OPLS4 [16]. 
Полученные позы лигандов были визуализированы в 
программe Maestro.

Для молекулярно-динамического моделирования 
для каждого комплекса выбирали позу с наименьшим 
docking score (оценочная функция в молекулярном 
докинге, характеризующая эффективность взаимо-
действия лиганда с белком). Заряды атомов лиганда 
были рассчитаны методом RESP (restrained electrostatic 
potential; метод ограниченного электростатическо-
го потенциала) с помощью программ ORCA, Psi4 
и Multiwfn. Подготовка системы осуществлялась с 
помощью AmberTools22 с использованием силового 
поля AMBER FF19SB. Система была помещена в 
октаэдрическую оболочку из молекул воды на рас-
стоянии 10 Å от белка. Модель воды — OPC (optimal 
point charge; оптимальный точечный заряд). Система 
была нейтрализована добавлением ионов K+ и Cl− до 
физиологической ионной силы 0,15 M. После перво-
начальной минимизации энергии системы методом 
наискорейшего спуска выполняли стабилизацию 
системы в NVT-ансамбле (постоянные число частиц, 

объём и температура) в течение 125000 шагов по 1 фс. 
После стабилизации проводили моделирование мо-
лекулярной динамики в NPT-ансамбле (постоян-
ные — число частиц, давление и температура) в про-
грамме GROMACS с использованием графического 
процессора NVIDIA, записывая состояние системы 
через каждые 100 пс. Полученные .xtc-файлы были 
обработаны программой cpptraj пакета AmberTools22 
[17] и модулем MDAnalysis языка Python [18]. В ходе 
анализа траекторий оценивали стабильность комплек-
сов по значениям RMSD (root mean square deviation; 
среднеквадратичное отклонение атомных координат) 
белка и лиганда.

Расчёты MM/PBSA (Molecular Mechanics/Poisson–
Boltzmann Surface Area; молекулярная механика/
площадь поверхности Пуассона–Больцмана) были 
проведены для предсказания свободных энергий свя-
зывания комплексов рецептора и лиганда в программе 
gmx_MMPBSA [19] с использованием одной траек-
тории молекулярной динамики для оценки энергий 
комплекса, белка и лиганда. Для расчёта свободной 
энергии связывания комплекса использовалась следу-
ющая методика: энергия связывания ΔG вычислялась 
как разница между энергией комплекса, энергией 
свободного лиганда и энергией рецептора. Для вы-
числения энергий были выбраны кадры из последних 
30 нс траектории молекулярной динамики с шагом 
в 100 пс. Среднее значение ΔG было рассчитано как 
среднее арифметическое значений свободной энергии 
связывания для всех выбранных кадров.

Анализ нековалентных контактов между лигандом 
и остатками белка в траекториях молекулярно-динами-
ческих симуляций выполнялся с помощью PyContact 
версии 1.0.4 [20]. PyContact определяет контакты на 
основе геометрических критериев (пороговое значение 
расстояния и, где применимо, углу для водородных 
связей) и отслеживает их присутствие в каждом кадре 
траектории. Для каждой пары атомов/остатков был 
подсчитан «contact score» — накопленное значение, про-
порциональное частоте и продолжительности контакта 
по всей траектории. Контакты со значением «contact 
score» выше заданного порога, равного 1, были включены 
в последующий статистический и визуальный анализ.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

В исследовании использовалась последовательная 
вычислительная схема, включающая молекулярный до-
кинг, молекулярную динамику и последующую оценку 
свободной энергии связывания методом MM/PBSA. 
На первом этапе докинг применялся для генерации и 
первичного ранжирования возможных поз лиганда в 
связывающем сайте. Далее наиболее вероятные ком-
плексы подвергались молекулярно-динамическому 
моделированию, что позволяло учитывать конфор-
мационную подвижность белка и лиганда, а также 
влияние растворителя. Заключительный этап расчётов 
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(MM/PBSA) использовался для более количественной 
оценки энергии взаимодействия на основе ансамбля 
структур, полученных в ходе динамики.

Для анализа особенностей связывания ADK-1113 
полученные позы сравнивали с положением референс-
ных лигандов, присутствующих в экспериментальных 
структурах исследуемых рецепторов: галоперидола в 
структуре σ1-рецептора (PDB ID: 6DJZ) и мемантина 
в структурах NMDA- и AMPA-рецепторов (PDB ID: 
7SAD и 9E4Y соответственно). 

Для σ1-рецептора в качестве эталонного лиганда 
рассмотрен галоперидол — антипсихотическое со-
единение с высокой аффинностью к σ1-рецептору, 
широко используемое в структурных исследованиях 
данного белка [21]. В случае ионотропных глутаматных 
рецепторов NMDA и AMPA в качестве референсного 
соединения использован мемантин — неконкурент-
ный антагонист NMDA-рецепторов, применяемый в 
терапии нейродегенеративных заболеваний и часто 
используемый в качестве модельного лиганда при 
анализе взаимодействий в глутаматергической системе.

σ1-рецептор представляет собой олигомерный бе-
лок, его N-концевая часть обращена в цитозоль, тогда 
как лиганд-связывающий домен локализован на лю-
минальной стороне эндоплазматического ретикулума. 
NMDA- и AMPA-рецепторы относятся к ионотропным 
глутаматным рецепторам с тетрамерной организацией.

С целью снижения вычислительных затрат в рас-
чётах использовались усечённые модели рецепторов. 
Для σ1-рецептора рассматривалась одна субъединица 
без трансмембранного сегмента (рис. 2). Для NMDA- 
и AMPA-рецепторов использовались фрагменты, 
включающие трансмембранный (поровый) домен, 
содержащий область связывания лиганда (рис. 3). 

Итоги докинга приведены в табл. 1. Для ADK-1113 
наиболее благоприятная оценка связывания получена 
для σ1-рецептора, несколько менее благоприятные — 
в NMDA- и AMPA-рецепторах. В целом значения 

docking score для ADK-1113 и референсных лигандов 
находились в сопоставимом диапазоне, что позволя-
ет рассматривать полученные позы как пригодные 
для последующего анализа методом молекулярной 
динамики. 

Редокинг галоперидола в структуре σ1-рецептора 
(6DJZ) воспроизводит положение лиганда в связы-
вающем сайте (при допустимых отклонениях), что 
подтверждает корректность результатов докинга для 
данной системы (рис. 4A).

Для мемантина в структурах NMDA- и AMPA-
рецепторов полученные докинговые позы не вос-
производят экспериментальное положение строго 
(рис. 4B, C), однако сохраняют ключевые элементы 
ориентации, включая положение катионного центра и 
общий характер размещения в канале. Это позволяет 
рассматривать результаты докинга как методически 
приемлемые и пригодные для дальнейшей валидации 
с использованием молекулярной динамики.

В σ1-рецепторе ADK-1113 ориентирован таким 
образом, что адамантановый фрагмент направлен в 
преимущественно гидрофобную область, в форми-
ровании которой участвуют остатки Met93, Leu95, 
Leu182, Thr181, Thr202 и Tyr206 (рис. 5A, B). Про-
тонированный атом азота лиганда стабилизируется 

Рис. 2. Структура σ1-рецептора (PDB ID: 6DJZ)
Fig. 2. Structure of the σ1-receptor (PDB ID: 6DJZ)
Примечания: Слева — исходная тримерная структура; справа — модель субъединицы A, выде-
ленной из полной структуры и использованной для докинговых расчётов и моделирования МД. 
В сайте связывания показан референсный лиганд галоперидол.
Notes: Left — original trimeric structure; right: a model of subunit A extracted from the full structure and used 
for molecular docking and MD simulations. The reference ligand haloperidol is shown in the binding site.

Таблица 1

Докинг исследуемых и референсных лигандов: значения 
docking score, ккал/моль

Table 1

Docking of the studied and reference ligands: docking score 
values, kcal/mol

Лиганд σ1-рецептор
NMDA-
рецептор

AMPA-
рецептор

ADK-1113 −7,867 −7,068 −5,868

Мемантин — −6,638 −5,752

Галоперидол −9,569 — —
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Рис. 3. Структуры ионотропных глутаматных рецепторов
Fig. 3. Structures of ionotropic glutamate receptors
Примечания: A, B — NMDA-рецептор (PDB ID: 7SAD); C, D — AMPA-рецептор (PDB ID: 9E4Y). На рисунках слева изо-
бражены исходные структуры комплексов; справа — модели фрагментов, включающих трансмембранный поровый до-
мен, использованные для докинга и МД. Для NMDA-рецептора модель включала трансмембранные участки четырёх 
субъединиц GluN1/GluN2B: цепей A и C GluN1 и цепей B и D GluN2B. Для AMPA-рецептора модель включала трансмем-
бранные участки четырёх субъединиц GluA2: цепей A–D. В сайтах связывания показан референсный лиганд мемантин.
Notes: A, B — NMDA receptor (PDB ID: 7SAD); C, D — AMPA receptor (PDB ID: 9E4Y). The panels on the left show the original 
structures of the complexes; the panels on the right show models of fragments including the transmembrane pore domain that were 
used for molecular docking and MD. For the NMDA receptor, the model included the transmembrane regions of four GluN1/
GluN2B subunits: chains A and C of GluN1 and chains B and D of GluN2B. For the AMPA receptor, the model included the 
transmembrane regions of four GluA2 subunits: chains A–D. The reference ligand memantine is shown in the binding sites. 
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Рис. 4. Сравнение результата редокинга референсных лигандов в 
структуры рецепторов (зелёный) с кристаллической структурой 
(чёрный)
Fig. 4. Comparison of re-docking results of reference ligands into receptor 
structures (green) with their crystallographic poses (black)
Примечания: A. σ1-рецептор и галоперидол, B. NMDA-рецептор и мемантин, C. 
AMPA-рецептор и мемантин.
Notes: A. σ1-receptor and haloperidol; B. NMDA receptor and memantine;  
C. AMPA receptor and memantine.
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Рис. 5. Результаты молекулярного докинга ADK-1113
Fig. 5. Molecular docking results of ADK-1113
Примечания: A, B — комплекс с σ1-рецептором; C, D — комплекс с NMDA-рецептором; E, F — комплекс с 
AMPA-рецептором. Слева показаны структуры комплексов рецептор–лиганд, справа — диаграммы межмо-
лекулярных взаимодействий. 
Notes: A, B — σ1-receptor complex; C, D — NMDA receptor complex; E, F — AMPA receptor complex. The left panels 
show receptor–ligand complexes, and the right panels show diagrams of intermolecular interactions. 
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π–катионным взаимодействием с Tyr103. Ароматиче-
ская часть молекулы локализуется в более полярной 
области связывающей полости между β-листами, 
окружённой остатками Phe107, Ser117, Tyr120, Ile214, 
Asp126 и His154, и дополнительно стабилизируется 
π–π-стекингом с Phe107.

В NMDA-рецепторе адамантановый фрагмент 
ADK-1113 ориентирован в сторону выхода из транс-
мембранного домена и окружён остатками Leu643, 
Ala644 и Thr647 цепи B (рис. 5C). Ароматическая часть 
лиганда направлена вглубь домена, в область с более 
полярным окружением (рис. 5D). Протонированный 
атом азота лиганда расположен вблизи остатка Asn615 
цепи B; геометрия этого контакта соответствует воз-
можному образованию водородной связи.

В AMPA-рецепторе ADK-1113 занимает относи-
тельно плоское положение в связывающем сайте, без 
выраженной ориентации отдельных фрагментов лиганда 
вдоль оси поры (рис. 5E). Адамантановый фрагмент 
располагается в области с умеренно полярным окру-
жением, сформированной остатками Ile613, Ser614 и 
Thr617 цепи A, а также Thr617 цепи B (рис. 5F). Гибкий 
линкер ориентирован таким образом, что его гетероато-
мы — катионный атом азота, атом серы и атомы азота 
бензимидазольного фрагмента — направлены в сторону 
более полярной части связывающей полости. Дополни-
тельно в докинговой позе наблюдается контакт между 
протонированным атомом азота бензимидазольного 
фрагмента и остатком Gln586 цепи B, геометрия которого 
соответствует возможной водородной связи.

Рис. 6. Анализ стабильности и взаимодействий комплекса σ1-рецептора с ADK-1113 по результа-
там молекулярной динамики
Fig. 6. Analysis of the stability and interactions of the σ1-receptor — ADK-1113 complex based on molecular 
dynamics results
Примечания: A — сравнение комплекса: результат докинга (серый) и структура после 200 нс МД (голубой); B — RMSD ре-
цептора и лиганда; C — гистограмма взаимодействий в комплексе.
Notes: A — comparison of the complex: docking pose (gray) and structure after 200 ns of molecular dynamics (blue); B — RMSD of 
the receptor and ligand; C — interaction histogram for the complex.
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Рис. 7. Анализ стабильности и взаимодействий комплекса NMDA-рецептора с
ADK-1113 по результатам молекулярной динамики
Fig. 7. Analysis of the stability and interactions of the NMDA-receptor — ADK-1113 complex based on 
molecular dynamics results
Примечания: A — сравнение комплекса: результат докинга (серый) и структура после 200 нс МД (голубой); B — RMSD ре-
цептора и лиганда; C — гистограмма взаимодействий в комплексе.
Notes: A — comparison of the complex: docking pose (gray) and structure after 200 ns of molecular dynamics (blue); B — RMSD of 
the receptor and ligand; C — interaction histogram for the complex.

Далее в рамках настоящего исследования были выпол-
нены молекулярно-динамические симуляции комплексов. 

В случае σ1-рецептора в ходе молекулярной динамики 
наблюдается сохранение исходной ориентации лиганда 
(рис. 6A). Адамантановый фрагмент остаётся локализо-
ванным в гидрофобной межспиральной области, сфор-
мированной остатками Met93, Leu95, Leu182, Thr181, 
Thr202 и Tyr206. Протонированный атом азота лиганда 
стабильно участвует в π-катионном взаимодействии 
с Tyr103, что сохраняется на протяжении траектории. 
Ароматическая часть молекулы удерживается в более 
полярной области между β-листами, где дополнительно 
стабилизируется π–π-взаимодействием с Phe107. Про-
филь RMSD лиганда характеризуется быстрым выходом 
на плато и невысокими значениями, достигающими  
≈ 0,15–0,25 нм, тогда как RMSD белка стабилизируется  

в диапазоне ≈ 0,20–0,30 нм (рис. 6B). Это свидетельствует 
о высокой стабильности комплекса и устойчивом удер-
жании лиганда в связывающем сайте. Для наглядности 
совокупность описанных взаимодействий представлена 
на рисунке 6C в виде распределения интенсивности 
взаимодействий по аминокислотным остаткам.

В комплексе NMDA-рецептора с ADK-1113 по 
результатам молекулярной динамики наблюдаются 
заметные отклонения от исходной докинговой позы  
(рис. 7A). Несмотря на сохранение общего положения 
лиганда в канале, происходит его частичная переориента-
ция. Анализ RMSD (рис. 7B) показывает, что как лиганд, 
так и белок характеризуются повышенной подвижностью. 
RMSD лиганда быстро возрастает в начальной стадии 
траектории и далее колеблется в диапазоне ≈ 0,5–0,6 нм. 
При этом RMSD белка демонстрирует постепенное 
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Рис. 8. Анализ стабильности и взаимодействий комплекса AMPA-рецептора с
ADK-1113 по результатам молекулярной динамики
Fig. 8. Analysis of the stability and interactions of the AMPA-receptor — ADK-1113 complex based on 
molecular dynamics results
Примечания: A — сравнение комплекса: результат докинга (серый) и структура после 200 нс МД (голубой); B — RMSD ре-
цептора и лиганда; C — гистограмма взаимодействий в комплексе.
Notes: A — comparison of the complex: docking pose (gray) and structure after 200 ns of molecular dynamics (blue); B — RMSD of 
the receptor and ligand; C — interaction histogram for the complex.

увеличение на протяжении всей симуляции, достигая 
значений ≈ 0,6 нм к концу траектории, без выхода на 
чёткое плато. Такое поведение указывает на наличие мед-
ленных конформационных перестроек белка и в целом 
менее стабильный характер комплекса по сравнению с 
σ1-рецептором. Согласно анализу распределения взаи-
модействий (рис. 7C), наиболее значимыми являются 
контакты с остатками Val613 (цепи C и D). Контакт с 
Asn615, выявленный также в докинговой позе, может 
соответствовать водородной связи с участием протони-
рованного атома азота лиганда.

В комплексе AMPA-рецептора с ADK-1113 в ходе 
молекулярной динамики наблюдается изменение ис-
ходной докинговой позы лиганда (рис. 8A). При этом 
лиганд сохраняет общее положение в пределах связы-
вающего сайта, однако происходит переориентация его 

отдельных фрагментов, в первую очередь гибкого линкера 
и ароматической части. Анализ RMSD (рис. 8B) пока-
зывает, что после начального участка траектории RMSD 
лиганда стабилизируется в диапазоне ≈ 0,25–0,35 нм, что 
указывает на сохранение его положения в связывающем 
сайте. RMSD белка возрастает до ≈ 0,5–0,6 нм и далее 
остаётся в пределах этого диапазона, что указывает на 
отсутствие дальнейшей выраженной дестабилизации 
системы. В целом значения RMSD ниже, чем в случае 
NMDA-рецептора. Согласно анализу распределения 
взаимодействий (рис. 8C), наиболее значимыми явля-
ются контакты с остатками Gln586 (всех четырёх цепей), 
остатком Ser614 цепи B и Thr617 цепи C. Контакт с Gln586 
цепи B, выявленный также в докинговой позе, может 
соответствовать водородной связи с участием протони-
рованного атома азота бензимидазольного фрагмента. 



¹ 2. 2026 13 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

МЕДИЦИНСКАЯ ХИМИЯ
MEDICAL CHEMISTRY 

Расчёты свободной энергии связывания методом 
MM/PBSA показали, что среди исследованных ком-
плексов наиболее отрицательные значения ΔG на-
блюдаются для комплекса ADK-1113 с σ1-рецептором 
(рис. 9). На протяжении анализируемого участка тра-
ектории значения ΔG для данного комплекса на-
ходились преимущественно в диапазоне от −60 до  
−70 ккал/моль, со средним значением около  
−65 ккал/моль, что указывает на наиболее термо-
динамически выгодное связывание лиганда с этой 
мишенью. Для комплекса с NMDA-рецептором зна-
чения свободной энергии связывания были менее 
отрицательными и варьировали приблизительно 
от −35 до −47 ккал/моль, составляя в среднем око-
ло −40 ккал/моль. Это соответствует промежуточ-
ной стабильности комплекса по сравнению с σ1- и 
AMPA-рецепторами. Наименее выгодные значения ΔG 
были получены для комплекса с AMPA-рецептором: 
они находились преимущественно в диапазоне от  
−22 до −32 ккал/моль, со средним значением около 
−27 ккал/моль. Таким образом, данные MM/PBSA 
подтверждают выраженное преимущество связывания 
ADK-1113 с σ1-рецептором, тогда как взаимодействие 
с NMDA-рецептором характеризуется умеренной, а с 
AMPA-рецептором — наименьшей термодинамиче-
ской стабильностью.

Заключение / Conclusion

Результаты проведённого исследования показы-
вают, что ADK-1113 способен формировать комплек-
сы со всеми рассмотренными рецепторами — σ1-, 
NMDA- и AMPA-рецепторами. Это согласуется с 
результатами молекулярного докинга и с сохранением 
лиганда в пределах связывающих сайтов в ходе моле-

кулярно-динамического моделирования. При этом 
наибольшая стабильность комплекса наблюдается 
для σ1-рецептора, что согласуется с наиболее отри-
цательными значениями свободной энергии связы-
вания, полученными методом MM/PBSA. Комплекс с 
NMDA-рецептором характеризуется промежуточной 
стабильностью, тогда как для AMPA-рецептора полу-
чены наименее выгодные значения энергии связывания.

Таким образом, ADK-1113 можно рассматривать 
как соединение с потенциальной мультитаргетной 
активностью, способное взаимодействовать с несколь-
кими компонентами нейромедиаторных систем. Это 
делает его перспективным объектом для дальнейших 
исследований, направленных на уточнение функцио-
нальной активности и оптимизацию селективности. 
Следует отметить, что полученные результаты, осно-
ванные на моделировании in silico, требуют дальней-
шего экспериментального подтверждения.

Ограничения исследования / Study limitations

Настоящее исследование выполнено с использова-
нием методов молекулярного моделирования, поэтому 
полученные результаты следует рассматривать как 
предварительную оценку возможного взаимодействия 
ADK-1113 с σ1-, NMDA- и AMPA-рецепторами, а 
не как прямое экспериментальное подтверждение 
его механизма действия. Кроме того, использование 
усечённых структурных моделей рецепторов и прибли-
жённого метода MM/PBSA не позволяет полностью 
учитывать нативное мембранное окружение, конфор-
мационную динамику белков и все энергетические 
вклады, что требует дальнейшей экспериментальной 
проверки полученных данных.

Рис. 9. Зависимость свободной энергии 
связывания (ΔG) комплексов ADK-1113 
с σ1-, NMDA- и AMPA-рецепторами от 
времени по данным молекулярной ди-
намики, рассчитанная методом MM/
PBSA
Fig. 9. Time dependence of binding free 
energy (ΔG) for ADK-1113 complexes with 
σ1, NMDA, and AMPA receptors obtained 
from molecular dynamics simulations and 
calculated using the MM/PBSA method
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Хроматографическое определение родственных  
примесей в субстанции оригинального соединения  

с противоэпилептической активностью ГИЖ-298:  
разработка и валидация методики

Подгорнова В. А., Сергеева М. С., Грушевская Л. Н., Кузнецов Д. Н., Дорофеев В. Л.
 ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  

Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Актуальность. Для внедрения в медицинскую практику нового оригинального соединения под шифром ГИЖ-298, обладающего выраженной 

противосудорожной активностью в экспериментах in vivo, требуется проведение его всесторонней фармацевтической разработки. Одним из её 
ключевых этапов, обеспечивающим качество, безопасность и эффективность будущего лекарственного средства, является разработка методик 
контроля родственных примесей.

Цель работы. Разработка и валидация методики определения родственных примесей в субстанции нового оригинального противосудорожного 
соединения ГИЖ-298 методом ВЭЖХ-УФ.

Материалы и методы. Исследования выполнены на опытных образцах субстанции ГИЖ-298, а также на исходных, промежуточных и побочном 
продуктах её синтеза. Хроматографическое разделение проведено на жидкостном хроматографе Infinity 1260 (Agilent Technologies, США), оснащён-
ном спектрофотометрическим детектором с переменной длиной волны, программное обеспечение Agilent OpenLAB CDS ChemStation. Стрессовые 
исследования для оценки специфичности проведены в условиях воздействия 0,1 М раствора HCl, 0,1 М раствора NaOH, 3 % раствора H₂O₂, а также 
при воздействии светового излучения в камере ATLAS SUNTEST CPS+ с системой охлаждения ATLAS SunCool (ATLAS MTT, США).

Результаты. Разработана методика определения родственных примесей в субстанции ГИЖ-298 методом ВЭЖХ-УФ на колонке BDS Hypersil C18  
250 мм × 4,6 мм, 5 мкм (Agilent Technologies, США). Состав подвижной фазы: смесь 0,02 М раствора дикалия гидрофосфата с рH 7,45±0,05, ацетони-
трила и метанола (250:100:100). Методика валидирована по следующим характеристикам: специфичность, линейность, предел обнаружения, предел 
количественного определения правильность и прецизионность (сходимость). Методика позволяет обнаруживать как известные технологические 
примеси на уровне 0,05 % и ниже, так и примеси, образующиеся в процессе гидролиза, окисления и фотодеструкции субстанции ГИЖ-298.

Заключение. Разработанная методика может быть использована для оценки содержания родственных примесей в фармацевтической субстанции 
ГИЖ-298 и лекарственных препаратах на её основе.

Ключевые слова: ГИЖ-298; родственные примеси; валидация; высокоэффективная жидкостная хроматография; ВЭЖХ
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Chromatographic determination of related substances in the original antiepileptic compound GIZH-298 substance: development  
and validation of a method

Valeriya A. Podgornova, Mariya S. Sergeeva, Lyubov N. Grushevskaya, Dmitry N. Kuznetsov, Vladimir L. Dorofeev
Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 
Introduction. For the introduction into medical practice of the new original compound codenamed GIZH-298, which exhibits pronounced anticonvulsant 

activity in in vivo experiments, comprehensive pharmaceutical development is required. One of its key stages ensuring the quality, safety, and efficacy of 
the future drug product is the development of methods for the related substances control.

Objective. Development and validation of a related substances determination method for the new original anticonvulsant compound GIZH-298 substance 
by HPLC-UV.

Materials and methods. The studies were performed on pilot samples of the GIZH-298 substance, as well as on the starting, intermediate, and by-
products of its synthesis. Chromatographic separation was carried out on an Infinity 1260 liquid chromatograph (Agilent Technologies, USA) equipped with 
a variable wavelength spectrophotometric detector, using Agilent OpenLAB CDS ChemStation software. Stress studies to assess specificity were conducted 
under exposure to 0.1 M HCl, 0.1 M NaOH, 3 % H₂O₂, as well as under light exposure in an ATLAS SUNTEST CPS+ chamber with an ATLAS SunCool cooling 
system (ATLAS MTT, USA).

Results. A related substances determination method in the GIZH-298 substance by HPLC-UV was developed using a BDS Hypersil C18 column (250 mm × 4.6 mm, 
5 μm, Agilent Technologies, USA). Mobile phase: 0.02 M dipotassium hydrogen phosphate solution (pH 7.45±0.05), acetonitrile and methanol (250:100:100). 
Validated covered specificity, linearity, detection limit, quantitation limit, accuracy, and precision (repeatability). The method detects known process-related 
impurities at the level of 0.05 % and below, as well as impurities formed during hydrolysis, oxidation, and photodegradation.

Conclusions. The developed method is suitable for assessing related substances in the GIZH-298 pharmaceutical substance and its drug products.

Keywords: GIZH-298; related substances; validation; high performance liquid chromatography; HPLC
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Введение / Introduction

По оценкам ВОЗ, эпилепсия остаётся одним из 
самых распространённых неврологических заболева-
ний в мире (болезнью страдают около 50 миллионов 
человек всех возрастов по всему миру) и занимает 
четвёртое место по распространённости после ми-
грени, инсульта и деменции, вызванной болезнью 
Альцгеймера [1, 2]. Примерно у половины людей  
с эпилепсией имеются сопутствующие соматиче-
ские или психические заболевания. Наличие у людей  
с эпилепсией сопутствующей патологии сопряжено  
с ухудшением состояния здоровья, увеличением по-
требностей в оказании медицинской помощи, сни-
жением качества жизни и усугублением социальной 
изоляции. К наиболее распространённым сопутствую-
щим психическим заболеваниям относятся депрессия 
(23 %) и тревожные состояния (20 %) [1].

Таким образом, одним из перспективных направ-
лений в разработке новых противоэпилептических 
средств является создание лекарственных препаратов, 
обладающих дополнительными фармакологически-
ми эффектами, такими как улучшение когнитивных 
функций и снижение уровня тревожности у пациентов.

В рамках исследований, направленных на поиск и 
создание новых лекарственных средств с противосу-
дорожной активностью, проводимых в ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и 
фармацевтических технологий», было синтезировано 

соединение под шифром ГИЖ-298. По химическому 
строению ГИЖ-298 относится к группе диалкилами-
ноалкильных производных оксимов бензоилпириди-
нов и представляет собой Z-О-2-морфолиноэтилоксим 
4-бензоилпиридина оксалат (рис. 1) [3]. В доклини-
ческих экспериментах in vivo продемонстрирована 
его выраженная противосудорожная активность в 
широком наборе моделей, а также анксиолитические 
свойства [3–7], что позволяет рассматривать данное 
соединение в качестве перспективного кандидата для 
дальнейшей фармацевтической разработки. При этом 
путь от синтезированной молекулы до лекарственного 
препарата требует решения целого комплекса задач, 
среди которых одно из ключевых мест занимает обе-
спечение надлежащего уровня качества фармацевти-
ческой субстанции. В соответствии с требованиями 
отечественной и международной нормативной право-
вой документации в фармацевтических субстанциях 
и лекарственных препаратах должен осуществляться 
контроль родственных примесей [8–10], поскольку 
присутствие посторонних веществ в лекарственных 
средствах может оказывать влияние на их терапевти-
ческую эффективность и безопасность.

Цель / Objective

Цель настоящего исследования — разработка и 
валидация аналитической методики определения 
родственных примесей, обеспечивающей контроль 

For citations:
Podgornova VA, Sergeeva MS, Grushevskaya LN, Kuznetsov DN, Dorofeev VL. Chromatographic determination of related substances in the original antiepileptic com-
pound GIZH-298 substance: development and validation of a method. Farmakokinetika i farmakodinamika = Pharmacokinetics and pharmacodynamics. 2026;(2):17–29. 
(In Russ). https://doi.org/10.37489/2587-7836-2026-2-17-29. EDN: CXATFU
Received: 05.06.2026. Revision received: 15.06.2026. Accepted: 25.06.2026. Published: 30.06.2026.

Рис. 1. Схема синтеза субстанции ГИЖ-298
Fig. 1. GIZH-298 substance synthesis route
Источник: рисунок подготовлен авторами на основании [3].
Source: the figure was prepared by the authors based on [3].
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исходных, промежуточных и побочных продуктов 
синтеза, а также потенциальных продуктов деструк-
ции в субстанции ГИЖ-298 с помощью метода вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии с УФ-
детектированием (ВЭЖХ-УФ).

Материалы и методы / Materials and methods

Материалы / Materials. Исследования выполнены 
на опытных образцах субстанции ГИЖ-298, синте-
зированных в лаборатории тонкого органического 
синтеза отдела химии лекарственных средств ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий» (руководитель 
отдела — д. х. н. Г. В. Мокров).

Согласно схеме синтеза [3] (рис. 1) в качестве 
веществ-свидетелей при разработке методики исполь-
зовали 4-бензоилпиридин (Macklin, кат. № B685447), 
хлорэтилморфолина гидрохлорид (Macklin, кат.  
№ 888351), а также Z-оксим 4-бензоилпиридина и 
побочный продукт синтеза субстанции ГИЖ-298 — 
E-О-2-морфолиноэтилоксим 4-бензоилпиридина 
оксалат (Е-ГИЖ-298), синтезированные в лабора-
тории тонкого органического синтеза отдела химии 
лекарственных средств ФГБНУ «ФИЦ оригинальных 
и перспективных биомедицинских и фармацевтиче-
ских технологий».

При разработке методики были использованы 
следующие реактивы: ацетонитрил (для ВЭЖХ (for 
UV, IR, HPLC, ACS), AppliChem, Германия), метанол 
(для ультраградиентной ВЭЖХ ((ultra) gradient HPLC 
grade for liquid), Baker, США), дикалия гидрофосфат 
безводный (≥ 99,0 %, Sigma-Aldrich, Германия), калия 
дигидрофосфат (extra pure, Pharmpur, Scharlau, Испа-
ния), кислота ортофосфорная 85 % (Orthophosphoric 
acid 85 % for analysis, EMSURE, ACS, ISO, Reag. Ph 
Eur, Supelco, Швейцария), кислота соляная, ХЧ, ГОСТ 
3118-77; натрия гидроокись, ЧДА, ГОСТ 4328-77, 
водорода пероксид, ХЧ, ГОСТ 10929-76.

Методы / Methods. Хроматографическое разде-
ление ГИЖ-298, его технологических примесей и 
продуктов деструкции выполнено на жидкостном 
хроматографе Infinity 1260 (Agilent Technologies, США), 
оснащённом спектрофотометрическим детектором 
с переменной длиной волны, программное обеспе-
чение Agilent OpenLAB CDS ChemStation. В работе 
использованы стальные хроматографические ко-
лонки, заполненные октадецилсилильным сили-
кагелем (С18) — BDS Hypersil C18 250 мм × 4,6 мм,  
5 мкм (Agilent Technologies, США) и Zorbax SB-C18 
StableBond Analytical 250 мм × 4,6 мм, 5 мкм, (Agilent 
Technologies, США), а также подвижные фазы, вклю-
чавшие ацетонитрил, метанол и фосфатные буферные 
растворы со значениями рН 2,00–7,50.

УФ-спектры исследуемых веществ регистрировали 
на спектрофотометре Unico 2804 (United Products and 
Instruments, США), измерения проводили в кварцевых 

кюветах марки Hellma Analytics (QS) с толщиной слоя 
10 мм (Hellma GmbH & Co. KG, Германия).

Разрабатываемая методика количественного 
определения родственных примесей в субстанции 
ГИЖ-298 была валидирована в соответствии с ОФС 
«Валидация аналитических методик» (ГФ РФ XV 
издания ОФС.1.1.0012) по показателям специфич-
ность, линейность, предел обнаружения (ПО), предел 
количественного определения (ПКО), правильность 
и прецизионность [11].

Для оценки специфичности разработанной ме-
тодики в отношении потенциальных продуктов де-
струкции субстанция ГИЖ-298 была подвергнута 
принудительной деградации под воздействием 0,1 М 
растворов хлористоводородной кислоты и гидроксида 
натрия, а также 3 % раствора пероксида водорода. 
Пробы выдерживали при температуре 70 оС в сушиль-
ном шкафу Binder FD 53 (Binder, Германия) в течение  
24 часов. Параллельно аналогичным образом готовили 
соответствующие холостые растворы.

Воздействие на субстанцию светового излучения 
оценивали в испытательной камере светочувстви-
тельности ATLAS SUNTEST CPS+ (ксеноновая лам-
па, стандарт ID 65) с системой охлаждения ATLAS 
SunCool (ATLAS MTT, США) в условиях общей све-
товой экспозиции 3,6 млн лк-ч и энергетической 
экспозиции в ближней ультрафиолетовой области — 
1140 Вт ⋅ ч/м2, что соответствовало троекратному пре-
вышению светового воздействия в подтверждающих 
условиях оценки фотостабильности согласно регу-
ляторным требованиям [12, 13]. Температура внутри 
камеры не превышала 30 °С.

Оценку правильности и прецизионности (схо-
димости) разработанной методики проводили на 
модельных смесях субстанции ГИЖ-298 и известных 
технологических примесей на трёх уровнях концентра-
ции (контролируемый предел (0,05 %), предполагае-
мая норма спецификации и 120 % от предполагаемой 
нормы спецификации). Для каждого уровня концен-
трации были приготовлены по три модельных смеси.

Исходные растворы технологических примесей 
были приготовлены отдельно в метаноле, а затем 
в соответствующих объёмах добавлены к навескам 
субстанции ГИЖ-298 перед растворением в под-
вижной фазе.

Определение содержания технологических при-
месей в модельных смесях проводили с применением 
внешнего стандарта — раствора каждой из примесей, 
а также раствора ГИЖ-298 с учётом отклика детектора 
для каждой из примесей (поправочных коэффици-
ентов). Поправочные коэффициенты для каждой 
из примесей рассчитывали непосредственно перед 
каждым испытанием путём хроматографирования 
стандартного раствора, содержащего ГИЖ-298 и 
технологические примеси.

В образце субстанции ГИЖ-298, используемом в 
данном валидационном эксперименте, присутство-
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вали неидентифицированная примесь со временем 
удерживания, близким ко времени удерживания 
Z-оксима 4-бензоилпиридина, в содержании менее 
контролируемого предела, а также примесь Е-изомера 
в содержании 0,22 %.

При определении правильности методики со-
держание этих примесей влияло на открываемость, 
соответственно, оно было учтено при расчётах. Для 
пиков Z-оксима 4-бензоилпиридина и Е-изомера 
рассчитывалась «исправленная» площадь пика исходя 
из значений, полученных при хроматографировании 
контрольного образца — раствора ГИЖ-298 без до-
бавления технологических примесей.

Результаты и их обсуждение / Results and 
discussion

В качестве подвижных фаз при разработке мето-
дики использовали различные смеси ацетонитрила, 
метанола и фосфатных буферных растворов со зна-
чениями рН от 2,00 до 7,50 в изократическом режиме 
элюирования. Проведённые исследования показали, 
что в двухкомпонентных подвижных фазах на основе 
фосфатного буферного раствора с рН в диапазоне от 
2,01 до 2,35 в смеси с ацетонитрилом или метанолом 
элюирование ГИЖ-298 происходило слишком быстро 
за счёт ионизации (протонирования основных центров) 
молекулы ГИЖ-298 в кислых средах и, соответствен-
но, её неудовлетворительным временем удерживания. 
Использование двухкомпонентных подвижных фаз с 
фосфатным буферным раствором с рН 7,45 в смеси с 
ацетонитрилом или метанолом напротив приводило 

к увеличению времени удерживания ГИЖ-298 что 
обусловлено образованием его нейтральной формы 
(основания), наблюдалось разделение с примесями, 
однако в двухкомпонентных смесях с метанолом сим-
метрия пика ГИЖ-298 резко ухудшалась.

Удовлетворительного разделения всех исследуемых 
соединений, а также неидентифицированных при-
месей, содержащихся в субстанции ГИЖ-298, уда-
лось добиться при выполнении хроматографического 
анализа на колонке BDS Hypersil C18 250 × 4,6 мм, 
5 мкм, в подвижной фазе состава: 0,02М раствора 
дикалия гидрофосфата (рН 7,45±0,05) — метанол — 
ацетонитрил (250:100:100 по объёму); рН раствора 
дикалия гидрофосфата до нужного значения доводили 
ортофосфорной кислотой концентрированной. Ско-
рость потока подвижной фазы составила 1,3 мл/мин, 
температура термостата колонки — 25 °С.

В разработанных хроматографических услови-
ях время удерживания ГИЖ-298 составляло около 
14 мин, а примесей Z-оксима 4-бензоилпиридина, 
4-бензоилпиридина и Е-ГИЖ-298 — около 6 мин,  
7,5 мин и 12,5 мин соответственно (рис. 2), усред-
нённые параметры хроматографического разделения 
приведены в табл. 1.

Выбор аналитической длины волны осуществляли 
на основании спектральных характеристик ГИЖ-
298 и его примесей: совпадение областей наиболее 
интенсивного поглощения электромагнитного излу-
чения растворов изучаемых соединений в выбранной 
подвижной фазе наблюдалось в диапазоне от 205 до 
220 нм, в качестве аналитической длины волны была 
выбрана длина волны 210 нм (рис. 3). 

Рис. 2. Хроматограмма модельного раствора субстанции ГИЖ-298 (1) и примесей синтеза 
(2 — примесь Е-ГИЖ-298, 4 — примесь Z-оксим 4-бензоилпиридина, 5 — примесь 4-бен-
зоилпиридина, 3 — пик щавелевой кислоты)
Fig. 2. Chromatogram of a GIZH-298 (1) solution spiked with process impurities (2 — impurity 
E-GIZH-298, 4 — impurity Z-oxime of 4-benzoylpyridine, 5 — impurity 4-benzoylpyridine, 3 — 
oxalic acid peak)
Примечания: Концентрация ГИЖ-298 в испытуемом растворе 1 мг/мл, концентрация технологических примесей — 
0,01 мг/мл (1 % от содержания основного вещества). Рисунок подготовлен авторами.
Note: Concentration of GIZH-298 in the test solution is 1 mg/mL, concentration of process impurities is 0.01 mg/mL (1 % 
of the main substance content). The figure is prepared by the authors.
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Таблица 1

Параметры хроматографического разделения, ПО и ПКО ГИЖ-298 и технологических примесей

Table 1

Chromatographic separation parameters, limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ) of GIZH-298 and process impurities

Соединение
Время удержи-

вания
(RT), мин

Относительное 
время удержива-

ния,
(RRT)

Разрешение 
соседних пар 

(Rs)

Фактор 
асимметрии 

пика (As)
ПО, мкг ПКО, мкг

Z-оксим 
4-бензоилпиридина 5,42 0,37±0,02 – 1,17±0,01 0,00003 0,00005

4-бензоилпиридин 7,20 0,50±0,02 7,95 1,18±0,01 0,00003 0,00005

Е-ГИЖ-298 12,40 0,85±0,02 14,4 1,08±0,01 0,00005 0,00015

ГИЖ-298 14,50 1 4,97 1,01±0,02 0,00005 0,00015
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.

Как видно на рис. 3, поглощение электромагнит-
ного излучения в рабочей УФ-области раствором хлор-
этилморфолина, вследствие отсутствия хромофоров 
в его молекуле, было крайне незначительным, из-за 
чего было принято решение разрабатывать отдельную 
методику ТСХ для определения данной примеси. 

Практическая идентичность УФ-спектров рас-
творов соли и основания ГИЖ-298 в эквивалентных 
концентрациях свидетельствует об отсутствии влияния 
оксалат-иона на поглощение, что позволяет исполь-
зовать длину волны 210 нм для испытания (рис. 4).

Линейная зависимость площадей пиков ГИЖ-298 
и его примесей от концентраций их растворов при 
длине волны 210 нм была подтверждена в диапазоне 
от 0,0005 до 0,02 мг/мл. Коэффициенты корреля-

ции для всех соединений превышали 0,9999 (рис. 5). 
Пределы обнаружения и пределы количественного 
определения были установлены экспериментально 
из соотношения сигнал/шум не менее 3:1 и не менее 
10:1, соответственно (табл. 1).

На основании полученных результатов оценки 
линейности, ПО и ПКО технологических примесей 
и ГИЖ-298 была выбрана рабочая концентрация ис-
пытуемого раствора ГИЖ‑298, равная 1 мг/мл, обеспе-
чивающая обнаружение известных технологических 
примесей в анализируемой пробе на уровне 0,05 % 
(контролируемый предел ГФ РФ XV издания) и ниже.

Специфичность выбранных хроматографиче-
ских условий в отношении потенциальных продук-
тов деструкции субстанции ГИЖ‑298 подтверждена 

Рис. 3. УФ-спектры поглощения растворов субстанции ГИЖ-298 и исследуемых примесей в под-
вижной фазе
Fig. 3. UV absorption spectra of GIZH-298 substance solutions and the studied impurities in the mobile 
phase
Источник: рисунок подготовлен авторами.
Source: the figure is prepared by the authors.
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Рис. 4. УФ-спектры поглощения растворов субстанции соли ГИЖ-298 оксалата и основания ГИЖ-298 
в подвижной фазе
Fig. 4. UV absorption spectra of GIZH-298 oxalate and GIZH-298 base solutions in the mobile phase
Источник: рисунок подготовлен авторами.
Source: the figure is prepared by the authors.

Рис. 5. Зависимость площади пика от концентрации испытуемых растворов ГИЖ-298 и его технологи-
ческих примесей
Fig. 5. Linearity of peak area vs concentration for GIZH-298 and its process impurities
Источник: рисунок подготовлен авторами.
Source: the figure is prepared by the authors.
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в исследованиях принудительной деградации при 
воздействии 0,1 М раствора хлористоводородной 
кислоты, гидроксида натрия, 3 % пероксида водо-
рода, а также при воздействии светового излучения. 
Репрезентативные хроматограммы при проведении 
стресс-испытаний представлены на рис. 6.

По результатам хроматографического анализа 
после воздействия 0,1 М раствора хлористоводород-
ной кислоты наблюдалось увеличение содержания 
Е-изомера до 1,39 % по сравнению с исходным об-
разцом субстанции (содержание Е-ГИЖ-298 0,34 %). 
Также в испытуемом образце появлялась дополнитель-
ная примесь с tотн 0,52 (по относительному времени 
удерживания соответствующая примеси 4-бензоил-
пиридина, см. табл. 1) в содержании 2,90 %.

В пробе, подвергшейся воздействию 0,1 М рас-
твора натрия гидроксида, содержание Е-ГИЖ-298 
за время эксперимента практически не изменилось 
по сравнению с контрольным образцом субстанции, 
новых примесей обнаружено не было.

При хроматографическом анализе раствора ГИЖ-298 
после воздействия 3 % раствором пероксида водорода  
в указанных выше условиях наблюдалась выраженная 

деструкция соединения с образованием основного 
продукта деградации с tотн 0,31 в содержании 58,86 %. 
Также в испытуемой пробе были обнаружены: при-
месь с tотн 0,38 в содержании 0,39 %, примесь с tотн 0,52 
(предположительно примесь 4-бензоилпиридина)  
в содержании 0,17 % и ряд других неидентифици-
рованных примесей, содержание Е-изомера прак-
тически не изменилось. Сумма примесей составила 
64,02 %.

При световом воздействии на порошок субстанции 
ГИЖ-298 в твёрдом виде в условиях стрессовых иссле-
дований фотостабильности наблюдалось значительное 
увеличение содержания примеси, соответствующей 
по относительному времени удерживания примеси 
Е-ГИЖ-298, с 0,34 % до 16,70 % что вероятнее всего 
связано с протеканием процесса интенсивной фото-
изомеризации.

Полученные результаты свидетельствуют о до-
статочной селективности разрабатываемой методики 
не только в отношении примесей синтеза субстанции 
ГИЖ-298, но и в отношении продуктов его деструк-
ции, и позволяют сделать вывод о специфичности 
разрабатываемой методики.

Рис. 6. Хроматограммы исходного испытуемого раствора субстанции ГИЖ-298 (а), испытуемых рас-
творов после воздействия при температуре 70 °С в течение суток 0,1 М раствора HCl (б), 0,1 М раствора 
NaOH (в), 3 % раствора H2O2 (г), светового излучения (д)
Fig. 6. Chromatograms of the initial test solution of the substance GIZH-298 (a), test solutions after exposure at 
70 °C for 24 hours to 0,1 M HCl (b), 0,1 M NaOH (c), 3% H2O2 (d), and light exposure (e)
Источник: рисунок подготовлен авторами.
Source: the figure is prepared by the authors.
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Определение правильности и прецизионности 
(сходимости) разработанной методики проведено на 
модельных смесях ГИЖ-298 (концентрация 1 мг/мл) 
и каждой из примесей на трёх уровнях концентра-
ций. Для примесей оксима 4-бензоилпиридина и 
4-бензоилпиридина правильность и сходимость ре-
зультатов оценивали на уровнях 0,05 % (концен-
трация примесей около 0,0005 мг/мл), 0,15 % (кон-
центрация примесей около 0,0015 мг/мл), 0,18 % 
(концентрация примесей около 0,0018 мг/мл). В слу-
чае Е-ГИЖ-298 предполагаемая норма специфика-
ции была расширена до 0,5 %, на основании данных 

токсикологических исследований, проведённых в 
отделе лекарственной токсикологии ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских  
и фармацевтических технологий» (руководитель от-
дела — к. б. н. А. К. Жанатаев), а также фактических 
результатов определения содержания данной при-
меси в опытных образцах субстанции ГИЖ-298. 
Соответственно исследуемые уровни концентрации 
составляли 0,05 % (концентрация 0,0005 мг/мл),  
0,5 % (концентрация 0,005 мг/мл) и 0,6 % (кон-
центрация 0,006 мг/мл). Полученные данные и их 
статистическая обработка представлены в табл. 2 и 3.

Таблица 2

Результаты оценки правильности и сходимости методики на модельных растворах ГИЖ-298 и примесей с применением внешнего 
стандарта

Table 2

Results of evaluating the accuracy and precision of the method on GIZH-298 solutions spiked with impurities using an external standard

Содержание в % от 
концентрации исп. 

раствора

Взято*, г 
(m1)

Найдено**, г 
(m2)

Абсолютная 
ошибка (А),

(m2 – m1)

Относительная 
ошибка 

А × 100/m1

Найдено, % Метрологические
характеристики

Z-оксим 4-бензоилпиридина
0,05 % 0,0200 0,0191 −0,0009 −4,5 95,5 Хср = 98,17 %

SD = 1,93
RSD = 1,97 %
ΔХ = 1,49
ε = 1,52 %
tвыч. = 2,84
tтабл. = 2,31
δ = 1,83

0,05 % 0,0200 0,0192 −0,0008 −4 96
0,05 % 0,0200 0,0191 −0,0009 −4,5 95,5
0,15 % 0,0203 0,0202 −0,0001 −0,5 99,5
0,15 % 0,0203 0,0200 −0,0003 −1,5 98,5
0,15 % 0,0203 0,0201 −0,0002 −1 99
0,18 % 0,0183 0,0183 0 0 100
0,18 % 0,0183 0,0182 −0,0001 −0,5 99,5
0,18 % 0,0183 0,0183 0 0 100

4-бензоилпиридин
0,05 % 0,0200 0,0202 0,0002 0,8 100,8 Хср = 100,38 %

SD = 0,53
RSD = 0,53 %
ΔХ = 0,41
ε = 0,41 %
tвыч. = 2,13
tтабл. = 2,31

0,05 % 0,0200 0,0201 0,0001 0,6 100,6
0,05 % 0,0200 0,0201 0,0001 0,6 100,6
0,15 % 0,0202 0,0204 0,0002 1 101
0,15 % 0,0202 0,0203 0,0001 0,5 100,5
0,15 % 0,0202 0,0202 0 0 100
0,18 % 0,0183 0,0182 −0,0001 −0,5 99,5
0,18 % 0,0183 0,0182 −0,0001 −0,5 99,5
0,18 % 0,0183 0,0183 0 0 100

Е-ГИЖ-298
0,05 % 0,0200 0,0202 0,0002 1 101 Х

ср 
= 99,83 %

SD = 2,1
RSD = 2,1 %
ΔХ = 1,62
ε = 1,62 %
tвыч. = 0,25
tтабл. = 2,31

0,05 % 0,0200 0,0192 −0,0008 −4 96
0,05 % 0,0200 0,0194 −0,0006 −3 97
0,5 % 0,0203 0,0206 0,0003 1,5 101,5
0,5 % 0,0203 0,0205 0,0002 1 101
0,5 % 0,0203 0,0205 0,0002 1 101
0,6 % 0,0201 0,0198 −0,0003 −1,5 98,5
0,6 % 0,0201 0,0203 0,0002 1 101
0,6 % 0,0201 0,0204 0,0003 1,5 101,5

Примечания: * — масса навески каждой из примесей, взятой при приготовлении исходных растворов; ** — расчёты проведены с учётом 
всех разведений для получения испытуемой пробы. Таблица составлена авторами по собственным данным.
Notes: * — the weight of the sample of each of the impurities taken during the preparation of the initial solutions; ** — calculations were carried out 
taking into account all dilutions to obtain the test sample. The table is prepared by the authors using their own data.
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Результаты статистической обработки данных 
(табл. 2, 3) показали, что для всех технологических 
примесей, за исключением Z-оксима 4-бензоилпи-
ридина, доверительный интервал среднего значения 
включает 100 %, а рассчитанные значения критерия 
Стьюдента (tвыч) не превышают табличные (tтабл), что 
свидетельствует об отсутствии систематической по-
грешности. Таким образом, валидируемая методика 
является правильной. Для Z-оксима 4-бензоилпири-
дина выявлена систематическая погрешность (δ менее 

2 %), однако её величина не оказывает значимого 
влияния на результаты анализа [14, 15].

Относительная ошибка единичного определения 
для всех анализируемых примесей не превышает 5,0 %, 
а значение коэффициента вариации (RSD) составляет 
менее 3,5 %, что позволяет заключить об удовлетво-
рительной сходимости результатов, полученных на 
модельных смесях.

Оценку пригодности хроматографической систе-
мы было предложено проводить с применением трёх 

Таблица 3

Результаты оценки правильности и сходимости методики на модельных растворах ГИЖ-298 и примесей с применением 
поправочных коэффициентов

Table 3

Results of evaluating the accuracy and precision of the method on GIZH-298 solutions spiked with impurities using correction factors

Содержание в % 
от концентрации 

исп. раствора

Взято*, г 
(m1)

Найдено**, г 
(m2)

Абсолютная 
ошибка (А),

(m2 – m1)

Относительная 
ошибка 

А × 100/m1

Найдено, %
Метрологические
характеристики

Z-оксим 4-бензоилпиридина (поправочный коэффициент — 0,52)
0,05% 0,0200 0,0192 −0,0008 −4 96 Хср = 98,15 %

SD = 1,40
RSD = 1,42 %
ΔХ = 1,08
ε = 1,10 %
tвыч. = 3,98
tтабл. = 2,31
δ = 1,85

0,05 % 0,0200 0,0193 −0,0007 −3,5 96,5

0,05 % 0,0200 0,0193 −0,0007 −3,5 96,5

0,15 % 0,0203 0,0202 −0,0001 −0,5 99,5

0,15 % 0,0203 0,0200 −0,0003 −1,48 98,5

0,15 % 0,0203 0,0201 −0,0002 −1 99

0,18 % 0,0183 0,0182 −0,0001 −0,5 99,5

0,18 % 0,0183 0,0181 −0,0002 −1 98,9

0,18 % 0,0183 0,0181 −0,0002 −1 98,9

4-бензоилпиридин (поправочный коэффициент — 0,68)
0,05 % 0,0200 0,0199 −0,0001 −0,3 99,7 Хср = 99,85 %

SD = 0,38
RSD = 0,38 %
ΔХ = 0,3
ε = 0,3 %
tвыч. = 1,14
tтабл. = 2,31

0,05 % 0,0200 0,0199 −0,0001 −0,4 99,6

0,05 % 0,0200 0,0199 −0,0001 −0,4 99,6

0,15 % 0,0202 0,0203 0,0001 1 100,6

0,15 % 0,0202 0,0202 0 −0,1 99,9

0,15 % 0,0202 0,0201 −0,0001 −0,5 99,5

0,18 % 0,0183 0,0183 0 0 100

0,18 % 0,0183 0,0183 0 0 100

0,18 % 0,0183 0,0184 0,0001 0,36 100,4

Е-ГИЖ-298 (поправочный коэффициент — 1,28)
0,05 % 0,0200 0,0204 0,0004 2 102 Хср = 99,5 %

SD = 1,71
RSD = 1,72 %
ΔХ = 1,32
ε = 1,32 %
t

выч.
 = 0,88

t
табл.

 = 2,31

0,05 % 0,0200 0,0194 −0,0006 −3 97

0,05 % 0,0200 0,0196 −0,0004 −2 98

0,5 % 0,0203 0,0205 0,0002 1 101

0,5 % 0,0203 0,0204 0,0001 0,5 100,5

0,5 % 0,0203 0,0201 −0,0002 -1 99

0,6 % 0,0201 0,0196 −0,0005 −2,5 97,5

0,6 % 0,0201 0,0201 0 0 100

0,6 % 0,0201 0,0202 0,0001 0,5 100,5
Примечания: * — масса навески каждой из примесей, взятой при приготовлении исходных растворов; ** — расчёты проведены с учётом 
всех разведений для получения испытуемой пробы. Таблица составлена авторами по собственным данным.
Notes: * — the weight of the sample of each of the impurities taken during the preparation of the initial solutions; ** — the calculations were carried 
out taking into account all dilutions to obtain the test sample. The table is prepared by the authors using their own data.
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тестовых растворов. Первый раствор представлял со-
бой раствор ГИЖ-298 с концентрацией 0,005 мг/мл 
(раствор сравнения), второй раствор — раствор ГИЖ-
298 с концентрацией 0,0005 мг/мл (раствор для оценки 
чувствительности хроматографической системы, 
ОЧХС), а третий раствор — раствор ГИЖ-298 и его 
Е-изомера с концентрацией каждого соединения  
0,005 мг/мл (раствор для оценки разделительной 
способности хроматографической системы).

Для определения пригодности хроматографиче-
ской системы были выбраны следующие критерии: 
относительное стандартное отклонение (RSD) ре-
зультатов пяти отдельных измерений площадей пика 
ГИЖ-298 на хроматограммах раствора сравнения, 
число теоретических тарелок (N), рассчитанное для 
пика ГИЖ-298 на пяти хроматограммах раствора 
сравнения; коэффициент асимметрии пика ГИЖ-
298 (AS), рассчитанный по пяти хроматограммам 
раствора сравнения, а также разрешение (RS) пиков 
ГИЖ-298 и примеси Е-ГИЖ-298 на хроматограмме 
для проверки разделительной способности хромато-
графической системы.

Определение чувствительности хроматографиче-
ской системы предложено осуществлять путём одно-
кратного хроматографирования раствора с концен-
трацией ГИЖ-298 0,0005 мг/мл (раствор для ОЧХС), 
что соответствует 0,05 % от рабочей концентрации  
1 мг/мл испытуемого раствора ГИЖ-298. Высота пика 
на хроматограмме раствора для ОЧХС должна пре-
вышать величину шума базовой линии (отношение 
сигнал/шум) не менее чем в 10 раз. Таким образом, 
выбранный нами уровень минимально определяемой 
концентрации (предел количественного определения) 
в соответствии с требованиями ГФ РФ XV издания 
основан на значении порога игнорирования при-
месей 0,05 %.

Усреднённые результаты пяти определений при-
годности хроматографической системы, выполнен-
ных в разные дни на одном и том же оборудовании, 
представлены в табл. 4.

На основании полученных данных были установ-
лены следующие критерии пригодности хроматогра-
фической системы: число теоретических тарелок — 
не менее 10000; коэффициент асимметрии пика  
ГИЖ-298 — не более 1,5; относительное стандартное 
отклонение результатов отдельных измерений пло-
щадей пика ГИЖ-298 — не более 2 %. Соотношение 
сигнал/шум для пика ГИЖ-298 на хроматограмме 
раствора для ОЧХС должно составлять не менее 10. 
Разрешение пиков ГИЖ-298 и примеси Е-ГИЖ-298 
на хроматограмме для проверки разделительной спо-
собности хроматографической системы должно быть 
не менее 3.

Ограничения исследования / Study limitations

В данной работе использовали только один наи-
более распространённый тип неподвижной фазы 
(С18); хроматографическое разделение ГИЖ-298 и 
известных примесей синтеза не изучалось на колонках 
другого типа (например, Phenyl-Hexyl).

Идентификация примесей продуктов деградации 
проведена предварительно — на основании относи-
тельного времени удерживания и предполагаемого 
механизма реакции деградации исходя из структуры 
ГИЖ-298 и условий стрессового воздействия.

Не изучались процессы деструкции при термиче-
ском воздействии и воздействии повышенной влаж-
ности, соответственно, на данном этапе отсутствуют 
данные о потенциальных примесях, образующихся  
в этих условиях.

Заключение / Conclusion

В результате проведённых исследований разра-
ботана и валидирована методика определения род-
ственных примесей в субстанции нового соединения с 
противоэпилептической активностью ГИЖ-298 мето-
дом ВЭЖХ-УФ, позволяющая с удовлетворительной 
правильностью и прецизионностью провести количе-

Таблица 4

Параметры и критерии пригодности хроматографической системы

Table 4

Chromatographic system suitability parameters and criteria

Результаты определения параметров пригодности
хроматографической системы

Раствор сравнения Раствор для ОЧХС Раствор для оценки 
разрешения

N As RSD Сигнал/шум RS

12363 1,17 0,25 % 26,5 5,3

Критерии приемлемости

Не менее 10000 Не более 1,5 Не более 2 % Не менее 10 Не менее 3
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.
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ственную оценку содержания родственных примесей 
4-бензоилпиридина, оксима 4-бензоилпиридина и 
примеси Е-ГИЖ-298 в субстанции в аналитическом 
диапазоне от 0,05 % до 120 % от предполагаемой 
нормы их содержания.

Разработанная методика специфична в отношении 
изученных технологических примесей субстанции 
ГИЖ-298, а также примесей продуктов щелочного и 

кислотного гидролиза, окисления и фотодеструкции 
ГИЖ-298, что было показано при проведении стрес-
совых исследований.

В дальнейшем разработанная методика может 
быть использована для определения родственных 
примесей в фармацевтической субстанции ГИЖ-298 
и лекарственных препаратах на её основе.
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Противовирусная активность новых  
фосфорорганических соединений in vitro

Зимин М. С., Лилеева Е. Г.
 ФГБОУ ВО «Ярославский государственный медицинский университет», Ярославль, Российская Федерация

Аннотация 
Актуальность. Поиск новых противовирусных соединений остаётся приоритетной задачей в связи с ростом резистентности патогенов. Фосфона-

ты, характеризующиеся стабильной связью углерод–фосфор, представляют собой перспективный класс фосфорорганических производных. Однако 
данные о противовирусной активности новых синтетических фосфонатов в отношении альфагерпесвирусов ограничены.

Цель исследования. Оценка цитотоксичности и противовирусной активности пяти новых фосфонатов (SAN-1, SAN-2, SAN-3, SAN-4 и DII-C2) в от-
ношении вируса псевдобешенства (SuHV-1) на культуре клеток Vero.

Методы. Инфекционный титр вируса определяли по методу Рида и Менча. Цитотоксичность оценивали с помощью визуальной микроскопии и 
количественного МТТ-теста через 72 ч инкубации. Противовирусную активность изучали по снижению вирус-индуцированного цитопатического 
действия (ЦПД) и уменьшению титра вируса (lg ТЦД₅₀/мл) с расчётом по методу Спирмена–Кербера. Все соединения тестировали в диапазоне кон-
центраций 100–0,0001 мкг/мл.

Результаты. Титр вируса SuHV-1 составил 7,08±0,17 lg ТЦД₅₀/мл, что подтвердило пригодность вирусной суспензии для скрининга. Ни один из 
тестируемых фосфонатов не проявил цитотоксичности в концентрациях до 100 мкг/мл; жизнеспособность клеток варьировала от 92 до 96 % по срав-
нению с интактным контролем. Четыре соединения (SAN-2, SAN-3, SAN-4 и DII-C2) показали выраженную противовирусную активность, обеспечивая 
защиту клеточного монослоя на уровне 72–82,5 % и снижение титра вируса на 2,25–2,63 lg. Соединение SAN-1 продемонстрировало слабую активность 
(защита клеток 20 %). Наилучший эффект зафиксирован для DII-C2 (82,5 % защиты).

Заключение. Фосфонаты SAN-2, SAN-3, SAN-4 и DII-C2 обладают низкой цитотоксичностью и значимой противогерпесвирусной активностью  
in vitro. Данные соединения являются перспективными кандидатами для дальнейшего доклинического изучения в качестве потенциальных противо-
вирусных средств.

Ключевые слова: фосфонаты; цитотоксическая активность; противовирусное действие; вирус псевдобешенства (болезнь Ауески); клетки Vero
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Antiviral activity of new organophosphorus compounds in vitro
Maxim S. Zimin, Elena G. Lileeva

Yaroslavl State Medical University, Yaroslavl, Russian Federation
Abstract 
Background. The search for new antiviral compounds is a priority due to growing pathogen resistance. Phosphonates, characterized by a stable carbon–

phosphorus bond, represent a promising class of organophosphorus derivatives. However, data on the antiviral activity of newly synthesized phosphonates 
against alphaherpesviruses remain limited.

Objective. To evaluate the cytotoxicity and antiviral activity of five novel phosphonates (SAN-1, SAN-2, SAN-3, SAN-4, and DII-C2) against pseudorabies 
virus (SuHV-1) in Vero cell culture.

Methods. The infectious virus titer was determined using the Reed–Muench method. Cytotoxicity was assessed by visual microscopy and quantitative 
MTT assay after 72 h of incubation. Antiviral activity was evaluated by measuring the reduction of virus-induced cytopathic effect (CPE) and calculating virus 
titer reduction (log₁₀ TCID₅₀/mL) using the Spearman–Kärber method. All compounds were tested at a concentration range of 100–0.0001 μg/mL.

Results. The SuHV-1 virus titer was 7.08±0.17 lg TCID₅₀/mL, confirming its suitability for screening. None of the tested phosphonates exhibited cytotoxicity 
at concentrations up to 100 μg/mL, with cell viability ranging from 92 to 96 % relative to untreated controls. Four compounds (SAN 2, SAN 3, SAN 4, and  
DII C2) showed pronounced antiviral activity, providing 72–82.5 % cell protection and reducing virus titers by 2.25–2.63 log₁₀. SAN 1 demonstrated weak 
activity (20 % protection). The highest efficacy was observed for DII C2 (82.5 % protection).

Conclusion. SAN 2, SAN 3, SAN 4, and DII C2 exhibit low cytotoxicity and significant anti SuHV 1 activity in vitro. These compounds are promising candidates 
for further preclinical studies as potential antiviral agents.

Keywords: phosphonates; cytotoxicity; antiviral activity; pseudorabies virus (Aujeszky's disease); Vero cells
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Введение / Introduction

Несмотря на успехи современной фармакологии, 
поиск новых противовирусных препаратов остаётся 
одной из приоритетных задач, особенно на фоне роста 
резистентности патогенов к существующим лекар-
ственным средствам. Среди перспективных классов 
соединений особое место занимают фосфороргани-
ческие производные. Фосфонаты представляют собой 
класс соединений, содержащих стабильную связь 
углерод–фосфор (C–P), что обусловливает их высо-
кую устойчивость к химическому и ферментативному 
гидролизу по сравнению с природными фосфатами. 
Благодаря структурному сходству с метаболитами 
клетки они способны выступать в качестве ингиби-
торов различных ферментов, участвующих в синтезе 
нуклеиновых кислот [1–3]. Ряд соединений фосфона-
тов уже нашёл применение в клинической практике 
в качестве противовирусных (например, цидофовир, 
тенофовир) и антибактериальных средств. В связи с 
этим синтез и изучение новых фосфонатов с целью 
поиска соединений, обладающих выраженной про-
тивовирусной активностью и низкой токсичностью, 
является актуальным направлением [4, 5].

Цель исследования — изучение цитотоксичности и 
противовирусной активности пяти новых фосфонатов 
(SAN-1, SAN-2, SAN-3, SAN-4 и DII-C2) в отноше-
нии вируса псевдобешенства. В работе определяли 
инфекционный титр вируса, оценивали цитотокси-
ческое действие соединений визуальным методом и 
с помощью МТТ-теста, а также анализировали их 
способность защищать клеточный монослой от цито-
патогенного эффекта. Полученные данные позволят 
выявить наиболее перспективные соединения для 
дальнейших исследований.

Материалы и методы / Materials and methods

Для проведения исследований были использованы:
•Пять соединений фосфонатов, синтезированные 

сотрудниками Химического института имени А.М. Бут- 
лерова Казанского (Приволжского) федерального 
университета: О-диэтил(гидроксиметил)фосфонат 
(SAN-1), О-диизопропил(гидроксиметил)фосфонат 
(SAN-2), О-калий, О-бутил(гидроксиметил)фосфо-
нат (SAN-3), О-калий, О-изобутил(гидроксиметил)
фосфонат (SAN-4), йодид N,N,N-триэтил-(О,О-
диизопропилфосфорилметил) аммония (DII-C2). Рас-
творение всех исследуемых соединений производилось 
в среде DMEM с содержанием глюкозы 1 г/л. Для ве-
ществ, находящихся в твёрдой форме (SAN-3, SAN-4, 
DII-C2), навеску добавляли в указанную среду, доводя 
концентрацию исходного раствора до 100 мкг/мл. 
Жидкие вещества (SAN-1, SAN-2) отбирали по объё-
му с последующим разбавлением в среде DMEM. 
Приготовленные таким образом исходные растворы 

подвергали стерилизации методом фильтрации с ис-
пользованием мембранных фильтров, диаметр пор 
которых составлял 0,22 мкм, после чего применяли 
свежеприготовленными [6].

•Культура клеток Vero (почка африканской зелё-
ной мартышки), получена из коллекционного фонда 
лаборатории иммунобиологических препаратов Ярос-
лавского филиала ФГБУ «Информационно-методиче-
ский центр по экспертизе, учёту и анализу обращения 
средств медицинского применения» Росздравнадзора 
(сокращенно — ФГБУ «ИМЦЭУАОСМП» Росздрав-
надзора) [6, 7].

•Вирус псевдобешенства (Ауески) SuHV-1, по-
лученный из государственной коллекции штаммов 
микроорганизмов, принадлежащей ФГБУ «Федераль-
ный центр охраны здоровья животных» (сокращенно — 
ФГБУ «ВНИИЗЖ»), наработку вирусной суспензии 
проводили на перевиваемой линии клеток Vero [7].

Проведение испытания. Определение инфекцион-
ной активности вируса проводили на сформированном 
монослое перевиваемых клеток Vero, выращенных  
в 96-луночных планшетах. Для посева в каждую лунку 
добавляли 100 мкл клеточной суспензии в концентра-
ции 105 клеток/мл. Культивирование проводили в те-
чение 24–72 часов при температуре 37 °С в атмосфере 
5 % углекислого газа и влажности более 80 %. В работе 
использовали вирус 5-го пассажа. Из размороженной 
вирусной суспензии готовили последовательные де-
сятикратные разведения от 10−1 до 10−10. Из планшетов 
с сформированным монослоем удаляли питательную 
среду и вносили по 100 мкл каждого разведения вируса, 
используя по 4 лунки на одно разведение. Контроль — 
16 лунок с поддерживающей средой. Через 48 ч инку-
бации оценивали ЦПД (цитопатическое действие) под 
микроскопом. Титр рассчитывали по Риду и Менчу  
и выражали в lgТЦД50/мл (десятичный логарифм 50 % 
тканевой цитопатогенной дозы в 1 мл суспензии ви-
руса). Титрование вируса выполняли два оператора, 
каждый в двух повторах, на одном пассаже и одной 
серии питательной среды. Статистическую обработку 
данных выполняли с использованием программного 
обеспечения MS Excel [7–9].

Для последующей оценки противовирусной ак-
тивности фосфонатов предварительно определяли их 
цитотоксичность. Испытание проводили на монослое 
культуры клеток Vero, выращенном в 96-луночном 
планшете. В первый вертикальный ряд лунок вносили 
180 мкл ростовой среды и 20 мкл исследуемых соеди-
нений в концентрации 100 мкг/мл. Далее методом 
последовательных разведений готовили растворы 
фосфонатов с конечными концентрациями 100, 10, 0,1, 
0,01, 0,001 и 0,0001 мкг/мл. Из планшета с монослоем 
удаляли среду, промывали фосфатно-солевым буфером 
(PBS), вносили по 180 мкл разведений веществ. Кон-
троль — 8 лунок со средой. Инкубировали 72 ч, затем 
исследовали под инвертированным микроскопом. 
Испытание проводили в трёх повторах [6].
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Для количественного подтверждения провели 
МТТ-тест. Клетки обрабатывали фосфонатами в кон-
центрации 100 мкг/мл, инкубировали 72 ч. В лунки с 
монослоем вносили по 100 мкл раствора фосфонатов 
(100 мкг/мл, три повтора). Контроль клеток (КК+) — 
6–8 лунок с клетками и средой без фосфонатов (приняты 
за 100% жизнеспособности). Контроль растворителя — 
фосфонаты 100 мкг/мл (три повтора). Бланк — 4 лунки 
только со средой, без клеток. После внесения образцов 
планшет инкубировали 72 ч при 37 °C.

Затем готовили маточный раствор МТТ 5 мг/мл  
в PBS, стерилизовали через фильтр 0,22 мкм, за-
щищали от света. Из лунок (кроме бланка) удаляли 
среду, вносили 100 мкл свежей среды без сыворотки 
и 10 мкл МТТ (конечная концентрация красителя 
0,5 мг/мл). Инкубировали 4 ч при 37 °C. Надоса-
дочную жидкость удаляли, кристаллы формазана 
растворяли в 150 мкл ДМСО на шейкере 10–15 мин. 
Оптическую плотность (ОП) измеряли при 540–570 нм 
(референс 620–650 нм). Из значений ОП опытных 
и контрольных лунок вычитали среднее значе-
ние ОП бланка. Жизнеспособность = (ОП опыта / 
ОП контроля клеток) × 100 % [10]. 

Противовирусные свойства фосфонатов изу-
чали на модели вируса псевдобешенства (Ауески) 
в культуре клеток Vero, с дополнительным прове-
дением МТТ-теста. В первый ряд лунок вносили  
160 мкл поддерживающей среды, 20 мкл фосфонатов  
(100 мкг/мл) и 20 мкл вируса Ауески, после чего про-
водили титрование. Для теста использовали моно-
слой Vero в 96-луночном планшете. После удаления 
культуральной жидкости из планшета с монослоем 
клетки отмывали фосфатно-солевым буфером (PBS), 
после чего вносили по 200 мкл приготовленных раз-
ведений соединений, смешанных с вирусом. В каче-
стве контроля клеточного роста использовали лунки, 
содержащие 200 мкл поддерживающей среды без до-
бавления веществ и вируса. Контролем репликации 
вируса служили лунки, в которые вносили 180 мкл 
питательной среды и 20 мкл вирусной суспензии. 
Планшеты инкубировали 72 ч, затем просматривали 
под микроскопом для оценки снижения титра вируса. 
Титр рассчитывали по методу Спирмена–Кербера в 
lgТЦД50/0,1 мл [11–13].

Для количественного подтверждения провели 
МТТ-тест. За 3–4 дня до эксперимента клетки Vero 
посеяли в 96-луночный планшет. Приготовили деся-
тикратные разведения вируса (от 10−1 до 10−8) в среде 
с 2 % FBS, внесли по 100 мкл на лунку (4–6 лунок на 
разведение). Контроль — лунки без вируса. Через 72 ч 
провели МТТ-тест, определили рабочее разведение 
вируса, вызывающее гибель 90–100 % клеток.

Для оценки противовирусной активности ис-
пользовали фосфонаты в концентрации 100 мкг/мл. 
Из планшета с монослоем Vero удалили среду, внесли 
по 50 мкл препарата (три повтора) и по 50 мкл рабо-
чего разведения вируса. Контроли (по три повтора): 

контроль клеток (КК) — 100 мкл среды с клетками; 
контроль вируса (КВ) — 50 мкл среды + 50 мкл вируса; 
контроль токсичности препарата — 100 мкл фосфона-
тов 100 мкг/мл без вируса. Планшет инкубировали 72 ч 
в CO2-инкубаторе. Затем провели МТТ-тест: удалили 
среду, добавили свежую среду без сыворотки с МТТ, 
через 4 часа кристаллы формазана растворили в ДМСО 
и измерили оптическую плотность при 540–570 нм 
(референс 620–650 нм). 

Результаты и обсуждения /  
Results and discussions

Определение значения титра вируса псевдобешенства 
(Ауески). На первом этапе определили титр вируса 
SuHV-1 на культуре Vero и проверили пригодность 
вирусных суспензий для дальнейших исследований 
по оценке активности новых фосфонатов.

Через 48 часов после инкубации вирус SuHV-1 
вызывал в культуре клеток Vero характерные цито-
патические изменения: интактный монослой, пред-
ставленный клетками с типичной фибробластопо-
добной морфологией (веретеновидная форма, чёткие 
границы), полностью разрушался, клетки утрачивали 
вытянутую форму, приобретали округлые очертания, 
слипались между собой, а монослой дезинтегрировался 
с образованием множественных разрывов [7].

При титровании вирусной суспензии установлено, 
что в разведениях от 10−1 до 10−5 включительно цито-
патический эффект регистрировался во всех лунках 
(100%) в каждой из четырёх повторностей (два опера-
тора, два повтора). В разведении 10−6 доля поражённых 
лунок варьировала от 50 до 75 % в зависимости от по-
втора, тогда как в разведениях 10−7 и выше признаки 
цитопатического действия отсутствовали.

На основании полученных данных по методу Рида-
Менча индивидуальные значения титра для каждого 
повтора составили 7,0; 7,33; 7,0 и 7,0 lgТЦД50/мл. 
 Средний титр вирусной суспензии достиг 7,08± 
0,17 lgТЦД50/мл (95 % доверительный интервал: ±0,26), 
что подтвердило пригодность вирусного материала для 
проведения дальнейших испытаний противовирусной 
активности исследуемых фосфонатов.

Переработано авторами на основе данных, ранее 
опубликованных работ в [7].

Определение цитотоксичности новых фосфонатов. 
На следующем этапе оценивали цитотоксическое дей-
ствие пяти новых фосфонатов (SAN-1, SAN-2, SAN-3, 
SAN-4 и DII-C2) на культуре клеток Vero в диапазоне 
концентраций от 100 до 0,0001 мкг/мл. Через 72 часа 
инкубации при микроскопическом исследовании 
во всех лунках с фосфонатами клеточный монослой 
сохранял плотную структуру, а клетки имели типич-
ную для линии Vero угловатую и вытянутую форму с 
чёткими границами. Визуальная картина полностью 
соответствовала интактному контролю: клетки форми-
ровали равномерный покров, отсутствовали признаки 
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дегенерации, межклеточные контакты сохранялись, 
а цитоплазма оставалась прозрачной без включений 
или грануляций. 

Признаков цитотоксичности — округления 
клеток, их отслоения от субстрата, вакуолизации 
цитоплазмы, истончения или разрывов моно-
слоя не наблюдалось ни в одной из исследован-
ных концентраций. На основании визуальной 
оценки максимальная переносимая концентрация 
(МПК) для всех пяти соединений была установле-
на как >100 мкг/мл. В трёх независимых повторно-
стях значения ЦТД50 также превышали 100 мкг/мл 
для каждого из фосфонатов, что свидетельствует  
о широком диапазоне безопасных концентраций  
и низкой общей токсичности данных соединений  
в условиях in vitro.

Переработано авторами на основе данных, ранее 
опубликованных работ в [6].

Для количественного подтверждения результатов 
визуального наблюдения был проведён МТТ-тест, 
позволяющий оценить метаболическую активность 
клеток. В ходе МТТ-теста были получены значения 
оптической плотности, зарегистрированные на дли-
не волны 570 нм, а также рассчитанные показатели 
жизнеспособности клеток представлены в табл. 1.

Как видно из представленных данных, все ис-
следуемые фосфонаты в концентрации 100 мкг/мл 
продемонстрировали низкую цитотоксичность в от-
ношении клеток Vero, что полностью согласуется с 
результатами микроскопического контроля.

Определение противовирусного действия новых 
фосфонатов в отношении вируса псевдобешенства. На 
заключительном этапе оценивали способность пяти 
фосфонатов (SAN-1, SAN-2, SAN-3, SAN-4 и DII-C2) 
подавлять репликацию вируса SuHV-1 в культуре 
клеток Vero при концентрации 100 мкг/мл. 

Через 72 часа инкубации в контрольных лунках, 
инфицированных вирусом в отсутствие соединений, 
наблюдалась характерная картина цитопатического 
действия: монослой подвергался тотальной деструк-

ции, клетки утрачивали типичную эпителиоподобную 
морфологию, округлялись, отслаивались от субстрата 
и формировали агрегаты, а на месте бывшего моно-
слоя визуализировались множественные разрывы и 
участки полной дегенерации. Напротив, в лунках, 
обработанных соединениями SAN-2, SAN-3, SAN-4 и 
DII-C2, монослой сохранял свою целостность: клетки 
оставались прикреплёнными к субстрату, имели ха-
рактерную вытянутую форму с чёткими границами,  
а степень деструкции была значительно ниже по сравне-
нию с вирусным контролем. Соединение SAN-1 не обе-
спечивало выраженной защиты монослоя — визуальная 
картина приближалась к контрольным лункам с вирусом, 
хотя отдельные участки сохраняли частичную целостность.

Для количественной оценки противовирусного 
эффекта титр вируса в присутствии фосфонатов рас-
считывали по методу Спирмена–Кербера. В контроль-
ных образцах без соединений титр SuHV-1 составлял 
от 4,95 до 5,95 lgТЦД50/0,1 мл в зависимости от серии 
эксперимента. Добавление фосфонатов приводило к 
снижению инфекционной активности вируса. Наи-
меньший эффект зафиксирован для SAN-1 — сниже-
ние титра составило лишь 1,13 lg. Соединения SAN-2 
и SAN-3 обеспечили сопоставимое снижение титра на 
2,38 lg каждое. SAN-4 снижал титр на 2,25 lg, тогда как 
DII-C2 продемонстрировал максимальное снижение — 
на 2,63 lg по сравнению с вирусным контролем.

Переработано авторами на основе данных, ранее 
опубликованных работ в [11].

В ходе проведения МТТ-теста были получены пер-
вичные данные, зарегистрированные на длине волны 
570 нм, а также рассчитанные показатели противо-
вирусной активности представлены в табл. 2.

Результаты МТТ-теста, отражающие долю сохра-
нивших жизнеспособность клеток в инфицированной 
культуре, подтвердили данные титрования. Показатели 
защиты клеток, рассчитанные относительно интактно-
го контроля (100 %), составили: для SAN-1 — 20,0 %, 
SAN-2 — 75,0 %, SAN-3 — 75,5 %, SAN-4 — 72,0 %, 
DII-C2 — 82,5 % (табл. 3). Таким образом, четыре 

Таблица 1
Цитотоксичность фосфонатов концентрации 100 мкг/мл в отношении клеток Vero

Table 1

Cytotoxicity of phosphonates at a concentration of 100 μg/ml against Vero cells

Образец
Оптическая плотность (570 нм)

Средняя ОП Жизнеспособность, %
Повтор 1 Повтор 2 Повтор 3

Контроль клеток (КК+) 0,935 0,921 0,947 0,874 100,0

Контроль растворителя 0,902 0,891 0,915 0,843 96,5

SAN-1 (100 мкг/мл) 0,872 0,858 0,881 0,810 92,7

SAN-2 (100 мкг/мл) 0,891 0,877 0,898 0,829 94,9

SAN-3 (100 мкг/мл) 0,868 0,853 0,876 0,806 92,2

SAN-4 (100 мкг/мл) 0,882 0,867 0,891 0,822 94,1

DII-C2 (100 мкг/мл) 0,895 0,882 0,904 0,834 95,4

Бланк (фон) 0,079 0,082 0,078 – –
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соединения — SAN-2, SAN-3, SAN-4 и DII-C2 — 
продемонстрировали выраженную противовирусную 
активность, обеспечивая высокий уровень защиты 
клеточного монослоя и значительное снижение титра 
вируса. Наибольшая эффективность отмечена для 
DII-C2, который как по визуальной оценке сохран-
ности монослоя, так и по количественным показа-
телям (максимальная защита клеток и наибольшее 
снижение титра) превосходил остальные исследо-
ванные фосфонаты. Для наглядного сопоставления 
всех количественных параметров цитотоксичности 
и противовирусной активности исследованных фос-
фонатов данные сведены в табл. 3.

Выводы / Conclusions

В ходе исследования определили титр вируса 
псевдобешенства (SuHV-1) на культуре клеток Vero, 
который составил 7,08±0,17 lg ТЦД50/мл, что под-
тверждает пригодность вирусной суспензии для ис-
пытаний. Все изученные фосфонаты (SAN-1, SAN-2, 
SAN-3, SAN-4, DII-C2) не проявили цитотоксичности: 
жизнеспособность клеток при 100 мкг/мл составила 
92–96 %. При оценке противовирусной активности 
четыре соединения (SAN-2, SAN-3, SAN-4 и DII-C2) 
в концентрации 100 мкг/мл обеспечили защиту кле-
ток на уровне 72–82,5 % и снижение титра вируса на 
2,25–2,63 lg10, тогда как SAN-1 показал низкую эф-
фективность (20,0 %). Таким образом, SAN-2, SAN-3, 
SAN-4 и DII-C2 являются перспективными для 
дальнейшего изучения в качестве противовирусных 
средств.

Ограничения исследования /  
Study limitations

При интерпретации полученных результатов не-
обходимо учитывать следующие ограничения про-
ведённого исследования:

1. Тестирование только одной концентрации. Про-
тивовирусная активность фосфонатов оценивалась 
только в концентрации 100 мкг/мл. Не изучалась за-
висимость «концентрация–эффект», что не позволяет 
определить минимальную эффективную концентра-
цию (МЭК) и вычислить индекс селективности (SI = 
ЦТД50 / ИК50) для каждого соединения.

2. Отсутствие позитивного контроля. В работе 
не использовался референс-препарат с известной 
противогерпесвирусной активностью (например, 
ацикловир или цидофовир), что ограничивает возмож-
ность прямого сравнения эффективности исследуемых 
фосфонатов с клинически применяемыми средствами.

Таблица 2
Противовирусная активность фосфонатов (100 мкг/мл) в отношении вируса псевдобешенства

Table 2

Antiviral activity of phosphonates (100 μg/ml) against the pseudorabies virus

Образец
Оптическая плотность (570 нм)

Средняя ОП
Защита клеток, 

%Повтор 1 Повтор 2 Повтор 3

Контроль клеток (КК+) 0,921 0,947 0,934 0,874 100

Контроль вируса (КВ) 0,152 0,138 0,145 0,075 0

SAN-1 (100 мкг/мл) 0,312 0,298 0,305 0,235 20,0

SAN-2 (100 мкг/мл) 0,742 0,758 0,736 0,675 75,0

SAN-3 (100 мкг/мл) 0,748 0,735 0,762 0,678 75,5

SAN-4 (100 мкг/мл) 0,712 0,728 0,721 0,650 72,0

DII-C2 (100 мкг/мл) 0,812 0,798 0,807 0,735 82,5

Контроль токсичности препарата (100 мкг/мл) 0,903 0,915 0,891 0,853 97,6

Бланк (фон) 0,078 0,082 0,080 – –

Таблица 3
Сводные показатели цитотоксичности и противовирусной 

активности фосфонатов в концентрации 100 мкг/мл

Table 3

Summary of cytotoxicity and antiviral activity of phosphonates  
at a concentration of 100 μg/ml

Соединение
Жизнеспо-

собность 
клеток, %*

Защита клеток 
от ЦПД, %**

Снижение 
титра вируса, 

lg***

SAN-1 92,7 20,0 1,13

SAN-2 94,9 75,0 2,38

SAN-3 92,2 75,5 2,38

SAN-4 94,1 72,0 2,25

DII-C2 95,4 82,5 2,63
Примечания: * — жизнеспособность клеток рассчитана относитель-
но интактного контроля (100 %) по данным МТТ-теста; ** — за-
щита клеток от ЦПД — процент жизнеспособных клеток в инфи-
цированной культуре в присутствии соединения; *** — снижение 
титра вируса — разница между вирусным контролем и образцом с 
фосфонатом, рассчитанная по методу Спирмена–Кербера.
Notes: * — cell viability calculated relative to the intact control (100 %) 
according to the MTT test; ** — cell protection from CPE — percentage of 
viable cells in the infected culture in the presence of the compound; *** — 
reduction in virus titer — difference between the virus control and the 
sample with phosphonate, calculated using the Spearman-Kaerber method.
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3. Ограниченный набор клеточных линий и ви-
русов. Исследование выполнено только на одной 
линии клеток (Vero) и только на одной модели вируса 
(SuHV-1). Полученные данные не позволяют экстра-
полировать противовирусную активность на другие 
клеточные линии (например, Hep-2, MDCK) или 
другие виды вирусов (включая клинически значимые 
HSV-1, HSV-2, CMV).

4. Отсутствие изучения механизма действия.  
В работе не проводилось исследований молекулярных 
механизмов противовирусного эффекта (например, 
ингибирование вирусной ДНК-полимеразы, блоки-
рование входа вируса в клетку или нарушение сборки 

вирионов). Это не позволяет отнести соединения  
к определённому классу противовирусных агентов.

5. Ограниченный временной диапазон наблюде-
ния. Учёт результатов проводился только через 72 часа 
 инкубации. Возможные отсроченные эффекты (на-
пример, рецидив вирусной репликации после удаления 
соединений) не оценивались.

6. Статистические ограничения. В работе не прово-
дилось формального межгруппового статистического 
сравнения противовирусной активности между соеди-
нениями (например, ANOVA с post-hoc тестами), что 
не позволяет сделать вывод о статистически значимых 
различиях между SAN-2, SAN-3, SAN-4 и DII-C2.
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NEW DRUGS DISCOVERY

Влияние соединения 1-({4-[(2,4-дихлорбензоил)амино]
фенил}сульфонил-(2S,4R)-4-гидроксипирролидин-2-

карбоновой кислоты (ГГМ-27) на рост опухоли 
 и продолжительность жизни мышей ВALB/c  
с аденокарциномой толстой кишки АКАТОЛ  

в сравнении с доксорубицином
Коваленко Л. П., Журиков Р. В., Григоркевич О. С., Иванова Е. А., Васильчук А. Г., 

 Мокров Г. В., Жанатаев А. К., Гудашева Т. А., Дорофеев В. Л.
 ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  

Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Введение.  Матриксные металлопротеиназы (ММП) относятся к семейству цинк-зависимых эндопептидаз, способных разрушать основные компо-

ненты белков внеклеточного матрикса соединительной ткани, они также участвуют во многих патологических процессах в организме. ММП-2 активно 
экспрессируется в тканях рака лёгкого, ММП-2 и ММП-9 играют значительную роль в развитии колоректального рака.

Цель. Оценка действия соединения 1-({4-[(2,4-дихлорбензоил)амино]фенил}сульфонил-(2S,4R)-4-гидроксипирролидин-2-карбоновой кислоты 
(ГГМ-27) на рост опухоли и продолжительность жизни мышей BALB/c на модели аденокарциномы толстой кишки АКАТОЛ.

Материалы и методы. Аденокарциному толстой кишки АКАТОЛ имплантировали самцам мышей линии BALB/c подкожно в область подмышечной 
впадины по 1×106 клеток. С 2-го по 15-й день развития опухоли ГГМ-27 вводили внутрибрюшинно (в/б) в дозах 1мг/кг и 10 мг/кг, в качестве препарата 
сравнения использовали доксорубицин, который вводили в дозе 5 мг/кг в/б на 2-й и 4-й день развития опухоли.  Противоопухолевую активность 
ГГМ-27 определяли по торможению роста опухоли (ТРО) и увеличению продолжительности жизни (УПЖ).

Результаты. При 14-дневном в/б введении ГГМ-27 в дозе 1 мг/кг на 21-й день опыта ТРО составило 72,8 %, на 28-е сутки ТРО составило 71 %. При 
введении ГГМ-27 в/б в дозе 10 мг/кг на 21-й день опыта ТРО составило 63 %, на 28-е сутки — 56 %. УПЖ при курсовом введении ГГМ-27 в дозе 10 мг/
кг составило 24 %. При двукратном введении доксорубицина в/б в дозе 5 мг/кг на 21-й день опыта ТРО составило 82 %, на 28-е сутки — 69 %, однако 
2 животных из 12 в связи с токсичностью препарата погибли. 

Выводы. Введение соединения 1-({4-[(2,4-дихлорбензоил)амино]фенил}сульфонил-(2S,4R)-4-гидроксипирролидин-2-карбоновой кислоты в дозе 
1 мг/кг вызывало выраженное торможение роста опухоли. На 21-й день опыта при введении ГГМ-27 ТРО составило 73 %, на 28-е сутки ТРО — 71 %.

Ключевые слова: аденокарцинома толстой кишки АКАТОЛ; ГГМ-27; противоопухолевая активность
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Study of the effect of 1-({4-[(2,4-dichlorobenzoyl)amino]phenyl}sulfonyl-(2S,4R)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid (GGM-27)  
on tumor growth and survival in BALB/c mice bearing ACATOL colon adenocarcinoma in comparison with doxorubicin

Larisa P. Kovalenko, Ruslan V. Zhurikov, Oksana S. Grigorkevich, Elena A. Ivanova, Anastasia G. Vasilchuk, Grigory V. Mokrov, Aliy K. Zhanataev,  
Tatiana A. Gudasheva, Vladimir L. Dorofeev
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Abstract
Introduction. Matrix metalloproteinases (MMPs) belong to the family of zinc-dependent endopeptidases capable of degrading the main components 

of extracellular matrix proteins that form the basis of connective tissue; they are also involved in many pathological processes in the body. MMP-2 is actively 
expressed in lung cancer tissues, while MMP-2 and MMP-9 play a significant role in the development of colorectal cancer.

Objective. To evaluate the effect of 1-({4-[(2,4-dichlorobenzoyl)amino]phenyl}sulfonyl-(2S,4R)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid (GGM-27) on tumor 
growth and survival in BALB/c mice using the AKATOL colon adenocarcinoma model.

Materials and methods. AKATOL colon adenocarcinoma was implanted subcutaneously into the axillary region of male BALB/c mice at a dose of 1×10⁶ 
cells. From day 2 to day 15 of tumor development, GGM-27 was administered intraperitoneally (i.p.) at doses of 1 mg/kg and 10 mg/kg. Doxorubicin was 
used as a reference drug, administered at a dose of 5 mg/kg i.p. on days 2 and 4 of tumor development. The antitumor activity of GGM-27 was assessed by 
tumor growth inhibition (TGI) and lifespan extension (LSE).
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Введение / Introduction

Матриксные металлопротеиназы (ММП) отно-
сятся к семейству цинк-зависимых эндопептидаз, 
способных разрушать основные компоненты белков 
внеклеточного матрикса, который составляет основу 
соединительной ткани, обеспечивает механическую 
поддержку клеток и транспорт химических веществ 
[1]. Основываясь на субстратной специфичности и 
доменной организации, ММП можно условно разде-
лить на четыре основные группы: интерстициальные 
коллагеназы, желатиназы, стромелизины и ММП 
мембранного типа. Согласно данным литературы, 
ММП-2, ММП-7, MMП-9, TIMP-1 и TIMP-2 играют 
важную роль в развитии онкологического процесса, 
концентрация антигенов MMП-7, MMП-9, ТИМП-1 
и ТИМП-2 в сыворотках крови у пациентов с колорек-
тальным раком и аденомой была значительно выше, 
чем у пациентов контрольной группы. Полученные 
данные свидетельствуют о том, что матриксные ме-
таллопротеиназы, а также их ингибиторы ТИМП-1 
и ТИМП-2 играют значительную роль в развитии 
колоректального рака [2–4].

Исследования показали, что MMП участвуют в 
опухолевом иммунитете, регулируя врождённый им-
мунитет путём воздействия на провоспалительные ци-
токины, хемокины, другие связанные с иммунитетом 
белки, на микроокружение опухоли (TME), НК-клетки 
и опухоль-ассоциированные макрофаги (ТАМ). Было 
показано, что ММП усиливают миграцию и инвазию 
опухолевых клеток, усиливают ангиогенез, участвуют 
в формировании и прорастании сосудов, что приво-
дит к прогрессированию рака. Ингибирование MМП 
эффективно для стимуляции противоопухолевого 
иммунитета и ингибирования роста опухоли [3–7]. 

В проведённых ранее исследованиях ингибиторов 
ММП, синтезированных в отделе химии лекарствен-
ных средств ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспек-
тивных биомедицинских и фармацевтических техно-
логий», соединение 1-({4-[(4-хлорбензоил)амино]
фенил} сульфонил-L-пролин, (АЛ-828), обладающее 
ингибиторной активностью по отношению к ММП-2 
[8], вызывало значимое подавление метастатической  

активности  на модели карциномы лёгкого Льюис 
у самцов мышей линии C57BL/6, соответствующее 
критерию эффективности по этому показателю [9]. 
При изучении противоопухолевой активности ГГМ-27 
на модели аденокарциномы молочной железы Са755, 
после 14-дневного введения ГГМ-27 в дозах 1 мг/кг 
и 10 мг/кг было определено, что ГГМ-27 на 45–47 % 
увеличивал продолжительность жизни самкам мышей 
С57Вl/6 по сравнению с активным контролем. При 
курсовом ведении в дозе 1 мг/кг вызывал одинако-
вое торможение роста опухоли (ТРО) на 63 %, в дозе  
10 мг/кг — на 62 % через 7 дней после окончания 
введения препарата [10].

Цель исследования / Objective

Целью настоящей работы является оценка дей-
ствия соединения 1-({4-[(2,4-дихлорбензоил)амино]
фенил}сульфонил-(2S,4R)-4-гидроксипирролидин-
2-карбоновой кислоты (ГГМ-27) на рост опухоли и 
продолжительность жизни мышей BALB/c на модели 
аденокарциномы толстой кишки АКАТОЛ.

Материалы и методы / Materials and methods

Работа выполнена на 48 мышах-самцах линии 
BALB/c, массой 18–20 г, в возрасте 2 месяцев, полу-
ченных из филиала «Столбовая» ФГБУН «Научный 
центр биомедицинских технологий Федерального 
медико-биологического агентства». Животных со-
держали в виварии ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и 
перспективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий» при 12-часовом световом режиме, на 
стандартном сбалансированном брикетированном 
корме, со свободным доступом к пище и воде, при есте-
ственном освещении и температуре воздуха 20–21 °С.

Организацию и проведение работ осуществляли 
в соответствии с ГОСТ 33216–2014 «Руководство по 
содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила содержания и ухода за лабораторными грызу-
нами и кроликами», ГОСТ 33215–2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации 

Results. After a 14-day course of i.p. administration of GGM-27 at a dose of 1 mg/kg, TGI was 72.8 % on day 21 of the experiment and 71 % on day 28. 
After i.p. administration of GGM-27 at a dose of 10 mg/kg, TGI was 63 % on day 21 and 56% on day 28. LSE after a course of GGM-27 at a dose of 10 mg/kg 
was 24 %. After two i.p. administrations of doxorubicin at a dose of 5 mg/kg, TGI was 82 % on day 21 and 69 % on day 28; however, two of the 12 animals 
died due to drug toxicity.

Conclusions. Administration of 1-({4-[(2,4-dichlorobenzoyl)amino]phenyl}sulfonyl-(2S,4R)-4-hydroxypyrrolidine-2-carboxylic acid at a dose of 1 mg/kg 
caused TGI. On day 21 of the experiment, with GGM-27 administration, TGI was 73 %, and on day 28, TGI was 71 %.

Keywords: colon adenocarcinoma AKATOL; GGM-27; antitumor activity
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процедур», Рекомендацией Коллегии Евразийской 
экономической комиссии от 14.11.2023 № 33 «О Ру-
ководстве по работе с лабораторными (эксперимен-
тальными) животными при проведении доклинических 
(неклинических) исследований» и принципами рабо-
ты с экспериментальными животными, принятыми 
независимым этическим комитетом ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и 
фармацевтических технологий».

Дизайн исследования / Study design

Для исследования противоопухолевой активности 
соединения ГГМ-27 использована экспериментальная 
модель аденокарциномы толстой кишки АКАТОЛ. 
Штамм АКАТОЛ получен из Биоресурсной коллек-
ции клеточных линий и первичных опухолей НИИ 
экспериментальной диагностики и терапии опухолей 
ФГБУ «Национальный медицинский исследователь-
ский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава 
России. Исследование проводили на самцах мышей 
линии BALB/c. Взвесь опухолевых клеток аденокарци-
номы толстой кишки АКАТОЛ имплантировали всем 
мышам подкожно в область подмышечной впадины по 
10 мг в 0,1 мл раствора Хэнкса на мышь. Прививочная 
доза составляла 1×106 клеток на мышь, что проверя-
лось на счетчике клеток (BIO-RAD TC-10. Automated 
Cell Counter, США). День подкожной прививки клеток 
опухолевого штамма считали нулевым днём развития 
опухоли. С 2-го по 15-й день развития опухоли ГГМ-27 
вводили внутрибрюшинно (в/б) в дозах 1мг/кг и  
10 мг/кг, в качестве препарата сравнения использовали 
доксорубицин, который вводили в дозе 5 мг/кг в/б на 
2-й и 4-й день развития опухоли. Противоопухолевую 
активность ГГМ-27 определяли по торможению роста 
опухоли (ТРО %) и увеличению продолжительности 
жизни (УПЖ).

Препараты и соединения / Drugs and compounds

В качестве препарата сравнения использовали 
доксорубицина гидрохлорид (ЭБЕВЕ ФАРМА Гес. 
м. б. Х. Нфг. КГ, Австрия), который растворяли в воде 
для инъекций и вводили двукратно внутрибрюшинно 
(в/б) в дозе 5 мг/кг на 2-й день (через 48 ч после при-
вивки опухоли) и 4-й день развития опухоли. Субстан-
ция ГГМ-27, (№ серии 120525) синтезирована в отделе 
химии лекарственных средств Федерального исследо-
вательского центра оригинальных и перспективных 
биомедицинских и фармацевтических технологий.

Малорастворимое в воде соединение ГГМ-27 вво-
дили в/б в 1 % растворе крахмала в дозах 1 мг/кг и  
10 мг/кг в течение 14 дней со 2-го по 15-й дни раз-
вития опухоли. 

При изучении противоопухолевой активности 
ГГМ-27 на модели аденокарциномы толстой кишки 
АКАТОЛ были выбраны дозы, а также пути и режимы 

введения исходя из полученных ранее данных. День 
подкожной прививки клеток опухолевого штамма 
считали нулевым днём развития опухоли.

48 самцов мышей линии BALB/c были распреде-
лены на 4 группы:

1) контрольная группа животных-опухоленоси-
телей — 12 голов; 

2) группа препарата сравнения, доксорубицин 
вводили дважды на 2-й и 4-й день опыта в дозе  
5 мг/кг — 12 голов; 

3) группа, которой ГГМ-27 вводили перорально  
14 дней с 1-го по 15-й день опыта в дозе 1 мг/кг — 12 голов; 

4) группа, которой ГГМ-27 вводили перорально 
в дозе 10 мг/кг с 1-го по 15-й день опыта — 12 голов.

Согласно методическим рекомендациям по докли-
ническому изучению противоопухолевой активности 
лекарственных средств [11], у животных-опухолено-
сителей исследуемых групп были оценены следующие 
параметры: ингибирование роста опухоли по объ-
ёму и средняя продолжительность жизни (СПЖ) по 
сравнению с активным контролем. Торможение роста 
опухоли (ТРО) регистрировали на 9-й, 15-й, а также 
21-е и 28-е сутки развития опухоли (7-е и 14-е сутки 
после окончания 2-недельного введения исследуемых 
соединений). Торможение роста (ТРО %) опухоли 
вычисляли по формуле: 

ТРО% = (Vконтроля – Vопыта) / Vконтроля × 100 %, 

где V — объём опухоли на 9-й, 15-й, 21-й, 28-й дни 
опыта. 

Увеличение продолжительности жизни вычисляли 
по формуле: 

УПЖ% = [(СПЖопыта – СПЖконтроля) / 
СПЖконтроля] × 100 %, 

где СПЖ — средняя продолжительность жизни, дни. 
Анализ выживаемости проводился также с ис-

пользованием метода Каплана–Мейера. 
Статистический анализ полученных данных про-

водили с использованием программы STATISTICA 13. 
Результат выражали в виде среднего арифметического 
и его стандартной ошибки, проверку данных на нор-
мальность распределения выборок осуществляли по 
критерию Шапиро–Уилка, статистическую обработку 
экспериментальных данных проводили с помощью 
критерия Манна–Уитни, анализ статистических раз-
личий между кривыми выживаемости проводили с 
помощью F-теста Кокса. Различия считали досто-
верными при p < 0,05.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

При двукратном введении доксорубицина мы-
шам 2-й опытной группы на 2-е и 4-е сутки опыта в 
дозе 5 мг/кг выраженное ТРО было определено на 
всех сроках развития опухоли, на 21-й день опыта 
ТРО составило 82 %, на 28-е сутки — 69 %, однако 
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2 животных из 12 погибли в связи с токсичностью 
препарата. Согласно данным литературы [12], ЛД10 
доксорубицина для самцов мышей составляет 5,9 мг/кг, 
ЛД50 доксорубицина — 10,8±1,0 мг/кг, что совпадает 
с данными наших исследований при изучении ЛД50 

доксорубицина (фирма ЭБЕВЕ ФАРМА Гес. м. б. Х. Нфг. 
КГ, Австрия), который мы использовали в данной ра-
боте. Вероятной причиной гибели от доксорубицина 
является токсическая кардиомиопатия, вызывающая 
острую сердечную недостаточность. Двукратное вве-
дение доксорубицина в дозе 5 мг/кг с интервалом  
2 дня оказалось токсичным.

При двухнедельном введении ГГМ-27 мышам 3-й 
опытной группы в/б введение ГГМ-27 в дозе 1 мг/кг 
вызывало торможение роста опухоли на 15-е, 21-е 
сутки и 28-е сутки развития опухоли, на 21-й день 
опыта ТРО составило 73 %, а на 28-е сутки — 71 % 
(табл. 1), что соответствует критерию эффективности 
по этому показателю [11].

Введение ГГМ-27 в/б в дозе 10 мг/кг животным 
4-й опытной группы вызывало торможение роста опу-
холи на 15-е, 21-е и 28-е сутки развития опухоли, на 
21-й день опыта ТРО составило 63 %, на 28-е сутки —  
56 %. Таким образом, увеличение дозы ГГМ-27 до  
10 мг/кг не усиливало торможение роста опухоли.

Значимое увеличение средней продолжительности 
жизни (УПЖ) по сравнению с активным контро-

лем при курсовом введении ГГМ-27 в дозе 10 мг/кг 
составило 24 %, курсовое введение ГГМ-27 в дозе  
1 мг/кг и двукратное введение доксорубицина в дозе 
5 мг/кг не вызывало увеличения продолжительности 
жизни (УПЖ) по сравнению с контрольной группой 
животных-опухоленосителей (табл. 2). 

Медиана выживаемости по методу Каплан–Майе-
ра (рис. 1) у животных контрольной группы составила 
60 дней. При введении доксорубицина и ГГМ-27 в дозе 
1 мг/кг медиана выживаемости составила 60 дней, а 
при введении ГГМ-27 в дозе 10 мг/кг в/б — 75 дней. 

Ограничения исследования / Study limitations

Двукратное введение доксорубицина в дозе 5 мг/кг 
с интервалом в 2 дня индуцировало развитие побочного 
эффекта в виде токсической кардиомиопатии, с риском 
возникновения острой сердечной недостаточности, 
что обусловлено близостью суммарной дозы введения 
к полулетальной (ЛД50 = 10,8 мг/кг). Во избежание 
смертности животных в будущих тестах планируется 
снизить дозу до 4 мг/кг с интервалом в 2 дня.

Заключение / Conclusion

Курсовое введение ГГМ-27 в/б в дозе 10 мг/кг 
мышам линии ВАLB/c c аденокарциномой толстой 

Таблица 1

Влияние введения ГГМ-27 и доксорубицина на рост аденокарциномы толстой кишки АКАТОЛ у самцов мышей линии 
ВАLB/c

Table 1

The effect of GGM-27 and doxorubicin administration on the growth of ACATOL colon adenocarcinoma in male BALB/c mice

Группы
n = 12

Средний объём опухоли, мм

9-е сутки ТРО% 15-е сутки ТРО% 21-е сутки ТРО % 28-е сутки ТРО%

Контроль 201,2±36,3 1916,4±380,4 3252,0±804,5 6015,4±1201,0

Доксорубицин  
5 мг/кг дважды

2,5±1,8* 98,8 108,5±41,8* 94,3 595,2±194,2* 81,7 1848,6±689,4* 69,3

ГГМ-27 1 мг/кг 138,4±45,8 31,2 524,4±106,1* 72,6 886,5±102,9* 72,8 1759,9±346,7* 70,7

ГГМ-27 10 мг/кг 158,4±41,0 14,1 514,7±135,2* 73,1 1198,6±290,7* 62,7 2633,5±485,9* 55,5
Примечание: p < 0,05 по сравнению с контрольной группой по F-тесту Кокса.
Note: p < 0.05 compared to the control group by Cox’s F-test.

Таблица 2

Изучение влияния ГГМ-27 на увеличение продолжительности жизни на модели аденокарциномы толстой кишки 
АКАТОЛ мышей линии ВАLB/c

Table 2

Study of the effect of GGM-27 on increasing lifespan in the AKATOL colon adenocarcinoma model in BALB/c mice

Группа, n = 12 Средняя продолжительность жизни, (дней) УПЖ, %

Активный контроль 58,1

Доксорубицин 5 мг/кг 57,5 −1 %

ГГМ-27 1 мг/кг 57,0 −1 %

ГГМ-27 10 мг/кг 72,2* 24 %
Примечания: n — число животных в группе; * — p < 0,05 по F-тесту Кокса.
Notes: n — number of animals in a group; * — p < 0.05 by Cox’s F-test.
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кишки АКАТОЛ вызывало значимое УПЖ, а также 
ТРО на 15-е, 21-е и 28-е сутки развития опухоли. На 
21-й день опыта ТРО составило 63 %, на 28-е сутки — 
56 %. 14-дневное в/б введение ГГМ-27 мышам-опу-
холеносителям в дозе 1 мг/кг вызывало выраженное 
торможение роста опухоли на 15-е, 21-е сутки и 28-е 
сутки развития опухоли, на 15-й день опыта ТРО со-
ставило 72,6 %, на 21-й день опыта — 72,8 %, а на 28-е 
сутки — 71 %, что соответствует критерию эффектив-
ности по этому показателю [10]. При двукратном в/б 
введении доксорубицина на 2-й и 4-й день опыта в 
дозе 5 мг/кг ТРО на 21-й день опыта составило 82 %, 
на 28 сутки — 69 %, однако 2 животных из 12 в связи 
с токсичностью препарата погибли.

Таким образом, курсовое введение соединения 
1-({4-[(2,4-дихлорбензоил)амино]фенил}сульфонил-
(2S,4R)-4-гидроксипирролидин-2-карбоновой кис-
лоты (ГГМ-27) в дозе 1 мг/кг вызывало выраженное 
торможение роста опухоли более чем на 70 %, с сохра-
нением значимого эффекта более 7 суток. Полученные 
результаты согласуются с данными о противоопухо-
левой активности ГГМ-27, полученными ранее на 
модели аденокарциномы молочной железы Са755 [8].

Рис. 1. Влияние ГГМ-27 и доксорубицина на выжива-
емость мышей линии BALB/c с аденокарциномой тол-
стой кишки АКАТОЛ
Fig. 1. The effect of GGM-27 and doxorubicin on the survival 
of BALB/c mice with colon adenocarcinoma ACATOL
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Конструирование и синтез нового димерного  
дипептидного миметика 4-й петли нейротрофи-

на-3 гексаметилендиамида бис-(N-моноглутарил-L-
аспарагинил-L-аспарагина) и его D,D-стереоизомера

Сазонова Н. М., Филиппова М. Ю., Мельникова М. В., Ребеко А. Г., Кузнецов Д. Н.,  
Поварнина П. Ю., Гудашева Т. А.

 ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  
Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Введение. Нейротрофин-3 (NT-3), как и другие белки семейства нейротрофинов, играет важную роль в поддержании гомеостаза нервной си-

стемы, а нарушения его сигналинга ассоциированы с широким спектром неврологических и психических заболеваний. Преодолеть ограничения 
клинического применения NT-3 (низкая биодоступность, риск развития побочных эффектов) возможно созданием фармакологически пригодных 
низкомолекулярных миметиков.

Цель. Сконструировать и синтезировать новый потенциальный дипептидный миметик 4-й петли NT-3 гексаметилендиамид бис-(N-моноглутарил-L-
аспарагинил-L-аспарагина), а также синтезировать его энантиомер для изучения их биологической активности и выявления её стереоспецифичности.

Материалы и методы. Соединения получали классическими методами пептидного синтеза в растворе с использованием Boc-стратегии защитных 
групп и метода активированных пентафторфениловых эфиров. Строение и диастереомерную чистоту целевых пептидов и промежуточных соедине-
ний устанавливали методами одномерной 1Н, 13С и двумерной ЯМР-спектроскопии. Хроматографическую гомогенность определяли с помощью ТСХ  
и ОФ ВЭЖХ. Целевые дипептиды были охарактеризованы удельным углом оптического вращения ([α]D).

Результаты. Предложена семистадийная схема синтеза L,L- и D,D-энантиомеров гексаметилендиамида бис-(N-моноглутарил-аспарагинил-
аспарагина) (ГТС-304LL, ГТС-304DD). Целевые дипептиды по этой схеме получены с общим выходом 37–38 % и хроматографической чистотой 97–99 %.

Выводы. Получены новые замещённые аспарагин-содержащие дипептиды, потенциальные миметики нейротрофина-3. Соединения охарактери-
зованы для дальнейшего изучения их биологической активности.

Ключевые слова: нейротрофин-3; миметик; дипептид; ГТС-304LL; ГТС-304DD; пептидный синтез
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Designing and synthesis of a new dimeric dipeptide mimetic of the 4th loop of neurotrophin-3 bis-(N-monoglutaryl-L-asparaginyl-L-
asparagine) hexamethidenediamide and its D,D-stereoisomer

Nellya M. Sazonova, Maria Yu. Filippova, Marina V. Melnikova, Alexey G. Rebeko, Dmitry N. Kuznetsov, Polina Yu. Povarnina, Tatiana A. Gudasheva
Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 
Introduction. Neurotrophin-3 (NT-3), like other proteins of the neurotrophin family, plays an important role in maintaining the homeostasis of the nervous 

system, and disorders of its signaling are associated with a wide range of neurological and psychiatric diseases. It is possible to overcome the limitations of 
the clinical use of NT-3 (low bioavailability, risk of side effects) by creating pharmacologically suitable low molecular weight mimetics.

Purpose. To design and synthesize a new potential dipeptide mimetic of the 4th loop of NT-3 hexamethylenediamide bis-(N-monoglutaryl-L-asparaginyl-
L-asparagine), and to synthesize its enantiomer, in order to study their biological activity and identify its specificity.

Materials and methods. The compounds were obtained by classical peptide synthesis methods in solution using the Boc strategy of protective groups 
and the method of activated pentafluorophenyl esters. The structure and diastereomeric purity of the target peptides and intermediates were established 
using one-dimensional 1Н ,13С and two-dimensional NMR spectroscopy. Chromatographic homogeneity was determined using TLC and RP HPLC. The target 
dipeptides were characterized by the specific optical rotation angle ([α]D).

Results. A seven-step synthesis scheme for the L,L- and D,D-enantiomers of hexamethylenediamide bis-(N-monoglutaryl-asparaginyl-asparagine) (GTS-304LL, 
GTS-304DD) was proposed. The target dipeptides were obtained using this scheme with an overall yield of 37–38 % and a chromatographic purity of 97–99 %.

Conclusions. New substituted asparagine-containing dipeptides, potential neurotrophin-3 mimetics, were obtained. The compounds were characterized 
for further study of their biological activity.

Keywords: neurotrophin-3; mimetic; dipeptide; GTS-304LL; GTS-304DD; peptide synthesis
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Введение / Introduction

Белки семейства нейротрофинов, которые  
у млекопитающих включают фактор роста нервов 
(nerve growth factor, NGF), мозговой нейротрофи-
ческий фактор (brain-derived neurotrophic factor, 
BDNF), нейротрофин-3 (NT-3) и нейротрофин-4 
(NT-4), играют центральную роль в развитии нерв-
ной системы и поддержании её гомеостаза [1]. Для 
большинства неврологических и психических за-
болеваний выявлена ассоциация с нарушениями 
нейротрофинового сигналинга [2–4]. В связи с этим 
нейротрофины привлекают большой интерес как 
потенциальные терапевтические средства. Однако 
клиническое применение полноразмерных нейро-
трофинов осложняется их низкой биодоступностью, 
а также риском развития побочных эффектов таких 
как гипералгезия [5]. Для преодоления этих ограни-
чений рядом научных групп разрабатываются низко-
молекулярные миметики нейротрофинов [6–8]. По 
сравнению с NGF и BDNF, для которых в литературе 
описаны десятки миметиков, единичные из которых 
находятся на разных стадиях доклинических и кли-
нических исследований, миметикам NT-3 посвящено 
сравнительно небольшое количество работ, при этом 
отсутствуют данные об их эффектах in vivo. 

На основе β-поворотных участков NT-3 группой 
учёных под руководством Кевина Бургесса и Х. Ури 
Сарагови (Burgess K and Saragovi UH) был создан ряд 

макроциклических моно- и бивалентных мимети-
ков, которые содержали дипептидные фрагменты 
полноразмерного нейротрофина (рис. 1) [9–11]. 
Для соединения 1Аа (рис. 1) были выявлены ней-
ропротекторная и нейрорегенеративная активности 
на модели нейросенсорной тугоухости in vitro [11], 
характерные для полноразмерного NT-3 [12].

Научной группой под руководством Энрико 
Рицарелли (Enrico Rizzarelli) был создан пептид, 
содержащий 13 аминокислотных остатков (1-13) 
N-концевого участка NT-3, который в экспериментах 
in vitro на клетках нейробластомы человека стимули-
ровал дифференцировку нейронов и рост нейритов, 
и эти эффекты были опосредованы активацией Trk 
рецепторов [13]. 

Ранее в ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и пер-
спективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий» был предложен и разработан ориги-
нальный подход к созданию низкомолекулярных 
димерных дипептидных миметиков нейротрофинов, 
основанный на воспроизведении пространственной 
структуры β-изгибов их петель, предположительно 
играющих ключевую роль во взаимодействии с ре-
цептором [8, 14]. При этом сохраняли наиболее экс-
понированный центральный дипептидный фрагмент 
β-изгиба, предшествующий ему аминокислотный 
остаток заменяли на соответствующий биоизо-
стер, и для воспроизведения димерной структуры 
нейротрофина N-ацилдипептид димеризовали с 
использованием олигометилендиаминового спей-
сера. Стабилизация нужной конформации может 
обеспечиваться внутримолекулярной водородной 
связью между карбонилом N-ацильного радикала 
и амидной связью C-концевого аминокислотного 
остатка. На основе этого принципа был создан ряд 
миметиков NGF и BDNF, обладающих выраженной 
нейропротекторной активностью in vitro и in vivo, и 
другими видами биологической активности, харак-
терными для полноразмерного белка (антидепрес-
сантоподобная, анксиолитическая, мнемотропная, 
антидиабетическая и др.) [8, 15]. В 2022 г. нами был 
получен димерный дипептидный миметик 4-й петли 
NT-3, гексаметилендиамид бис-(N-моносукцинил-
L-аспарагинил-L-аспарагина (ГТС-301), который, 
подобно полноразмерному белку, активировал TrkC 
и TrkB рецепторы, проявлял нейропротекторную 
активность в экспериментах in vitro в наномоляр-
ных-пикомолярных концентрациях и антидепрес-
сантоподобной активностью в дозах 10–40 мг/кг, 
внутрибрюшинно [16]. 

Целью настоящего исследования было полу-
чение нового потенциального дипептидного ми-
метика 4-й петли NT-3, а также его энантиомера 
для сравнительного изучения их биологической 
активности.

Рис. 1. Моновалентные (2b [9], 1Aa [10]) и бивалентный 
(6C [11]) миметики NT-3
Fig. 1. Monovalent (2b [9], 1Aa [10]) and bivalent (6C [11]) 
NT-3 mimetics
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Материалы и методы / Materials and methods

Список сокращений
Asn — аспарагинил; Boc — трет-бутил-

оксикарбонил; CDCl3 — дейтерированный хлороформ; 
DMSO-d6 — дейтерированный диметилсульфоксид; 
Glt — моноглутарил; OPfp — пентафторфенил; Pd/C — 
катализатор: наночастицы палладия на поверхности 
активированного угля; ВЭЖХ — высокоэффективная 
жидкостная хроматография; ДИПЭА — диизопропи-
лэтиламин; ДМФА — диметилформамид; ДЦГК — 
дициклогексилкарбодиимид; ДЦГМ — дицикло-
гексилмочевина; т.пл. — температура плавления; 
ТФУ — трифторуксусная кислота; ЯМР — ядерный 
магнитный резонанс.

Исходные вещества и вспомогательные  
реагенты

В работе использовали коммерческие исходные 
вещества и вспомогательные реагенты: L-аспарагин 
моногидрат (ООО «Диаэм», производство КНР); 
D-аспарагин моногидрат, пентафторфенол и трифтор-
уксусная кислота (AlfaАesar, США); дициклогексилкар-
бодиимид (ДЦГК) (Sigma-Aldrih, Германия); ди-трет-
бутилпирокарбонат (ООО «Кемикал лайн», Россия). 

Растворители: этилацетат, диметилформамид, 
диэтиловый эфир, дихлорметан, гексан, метанол 
были получены от ООО ТД «Химмед» (Россия). 
Диметилформамид очищали перегонкой в вакууме 
над нингидрином. Диэтиловый эфир выдерживали 
над NaOH, затем фильтровали через бумажный 
фильтр. Дихлорметан пропускали через колонку с 
Al2O3. Этилацетат и спирты использовали без до-
полнительной очистки.

Аналитические методы
Температуру плавления определяли на приборе 

Optimelt MPA100 (Stanford Research Systems, Велико-
британия) в открытых капиллярах без корректиров-
ки. Удельное оптическое вращение регистрировали 
на автоматическом поляриметре ADP 440 Polarimeter 
(Bellingham+Stanley Ltd., Великобритания). Строе-
ние и диастереомерную чистоту целевых пептидов 
и промежуточных соединений устанавливали ме-
тодами ЯМР-спектроскопии одномерной 1Н-,13С- 
и двумерной (COSY — гомоядерная корреляция, 
HSQC — гетероядерная одноквантовая корреляция, 
HMBC — гетероядерная многосвязная корреляция). 
Спектры 1Н- и 13С-ЯМР регистрировали в шкале δ, 
м. д. на спектрометре Bruker Fourier 300 HD (Bruker 
Corporation, Leipzig, Germany, 300 и 75 МГц для ядер 
1Н- и 13С соответственно) в растворах ДМСО-d6

  
и CDCl3, внутренний стандарт тетраметилсилан  
(0 м.д.). Константа спин-спинового взаимодействия 
J, Гц. Для обозначения резонансных сигналов ис-
пользовали следующие сокращения: с — синглет, 
д — дублет, т — триплет, м — мультиплет.

Тонкослойную хроматографию (ТСХ) выпол-
няли на стеклянных силикагелевых пластинах DC 
Kieselgel 60 G/F254 (Merck, Германия) в системах 
растворителей, представленных в табл. 1. Аминосо-
держащие соединения обнаруживали нингидрином, 
соединения с амидными группами — с помощью 
хлор-толидиновой пробы.

Аналитическую ОФ ВЭЖХ проводили на жид-
костном хроматографе Infinity II 1260 (Agilent 
Technologies, США) с градиентным насосом и спек-
трофотометрическим детектором c диодной матри-
цей; программное обеспечение — Agilent OpenLAB 
CDS ChemStation. Хроматографическая колонка BDS 
Hypersil C18 250×4,6 мм, 5 мкм (Thermo Scientific, 
США). Анализ выполняли в условиях линейного 
градиента с применением двух подвижных фаз (ПФ): 
смесь 0,02М фосфатного буферного раствора с рН 7,6 
и метанола в объёмном соотношении 95:5 (ПФ А)  
и смесь 0,02М фосфатного буферного раствора с рН 7,6, 
метанола и ацетонитрила в объёмном соотношении 
60:100:40 (ПФ Б). Режим градиента: ПФ А/ПФ Б от 
100/0 до 85/15 за 15 минут, затем от 85/15 до 30/70 
за 10 минут, выдержка 30/70 в течение 10 минут, за-
тем от 30/70 до 100/0 за 2 минуты, выдержка 100/0 
в течение 8 минут. Скорость потока ПФ 1 мл/мин; 
температура термостата колонки 20 °С; аналити-
ческая длина волны детектирования 210 нм, объём 
вводимой пробы 20 мкл.

Синтез гексаметилендиамида бис-(N-моноглу-
тарил-L-аспарагинил-L-аспарагина), ГТС-304LL
N-трет-бутилоксикарбонил-L-аспарагина, Boc-

L-Asn-OH (1L). К раствору 56,8 г (0,378 моль) моно-
гидрата H-Asn-OH в 378 мл 1M NaOH при пере-
мешивании последовательно приливали раствор 
18,9 г (0,225 моль) NaHCO3 в 189 мл воды и 378 мл 

Таблица 1

Системы растворителей, использованных в качестве элюентов 
для ТСХ

Table 1

Solvent systems used as eluents for TLC

Шифр Состав системы
Объёмное 

соотношение

А Хлороформ–Метанол–Уксусная 
кислота–Вода 15:10:2:3

Б Хлороформ–Метанол–Уксусная 
кислота–Вода 8:10:2:3

В Бутанол–Уксусная кислота–Вода 3:1:1

Г Хлороформ–Метанол–Уксусная 
кислота 8:1:0,1

Д Этилацетат –

Е Гексан–Этилацетат 1:5

Ж Гексан–Этилацетат 1:1

З Хлороформ–Метанол 9:1
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изопропилового спирта. Далее при комнатной темпе-
ратуре к реакционной массе порционно по ∼20–30 мл 
прибавляли 113 мл 98 % (р = 0,95; 0,491 моль, 30 % 
изб.) ди-трет-бутилпирокарбоната в течение 30 мин 
и перемешивали 24 ч. Реакционную массу упаривали 
на роторном испарителе при температуре 35–40 °С 
до объёма ∼ 600–500 мл (удаляли т. о. изопропанол 
и трет-бутанол) и к остатку приливали 300 мл воды. 
Непрореагировавший ди-трет-бутилпирокарбонат 
экстрагировали гексаном 3×200 мл. Водно-щелочной 
раствор охлаждали до −2 °С и подкисляли 10 % р-ром 
НСl до рН 3–3,5 так, чтобы температура не поднима-
лась выше 0 °С. Выпавший осадок отфильтровывали, 
промывали 150 мл холодной воды, хорошо отжимали 
и затем промывали гексаном 2×100 мл. Сушили на 
фильтре в вакууме водоструйного насоса в течение 
1,5 ч, затем на воздухе в фарфоровой чаше в тече-
ние 12 ч. Получали 82,8 г (94 %) продукта 1L в виде 
белого порошка. Rf 0,51 (А), Rf 0,84 (Б), Rf 0,71 (В),  
Rf 0,17 (Г); Т.пл. 176–176,4 °С с разлож.; [α]

D
21 −9,56° 

(с 2; ДМФА), [α]
D
21,5 −11,2° (с 1; ДМФА). Спектр 

1Н-ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,38 (с, 9Н, −OC(СН3)3 
Boc), 2,37-2,53 (м, 2Н, CβH2 Asn), 4,14 (м, минорн. 
конформер 1Н, СαН Asn), 4,22 (м, 1Н, СαН Asn), 
6,60 (д, 1H, минорный конформер 3J = 7,74 Гц, NH 
Asn), 6,88 (д, 1Н, мажорный конформер, 3J = 8,5 Гц, 
NH Asn), 6,91 and 7,32 (два с, 2Н, −С(О)NH2 Asn), 
12,52 (с, 1Н, СООН).

Лит. [17]: Т пл. 176 °C (decomp); [α]
D
20 −7,2°  

(c = 2, ДМФА). Лит. [18]: Т. пл. 177–179 °C (Этанол);  
[α]

D
20 −7,8° (c = 1, ДМФА).
Пентафторфениловый эфир N-трет-бутил-

оксикарбонил-L-аспарагина, Boc-L-Asn-OPfp (2L). К 
суспензии 40,00 г (0,172 ммоль) Boc-L-Asn-OН в 700 мл 
этилацетата (ЭА) в четырёхгорлой круглодонной кол-
бе ёмкостью 2 л, снабжённой механической мешал-
кой, воздушным холодильником и термометром при 
комнатной температуре и перемешивании приливали 
раствор 37,71 г 98 % (36,95 г 100 %, 0,2 моль, 20 % 
изб.) пентафторфенола в 90 мл ЭА, далее при темпе-
ратуре 10 °С последовательно порциями приливали 
раствор 43,13 г 99 % (42,7 100 %, 0,207 моль, 20,2 % 
изб.) ДЦГК в 100 мл ЭА, остатки ДЦГК смывали  
40 мл ЭА. Реакционную массу в виде суспензии пере-
мешивали 22 ч при 9–10 °С, далее прибавляли 3,31 г 
щавелевой кислоты (на избыток ДЦГК), выдержива-
ли при перемешивании 1 ч. ДЦГМ отфильтровывали, 
промывали 200 мл ЭА (+10 °С), фильтрат упаривали 
на роторном испарителе при температуре 30–35 °С 
(12 мм рт. ст.). К подвижному остатку приливали 
350 мл петролейного эфира (фракция 40–60 °С) 
и оставляли в холодильнике (+4 °С) на 12 ч. Оса-
док отфильтровывали, промывали петролейным 
эфиром (150 мл), высушивали на фильтре в ваку-
уме водоструйного насоса. Получали 61,8 г (90 %) 
2L в виде белого кристаллического продукта.  
Rf осн. пятна 0,73 (Д), Rf осн. пятна 0,66 (Е), Rf осн. 

пятна 0,71 (З). Т.пл. 120–122,7 °C (из петролейного 
эфира); [α]

D
23−17,9° (с 1; Этилацетат). Спектр 1Н-ЯМР 

(CDCl3), δ, м.д.: 1,47 (с, 9Н, -OC(СН3)3 Boc), 2,90 
(дд, 1Н, 2J = 16,5 Гц, 3J = 4,1 Гц, CβH2 Asn), 3,15 (дд, 
1Н, 2J = 16,5 Гц, 3J = 4,7 Гц, CβH2 Asn), 4,90 (м, 1Н, 
СαН Asn), 5,90 (д, 1Н, 3J 8,7 Гц, NH Asn), 5,75 и 6,03 
(два уш.с, 2Н, - С(О)NH2 Asn).

Лит. [19]: Т.пл. 124–126 °C (диэтиловый эфир/
гексан); [α]

D
25 −16,7° (c = 1, Этилацетат). 

Гексаметилендиамид бис-(N-трет-бутил-
оксикарбонил-L-аспарагина), (Boc-L-Asn-NH-)2 
(CH2)6 (3L). К раствору 20,56 г (0,0516 моль) Boc-L-
Asn-OPfp в 500 мл ацетонитрила при перемешивании 
прибавляли 2,55 г 98 % (0,0215 моль) гексаметилен-
диамина, остатки смывали 150 мл ацетонитрила. 
Реакционную смесь перемешивали в течение 7 ч 
при комнатной температуре (ТСХ — контроль). Для 
полного прохождения реакции прибавляли ещё 1,5 г 
(0,0037 моль) Boc-L-Asn-OPfp и перемешивали в 
течение 5 ч. Гелеобразный осадок отфильтровывали, 
промывали 2×100 мл ацетонитрила, 100 мл этилаце-
тата, 2×80 мл диэтилового эфира, хорошо отжимали. 
Сушили на фильтре в вакууме водоструйного насоса, 
переносили в фарфоровую чашу и досушивали на 
воздухе. Получали хроматографически гомогенный 
продукт 3L с выходом 11,4 г (97 %) в виде бело-
го кристаллического порошка. Rf 0,91 (Б), Rf 0,75 
(В); Т.пл. 206–211,2 °C с разлож.; [α]

D
21 −2,04° (c 1; 

ДМСО). Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,20 (м, 
4Н, 2 С3H2 спейсер), 1,37 (м, 22Н, 2 С2H2 спейсер, 
2 –OC(СН3)3), 2,36 (м, 4Н, 2 CβH2 Asn), 3,02 (м, 4Н, 
2 С1H2 спейсер), 4,16 (м, 2Н, СαН Asn), 6,82 (д, 2Н, 
3J = 8,1 Гц, NH Asn), 6,87 и 7,26 (два с, 4Н, 2 -С(О)
NH2 Asn), 7,67 (т, 2Н, 3J = 5,3 Гц, −NH(CH2)6NH-). 

Дитрифторацетат гексаметилендиамида бис-(L-
аспарагина), (CF3COOH*Н-L-Asn-NH-)2(CH2)6 (4L). 
Раствор 5 г (9,18 ммоль) (Boc-L-Asn-NH-)2(CH2)6 в 
смеси 25 мл хлористого метилена и 25 мл 100 % ТФУ 
перемешивали при комнатной температуре 2,5 ч, 
реакционную массу упаривали, переупаривали с хло-
ристым метиленом (2×25 мл), остаток затирали под 
сухим диэтиловым эфиром с декантацией (2×25 мл), 
далее оставляли под диэтиловым эфиром (25 мл) 
на 4 ч. Осадок отфильтровывали на насадке для ги-
гроскопичных веществ, дополнительно промывали 
25 мл диэтилового эфира и высушивали в вакууме 
диафрагменного насоса (9 мм рт. ст.). Получали 
хроматографически гомогенный продукт 4L в виде 
белого кристаллического вещества с количественным 
выходом 5,02 г (95 %). Rf 0,36 (Б), Rf 0,17 (В); Т.пл. 
160,2–178,5 °С с разлож.; [α]

D
25 +4,66° (c 1; Метанол). 

Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,26 (м, 4Н,  
2 С3H2 спейсер), 1,40 (м, 4Н, 2 С2H2 спейсер), 2,62 (м, 
4Н, 2 CβH2 Asn), 3,09 (м, 4 Н, 2 С1H2 спейсер), 3,98 
(м, 2Н, 2 СαН Asn), 7,23 и 7,66 (два с, 4Н, 2 −С(О)
NH2 Asn), 8,09 (уш с, 6Н, 2 N+H3 Asn), 8,33 (т, 2Н, 
3J = 5,5 Гц, -NH(CH2)6NH-).
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Гексаметилендиамид бис-(N-трет-бутилок-
сикарбонил-L-аспарагинил-L-аспарагина), (Boc-L-
Asn-L-Asn-NH-)2(CH2)6 (5LL). К 4,54 г (1,14 ммоль) 
Boc-L-Asn-OPfp в 200 мл ацетонитрила приливали 
порционно при перемешивании раствор 2,342 г  
(4,1 ммоль) (CF3COOH*Н-L-Asn-NH-)2(CH2)6 в 35 мл 
диметилформамида с 1,57 мл (9,02 ммоль) ДИПЭА. 
Реакционную смесь перемешивали 12 ч при комнат-
ной температуре. Для полного прохождения реакции 
добавляли 0,5 г Boc-L-Asn-OPfp и перемешивали в 
течение 2 ч (ТСХ-контроль). Гелевый осадок отфиль-
тровывали, промывали ацетонитрилом (2×35 мл), 
диэтиловым эфиром (3×20 мл), сушили на фильтре 
в вакууме водоструйного насоса, одновременно 
растирая его. Далее белый кристаллический осадок 
переносили в фарфоровую чашу и сушили на воздухе 
в течение ночи при комнатной температуре. Полу-
чали 2,75 г (87 %) хроматографически гомогенного 
5LL в виде белого кристаллического порошка. Rf 
0,89 (Б), Rf 0,36 (В); Т.пл. 200–227 °С с разлож.;  
[α]

D
24 −13,4° (c 1; ДМСО). Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6), 

δ, м.д.: 1,19 (м, 4Н, 2 С3H2 спейсер), 1,38 (м, 22Н,  
2 С2H2 спейсер, 2 –OC(СН3)3 Boc), 2,39–2,55 (м, 8Н, 
4 CβH2 

1Asn и 2Asn), 3,00 (м, 4 Н, 2 С1H2 спейсер), 
4,17 (м, 2Н, СαН 2Asn), 4,41 (м, 2Н, СαН 1Asn), 6,88 
и 7,33, 6,96 и 7,38 (четыре с, 8Н, 4 −С(О)NH2 1Asn 
и 2Asn), 7,00 (д, 2Н, 3J = 7,3 Гц, 2 NH 2Asn), 7,61  
(т, 2Н, 3J = 4,8 Гц, −NH(CH2)6NH-), 8,11 (д, 2Н,  
3J = 7,9 Гц, 2 NH 1Asn). 

Дитрифторацетат гексаметилендиамида бис-(L-
аспарагинил-L-аспарагина), (CF3COOH*H-L-Asn-
L-Asn-NH-)2(CH2)6 (6LL). Раствор 4,4 г (5,7 ммоль) 
(Boc-L-Asn-L-Asn-NH-)2(CH2)6 в смеси 20 мл хло-
ристого метилена и 20 мл ТФУ, перемешивали 2,5 ч, 
затем реакционную массу упаривали в вакууме во-
доструйного насоса, переупаривали (2×20 мл) с 
хлористым метиленом, остаток затирали под су-
хим диэтиловым эфиром с декантацией (2×20 мл) 
и оставляли под диэтиловым эфиром (20 мл) на  
4 ч, далее осадок отфильтровывали на насадке для 
гигроскопичных веществ и высушивали в вакууме 
диафрагменного насоса (9 мм рт. ст.). Получали 4,15 г 
(91 %) 6LL в виде хроматографически гомогенного 
белого кристаллического осадка. Rf 0,25 (А), Rf 0,08 
(В); т.пл. 197−211°С (с разложением); [α]

D
24 − 5,0° (c 

1; ДМСО), [α]
D
24 − 7,5° (c 0,66; Метанол : Вода (2:1)). 

Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,20 (м, 4Н, -NH-
(СН2)2-(СН2)2-(СН2)2-NH-), 1,36 (м, 4Н, -NH-СН2-
СН2-(СН2)2-СН2-СН2-NH-), 2,41 и 2,52 (два дд, 4Н, 
2J = 15,7 Гц, 3J = 8,0 Гц и 3J = 5,3 Гц, 2 СβН2, 2Asn), 2,63 
и 2,74 (два дд, 4Н, 2J = 17 Гц, 3J = 7,5 Гц и 3J = 5,0 Гц, 
2 СβН2, 1Asn), 3,01 (м, 4 Н, -NH-CH2-(CH2)4-CH2-
NH-), 4,05 (уш. с, 2Н, 2 –N+H3-СαН 2Asn), 4,53 (м, 
2Н, 2 -NH-СαН 1Asn), 6,91 и 7,37; 7,29 и 7,75 (четы-
ре с, 8Н, 4 -С(О)-NH2бок, 1Asn и 2Asn), 7,84 (т, 2Н,  
3J = 5,6 Гц, -NH-(CH2)6-NH-), 8,15 (уш.с, 6Н, 2N+H3, 
2Asn), 8,61 (д, 2Н, 3J = 7,7 Гц, 2 NH-СαН 1Asn). 

Гексаметилендиамид бис-(N-моноглутарил-L-
аспарагинил-L-аспарагина), (HOOC-(CH2)3-CO-
L-Asn-L-Asn-NH-)2(CH2)6 (ГТС-304LL) (7LL).  
К раствору 1,6 г (1,99 ммоль) (CF3COOH*H-L-Asn-
L-Asn-NH-)2(CH2)6 в 100 мл диметилформамида 
приливали 0,811 мл (4,66 ммоль) ДИПЭА, затем 
при перемешивании присыпали 0,558 г (4,66 моль) 
глутарового ангидрида. Реакционную смесь пере-
мешивали в течение 7 ч при комнатной темпера-
туре, контролируя значение pH (7,5–8) с помощью 
ДИПЭА. Оставляли на ночь без перемешивания. 
По окончании реакции (ТСХ контроль) к густой 
гелеобразной реакционной массе приливали 50 мл 
ацетонитрила и перемешивали до однородной массы 
в течение 5 мин, после чего гелеобразный осадок от-
фильтровывали, последовательно промывали 1×50 мл 
ацетонитрила, 1×10 мл этилацетата, 1×10 мл ацетона. 
Получали 0,966 г (62 %) технического продукта 7LL 
в виде белого порошка. После очистки из смеси  
75 мл воды и 50 мл метанола и высушивания в вакуум-
эксикаторе над CaCl2 при 15 мм рт. ст. получали 0,49 г 
(51 %) хроматографически гомогенного белого кри-
сталлического осадка. Хроматографическая чистота 
соединения ГТС-304LL (метод внутр. нормализа-
ции) 98,93 %, время удерживания основного пика 
9,802 мин. Rf 0,32 (А), Rf 0,76 (Б), Rf 0,28 (В); Т.пл. 
197,8–223,7 °С с разлож.; [α]

D
22 − 17,9° (c 1; ДМСО). 

Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,20 (с, 4Н,  
2 С3H2 спейсер), 1,36 (м, 4Н, 2 С2H2 спейсер), 1,70 
(м, 4Н, 2 CβH2 Glt), 2,13–2,23 (м, 8Н, 2 CαH2 и 2 CγH2 
Glt), 2,37–2,60 (м, 8Н, 2 CβH2 1Asn и 2 CβH2 2Asn), 
3,00 (м, 4 Н, 2 С1H2 спейсер), 4,42 (м, 4Н, 4 СαН 1Asn  
и 2Asn), 6,86 и 7,30 (два с, 4Н, 2 -С(О)NH2 1Asn), 
6,96 и 7,43 (два с, 4Н, 2 -С(О)NH2 2Asn), 7,69 (т, 2Н, 
3J = 5,5 Гц, -NH(CH2)6NH-), 8,13 и 8,17 (два м, 4Н,  
2 NH 2Asn, 2 NH 1Asn), 11,99 (уш с, 2 Н, 2 СООН Glt). 
Спектр 13С -ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 174,72 (2C,  
2 СО, СООН Glt), 172,55 (2C, 2 СОNH2 2Asn), 
172,37 (4C, 2 СОNH Glt и 2 СОNH2 2Asn), 171,20 (2C,  
2 СОNH 1Asn), 170,92 (2C, 2 СОNH 2Asn), 50,43 (4C, 
4Сα 1Asn и 2Asn), 39,16 (2C, 2 С1 спейсер), 37,53 (2C, 
2 Сβ 2Asn), 37,09 (2C, 2 Сβ 1Asn), 34,67 (2C, 2 С3 Glt), 
33,55 (2C, 2 С1 Glt), 29,35 (2C, 2 С2 спейсер), 26,41 
(2C, 2 С3 спейсер), 21,04 (2C, 2 С1 Glt).

Синтез гексаметилендиамида бис- 
(N-моноглутарил-D-аспарагинил-D-аспарагина),  

ГТС-304DD
N-трет-бутилоксикарбонил-D-аспарагин, Boc-

D-Asn-OH (1D). К раствору 17,04 г (0,1135 моль) 
моногидрата H-D-Asn-OH в 113 мл 1M NaOH при 
перемешивании последовательно приливали раствор 
5,67 г (0,068 моль) NaHCO3 в 56,75 мл воды и 113,5 мл 
изопропилового спирта. Далее при комнатной тем-
пературе к реакционной массе порционно прибав-
ляли 35 мл 98 % (0,148 моль, 30 % изб.) ди-трет-
бутилпирокарбоната в течение 40 мин и переме-
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шивали 20 ч. Реакционную массу упаривали на 
роторном испарителе при температуре 35–40 °С 
до 1/3 объёма и к остатку приливали 200 мл воды.  
Непрореагировавший ди-трет-бутилпирокарбонат 
экстрагировали гексаном (2×100 мл). Водно-щелоч-
ной раствор охлаждали до 0 °С и подкисляли 10 % 
HCl до рН=3-3,5 так, чтобы температура не поднима-
лась выше 0 °С. Выпавший осадок отфильтровывали, 
промывали 100 мл холодной воды (+10 °С), изопро-
пиловым спиртом 100 мл (0 °С), гексаном (50 мл), 
высушивали в вакууме (15 мм рт. ст.) над CaCl2. 
Получали 22,79 г (87 %) 1D в виде белого кристалли-
ческого порошка. Rf 0,51 (А), Rf 0,84 (Б), Rf 0,71 (В); 
Т.пл. 172,4–173,1 °С; [α]

D
22 + 7,5° (c 1; ДМФА), [α]

D
22  

+ 7,0° (c 2; ДМФА). Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6),  
δ, м.д.: 1,37 (с, 9Н, -OC(СН3)3 Boc), 2,42 и 2,52 (два 
дд, 2Н, 2J = 15,27 Гц, 3J = 5,59 Гц и 3J = 7,36 Гц, CβH2 

Asn), 4,23 (м, 1Н, СαН Asn), 6,87 (д, 1Н, 3J = 8,5 Гц, 
NH Asn), 6,91 и 7,32 (два с, 2Н, -С(О)NH2 Asn), 12,51 
(с, 1Н, СООН).

Пентафторфениловый эфир N-трет-бутил-
оксикарбонил-D-аспарагина, Boc-D-Asn-OPfp (2D). 
К суспензии 20,0 г (0,0861 моль) Boc-D-Asn-OH в 
400 мл этилацетата при комнатной температуре и 
перемешивании приливали раствор 19,41 г 98 % 
(19,02 г 100 %, 0,1033 моль, 20 % изб.) пентафтор-
фенола в 75 мл этилацетата. Раствор охлаждали 
до 10 °С и порционно приливали раствор 21,5 г  
99 % (21,33 г 100 %, 0,1033 моль, 20 % изб.) 
ДЦГК в 100 мл этилацетата, остатки смывали  
50 мл этилацетата. Реакционную массу в виде су-
спензии перемешивали 22 ч при +9–+10 °С, далее 
прибавляли 1,26 г щавелевой кислоты (на избы-
ток ДЦГК), выдерживали при перемешивании 1 ч. 
ДЦГМ отфильтровывали, фильтрат упаривали на 
роторном испарителе при температуре 30–35 °С  
(12 мм рт. ст.). К остатку приливали 75 мл петро-
лейного эфира и оставляли в холодильнике (+4 °С) 
на 12 ч. Осадок отфильтровывали и промывали пе-
тролейным эфиром (150 мл), сушили на фильтре в 
вакууме водоструйного насоса, одновременно рас-
тирая его на фильтре. Получали 31,23 г (91%) 2D в 
виде белого кристаллического продукта. Rf 0,63 (Г), 
Rf 0,74 (Д), Rf 0,67 (Е); Т.пл. 116,5–119,4 °С; [α]

D
23  

+ 17,7° (c 1; Этилацетат). Спектр 1Н-ЯМР (CDCl3), 
δ, м.д.: 1,47 (с, 9Н, -OC(СН3)3 Boc), 2,91 (дд, 1Н,  
2J = 16,5 Гц, 3J = 4,0 Гц, CβH2 Asn), 3,15 (дд, 1Н,  
2J = 16,5 Гц, 3J = 4,7 Гц, CβH2 Asn), 4,91 (м, 1Н,  
СαН Asn), 5,89 (д, 1Н, 3J = 8,6 Гц, NH Asn), 5,74 и 
5,95 (два уш с, 2Н, -С(О)NH2 Asn).

Гексаметилендиамид бис-(N-трет-бутил-
оксикарбонил-D-аспарагина), (Boc-D-Asn-NH-)2 

(CH2)6 (3D). К раствору 8,78 г (22 ммоль) Boc-D-
Asn-OPfp в 235 мл ацетонитрила, при переме-
шивании приливали раствор 1,1 г 98 % (1,078 г  
100 %, 9,27 ммоль) гексаметилендиамина в 30 мл 
ацетонитрила. Реакционную массу перемешивали 

18 ч при комнатной температуре, осадок отфиль-
тровывали, промывали ацетонитрилом (2×25 мл), 
диэтиловым эфиром (3×20 мл). Осадок сушили в 
вакууме водоструйного насоса одновременно рас-
тирая его на фильтре. Далее белый кристаллический 
осадок переносили в фарфоровую чашу и сушили на 
воздухе в течение ночи при комнатной температуре. 
Получали 5 г (выход количественный) хроматогра-
фически гомогенного 3D в виде белого кристал-
лического порошка. Rf 0,95 (Б), Rf 0,75 (В), Rf 0,28 
(Г); Т.пл. 210–219 °С с разлож.; [α]

D
27,2 + 0,51° (c 1; 

ДМСО). Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,21  
(м, 4Н, 2 С3H2 спейсер), 1,37 (м, 22Н, 2 С2H2 спейсер, 
2 –OC(СН3)3), 2,36 (м, 4Н, 2 CβH2 Asn), 3,02 (м, 4Н, 
2 С1H2 спейсер), 4,16 (м, 2Н, СαН Asn), 6,81 (д, 2Н, 
3J = 8,2 Гц, NH Asn) 6,86 и 7,24 (два с, 4Н, 2 -С(О)
NH2 Asn), 7,65 (т, 2Н, 3J = 4,7 Гц, -NH(CH2)6NH-).

Дитрифторацетат гексаметилендиамида бис-(D-
аспарагина), (CF3COOH*Н-D-Asn-NH-)2(CH2)6 (4D). 
Раствор 1,50 г (2,75 ммоль) (Boc-D-Asn-NH-)2(CH2)6 

в 30 мл смеси хлористого метилена и ТФУ (1:1) пере-
мешивали при комнатной температуре 2,5 ч, затем 
упаривали, переупаривали с хлористым метиленом 
(2×15 мл), остаток затирали под сухим диэтиловым 
эфиром с декантацией (2×20 мл) и оставляли под 
диэтиловым эфиром (20 мл) на 2 ч для формирования 
осадка. Осадок отфильтровывали и высушивали в 
вакууме (9 мм рт. ст.) диафрагменного насоса. По-
лучали 1,43 г (91 %) хроматографически гомоген-
ного 4D в виде белого кристаллического порошка.  
Rf 0,33 (Б), Rf 0,17 (В); Т.пл. 171,1–180,2 °С с раз-
лож.; [α]

D
24,3 − 3,66° (c 1; Метанол), [α]

D
22,7 − 1,4° (c 1; 

ДМСО). Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,26  
(м, 4Н, 2 С3H2 спейсер), 1,40 (м, 4Н, 2 С2H2 спейсер), 
2,58 и 2,66 (два дд, 4Н 2J = 17,0 Гц, 3J = 5,22 и 3J = 7,82 Гц, 
2 CβH2 Asn), 2,99-3,19 (м, 4 Н, 2 С1H2 спейсер), 
3,98 (уш с, 2Н, 2 СαН Asn), 7,24 и 7,66 (два с, 4Н,  
2 -С(О)NH2 Asn), 8,09 (уш с, 6Н, 2 N+H3 Asn), 8,34 
(т, 2Н, 3J = 5,5 Гц, -NH(CH2)6NH-).

Гексаметилендиамид бис-(N-трет-бутил-
оксикарбонил-D-аспарагинил-D-аспарагина), (Boc-
D-Asn-D-Asn-NH-)2(CH2)6 (5DD). К раствору 1,24 г 
(2,17 ммоль) (CF3COOH*Н-D-Asn-NH-)2(CH2)6  
в 20 мл диметилформамида приливали 0,84 мл  
(4,80 ммоль) ДИПЭА и при перемешивании при-
сыпали 1,90 г (4,77 ммоль) Boc-D-Asn-OPfp. Реак-
ционную массу перемешивали 4 ч при комнатной 
температуре, оставляли на ночь без перемешивания. 
Диметилформамид упаривали (53 °С), переупаривали 
с водой (3×20 мл), к остатку приливали 50 мл дистил-
лированной воды (45 °С) и оставляли до формиро-
вания осадка. Осадок отфильтровывали, промывали 
водой, ацетоном (20 мл), гексаном (20 мл), высуши-
вали в вакууме (15 мм рт. ст.) над CaCl2. Получали 
1,54 г (92 %) хроматографически гомогенного 5DD  
в виде белого порошка. Rf 0,75 (А), Rf 0,87 (Б), Rf 0,47 
(В); Т.пл. 223,5–227,4 °С с разлож.; [α]

D
19 + 13,2° (c 1; 
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ДМСО). Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d
6
), δ, м.д.: 1,19  

(м, 4Н, 2 С3H2 спейсер), 1,38 (м, 22Н, 2 С2H2 спей-
сер, 2 –OC(СН3)3 Boc), 2,35-2,55 (м, 8Н, 4 CβH2 1Asn 
и 2Asn), 3,00 (м, 4 Н, 2 С1H2 спейсер), 4,14-4,20 и 
4,38-4,44 (два м, 4Н, 2 СαН 1Asn и 2Asn), 6,89 и 7,34, 
6,97 и 7,40 (четыре с, 8Н, 4 -С(О)NH2 1Asn и 2Asn), 
7,62 (т, 2Н, 3J = 5,5 Гц, -NH(CH2)6NH-), 7,02 и 8,13 
(два д, 4Н, 3J = 7,3 и 3J = 7,9 Гц, 4 NH 1Asn и 2Asn).

Дитрифторацетат гексаметилендиамида бис-(D-
аспарагинил-D-аспарагина), (CF3COOH*H-D-Asn-
D-Asn-NH-)2(CH2)6 (6DD). Раствор 0,675 г (0,873 
ммоль) (Boc-D-Asn-D-Asn-NH-)2(CH2)6 в 16 мл 
смеси хлористого метилена и ТФУ (1:1) перемеши-
вали 2,5 ч, затем реакционную массу упаривали, 
переупаривали с хлористым метиленом (2×15 мл), 
остаток затирали под сухим диэтиловым эфиром с 
декантацией (2×15 мл) и оставляли под диэтиловым 
эфиром (25 мл) на 2 ч для формирования осадка. 
Осадок отфильтровывали и высушивали в вакууме 
(15 мм рт. ст.) над CaCl2. Получали 0,692 г (выход 
количественный) хроматографически гомогенного 
6DD в виде белого порошка. Rf 0,08 (А), Rf 0,13 (Б); 
Т.пл. 195–207 °С (с разложением); [α]

D

20 + 21,1°  
(c 0,58; Вода); [α]

D
20 + 13,3° (c 0,92; Вода), [α]

D
20 + 

16,76° (c 0,73; Вода). Спектр 1Н-ЯМР (DMSO-d6), 
δ, м.д.: 1,20 (м, 4Н, 2 С3H2 спейсер), 1,35 (м, 4Н,  
-2 С2H2 спейсер), 2,41 и 2,52 (два дд, 4Н, 2J = 15,7 Гц, 
3J = 8,0 Гц и 3J = 5,3 Гц, 2 СβН2 2Asn), 2,62 и 2,77 (два 
дд, 4Н, 2J = 17 Гц, 3J = 7,5 Гц и 3J = 5,0 Гц, 2 СβН2 
1Asn), 3,02 (м, 4 Н, 2 С1H2 спейсер), 4,05 (м, 2Н,  
2 СαН 2Asn), 4,54 (м, 2Н, 2 СαН 1Asn), 6,91 и 7,37; 
7,29 и 7,75 (четыре с, 8Н, 4 -С(О)NH2 1Asn и 2Asn), 
7,84 (т, 2Н, 3J = 5,6 Гц, -NH(CH2)6NH-), 8,15 (уш с, 
6Н, 2 N+H3 2Asn), 8,62 (д, 2Н, 3J = 7,7 Гц, 2 NH 1Asn).

Гексаметилендиамид бис-(N-моноглутарил-D-
аспарагинил-D-аспарагина), (HOOC-(CH2)3-CO-
D-Asn-D-Asn-NH-)2(CH2)6 (ГТС-304DD) (7DD).  
К раствору 0,692 г (0,864 ммоль) (CF3COOH*H-D-
Asn-D-Asn-NH-)2(CH2)6 в 30 мл диметилформамида 
приливали 0,361 мл (2,074 ммоль) ДИПЭА, затем при 
перемешивании прибавляли 0,237 г (2,074 ммоль) 
глутарового ангидрида. Реакционную массу переме-
шивали при комнатной температуре 4 ч, далее остав-
ляли на ночь без перемешивания. К реакционной 
массе приливали 30 мл ацетонитрила и оставляли 
на 2 ч при перемешивании, сформировавшийся оса-
док отфильтровывали, промывали ацетонитрилом 
3×15 мл, этилацетатом 3×15 мл, дистиллированной 
водой (35 °С) 3×10 мл, снова ацетонитрилом 10 мл, 
диэтиловым эфиром 2×15 мл. Высушивали в вакууме 
(15 мм рт. ст.) над CaCl2. Получали 0,428 г (62 %) 
хроматографически гомогенного 7DD в виде белого 
порошка. Хроматографическая чистота соединения 
ГТС-304DD (метод внутр. нормализации) 96,67 %, 
время удерживания основного пика 9,852 мин.  
Rf 0,35 (А); Rf 0,76 (Б); Rf 0,28 (В); Т.пл. 207,7–227,4 °С 
с разлож.; [α]

D
23,5 + 23,48° (c 1; ДМСО). Спектр 

1Н-ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 1,19 (с, 4Н, 2 С3H2 

спейсер), 1,36 (м, 4Н, 2 С2H2 спейсер), 1,70 (м, 4Н, 
2 CβH2 Glt), 2,13-2,22 (м, 8Н, 2 CαH2 и 2 CγH2 Glt), 
2,37-2,59 (м, 16Н, 4 CβH2 1Asn и 2Asn), 3,00 (м, 4 Н,  
2 С1H2 спейсер), 4,38-4,49 (м, 4Н, 4 СαН 1Asn и 2Asn), 
6,87 и 7,32; 6,98 и 7,44 (четыре с, 8Н, 4 -С(О)NH2 
1Asn и 2Asn), 7,69 (т, 2Н, 3J = 5,3 Гц, -NH(CH2)6NH-), 
8,14 (д, 2Н, 3J = 7,9 Гц, 2 NH 2Asn), 8,18 (д, 2Н,  
3J = 7,0 Гц, 2 NH 1Asn), 12,01 (уш с, 2 Н, 2 СООН 
Glt). Спектр 13С -ЯМР (DMSO-d6), δ, м.д.: 174,79 (2С,  
2 СООН Glt), 172,57 (2С, 2 СОNH2 2Asn), 172,34 
(4С, 2 СОNH Glt и 2 СОNH2 2Asn), 171,21 (2C, 2 
СОNH 1Asn), 170,92 (2C, 2 СОNH 2Asn), 50,44 (4C,  
4Сα 1Asn и 2Asn), 39,20 (2C, 2 С1 спейсер), 37,51 (2C, 
2 Сβ 2Asn), 37,07 (2C, 2 Сβ 1Asn), 34,64 (2C, 2 С3 Glt), 
33,62 (2C, 2 С1 Glt), 29,32 (2C, 2 С2 спейсер), 26,40 
(2C, 2 С3 спейсер), 21,03 (2C, 2 С1 Glt).

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Конструирование миметика
Дизайн миметика был основан на кристалличе-

ской структуре нейротрофина-3, представленной в 
кристаллической форме (PDB ID: 1NT3) [20]. Как и 
другие нейротрофины, NT-3 является симметричным 
гомодимером; каждый мономер содержит восемь 
β-тяжей, формирующих четыре антипараллельных 
β-листа. Эти тяжи соединены четырьмя петлями, 
обозначаемыми номерами 1-я (остатки 29–33), 2-я 
(42–47), 3-я (58–75) и 4-я (91–97) .

Для дизайна миметика был выбран наиболее 
экспонированный и предположительно вовле-
чённый во взаимодействие с рецептором участок 
нейротрофина — β-изгиб четвёртой петли NT-3 с 
последовательностью –Glu92–Asn93–Asn94–Lys95–. 
При конструировании миметика сохранили его 
центральный дипептидный фрагмент –Asn93–Asn94–, 
а предшествующий –Glu92– (-NH-CH(-(CH2)2-
COOH)-CO-) был заменён на его биоизостер — оста-
ток моноглутаровой кислоты (HOOC-(CH2)3-CO-). 
Димеризация сконструированного N-ацилдипептида 
N-моноглутарил-L-аспарагинил-L-аспарагина осу-
ществлялась по С-концу с помощью гексаметилен-
диаминового спейсера. Таким образом был получен 
(рис. 2) димерный дипептидный миметик 4-ой петли 
NT-3 — гексаметилендиамид бис-(N-моноглутарил-
L-аспарагинил-L-аспарагина), получивший рабочий 
шифр ГТС-304.

Синтез ГТС-304LL и ГТС-304DD
Пептид ГТС-304LL и его энантиомер ГТС-304DD 

синтезировали методами классического пептидного 
синтеза в растворе, исходя из коммерчески доступ-
ных энантиомерно чистых H-L-Asn-OH и H-D-
Asn-OH. Пептидную цепь наращивали с С-конца 
с использованием Boc-стратегии защитных групп 
и метода активированных пентафторфениловых 
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эфиров по общей схеме, представленной на рис. 3. 
Строение промежуточных и конечных соединений 
подтверждено методами одномерной 1Н, 13С и дву-
мерной (COSY — гомоядерная корреляция, HSQC — 
гетероядерная одноквантовая корреляция) ЯМР-
спектроскопии. Отнесение сигналов карбонильных 
атомов углерода амидных групп проводили с помощью 
HMBC (гетероядерной многосвязной корреляции). 

Вос-защищённые-аспарагины (1L и 1D) полу-
чали из моногидратов L- и D-аспарагина (H2O⋅H-
Asn-OH) при комнатной температуре по методу 
Позднева В.Ф. [21] с выходом целевых продуктов  
94 % и 87 % соответственно. Активированные пен-
тафторфениловые эфиры Boc-аспарагинов (2L и 2D) 
синтезировали с использованием пентафторфенола 
в присутствии ДЦГК в этилацетате при темпера-
туре 9–10 °C с выходом 90 % и 91 % соответствен-
но. Конденсация активированных эфиров (2L и 
2D) с гексаметилендиамином в ацетонитриле при 
комнатной температуре приводила к образованию 
бис-пептидов (3L и 3D) с количественным выходом, 
которые далее подвергали ацидолизу в смеси три- 
фторуксусной кислоты и хлористого метилена (1:1), 
получая дитрифторацетаты (4L и 4D). Подтвержде-

нием удаления Boc-группы в 1H ЯМР-спектре слу-
жило исчезновение синглета Boc-группы в области 
1,36 м.д. и появление уширенного синглета NH3

+  
в области 8,09 м.д. с интегральной интенсивностью 
равной трём протонам.

Растворы соответствующих дитрифторацетатов 
(4L и 4D) в присутствии диизопропилэтиламина 
(ДИПЭА) в диметилформамиде порционно при-
бавляли к растворам активированных эфиров аспа-
рагина (2L и 2D) в ацетонитриле, получая таким 
образом бис-дипептиды 5LL и 5DD с выходом 87 % и 
92 %. Дальнейший кислотный ацидолиз соединений 
(5LL и 5DD) с последующим ацилированием глутаро-
вым ангидридом в диметилформамиде в присутствии  
ДИПЭА приводил к целевым дипептидным миметикам 
ГТС-304LL и ГТС-304DD с выходом 62 %, и общим 
выходом семистадийного синтеза 38 % и 37 % соот-
ветственно в расчёте на незащищённый аспарагин. 

Хроматографическая чистота, по данным ОФ 
ВЭЖХ, соединения ГТС-304LL (метод внутр. нор-
мализации) составила 98,93 %, время удерживания 
основного пика 9,802 мин, а соединения ГТС-304DD 
(метод внутр. нормализации) — 96,67 %, время удер-
живания основного пика 9,852 мин.

Рис. 2. Конструирование димерного дипептидного миметика 4-й петли NT-3 — гексаметилендиамида бис- 
(N-моноглутарил-L-аспарагинил-L-аспарагина) (ГТС-304LL).
Fig. 2. Designing of a dimeric dipeptide mimetic of the NT-3 loop 4– bis-(N-monoglutaryl-L-asparaginyl-L-asparagine) 
hexamethylenediamide (GTS-304LL).
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Рис. 4. Cтруктура миметика 4-й петли NT-3 — гексаметилендиамида бис-(N-
моноглутарил-L-аспарагинил-L-аспарагина) (ГТС-304)
Fig. 4. Structure of the NT-3 loop 4 mimetic — bis-(N-monoglutaryl-L-asparaginyl-L-
asparagine) hexamethylenediamide (GTS-304)

Рис. 3. Схема синтеза L,L- и D,D-энантиомеров гексаметилендиамида бис-(N-
моноглутарил-аспарагинил-аспарагина)
Fig. 3. Scheme of synthesis of L,L- and D,D-enantiomers of bis-(N-monoglutaryl-asparaginyl-
asparagine) hexamethylenediamide
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В связи с симметрией молекулы, количество сиг-
налов в спектрах вдвое меньше количества протонов 
и углеродов в соединении. Химические сдвиги сиг-
налов в спектрах 1Н, 13С для LL- и DD-энантиомеров 
идентичны (табл. 2 и 3). Об энантиомерной чистоте 
синтезированных стереоизомеров судили по значению 
удельного угла оптического вращения ([α]

D
) (табл. 4).

В спектре H1-ЯМР сигналы протонов располо-
жены в характерной для них области химических 
сдвигов. Сигналы протонов СαH 1Asn и СαH 2Asn 
(4,42 м.д.) практически совпадают по химическому 
сдвигу, что наблюдается также для сигналов от групп 
CβH2 (м 2,37–2,60 м.д.) и NHα (м 8,13–8,17 м.д.). 
Поэтому наличие обоих аминокислотных остатков 
в структуре подтверждается удвоенной интеграль-
ной интенсивностью сигналов этих групп, а также 
присутствием 2 пар сигналов амидных протонов 
С(О)NH2 1Asn (4Н) и С(О)NH2 2Asn (4Н) в области 
слабого поля. 

Спектр 13С подтверждает наличие всех атомов 
углерода в структуре. Обнаруживаются 4 сигнала 
от 5 карбонильных атомов амидных групп, 1 атом 
углерода карбоксильной группы. Сигналы углеро-
дов от 2 метиновых (2Сα – 1Asn и 2Asn) и 8 сигналов 
метиленовых групп (2 Сβ – 1Asn и 2Asn; С1, С2, С3 — 
остатка моноглутарила и С1, С2, С3 — спейсера) 
были отнесены с помощью DEPT (Distortionless 
Enhancement by Polarization Transfer) — экспери-
мента, который позволяет различить сигналы чет-
вертичных, метиновых, метиленовых и метильных 

Таблица 2

Данные спектров 1H-ЯМР для ГТС-304LL и ГТС-304DD

Table 2
1H-NMR spectral data for GTS-304LL and GTS-304DD

Группы
Количество 

протонов

Химические сдвиги, δ, м.д.

ГТС-304LL ГТС-304DD

2 С3H2 спейсер 4Н 1,20 с 1,19 с

2 С2H2 спейсер 4Н 1,36 м 1,36 м

2 C2H2 Glt** 4Н 1,70 м 1,70 м

2 C1H2 Glt и 2 C3H2 Glt 8Н 2,13-2,23 м 2,13-2,22 м

2 CβH2 1Asn и 2 CβH2 2Asn 8Н 2,37-2,60 м 2,37-2,59 м

2 С1H2 спейсер 4Н 3,00 м 3,00 м

4 СαН 1Asn и 2Asn 4Н 4,42 м 4,38-4,49 м

2 -С(О)NH2 1Asn 4Н 6,86 с и 7,30 с 6,87 с и 7,32 с

2 -С(О)NH2 2Asn 4Н 6,96 с и 7,43 с 6,98 с и 7,44 с

NH(CH2)6NH- 2Н 7,69 т 7,69 т

2NHα 2Asn, 2NHα 1Asn 4Н 8,13 м и 8,17 м 8,14 м и 8,18 м

СООН Glt 2Н 11,99 уш.с 12,01 уш.с

Всего протонов 52Н
Примечания: * — растворитель — DMSO-d6; ** — Glt — остаток моноглутаровой кислоты.
Notes: * — solvent — DMSO-d6; ** — Glt — monoglutaric acid residue.

Таблица 3

Данные спектров 13C-ЯМР для ГТС-304LL и ГТС-304DD

Table 3
13C-NMR spectral data for GTS-304LL and GTS-304DD

Группы
Количество 

атомов 
углерода

Химические сдвиги*, δ, 
м.д.

ГТС-304LL ГТС-304DD

С2 Glt** 2С 21,04 21,03 

С3 спейсер 2С 26,41 26,40 

С2 спейсер 2С 29,35 29,32 

С1 Glt 2С 33,55 33,62 

С3 Glt 2С 34,67 34,64 

Сβ 2Asn 2С 37,09 37,07 

Сβ 1Asn 2С 37,53 37,51 

С1 спейсер 2С 39,16 39,20 

Сα 2Asn 2С
50,43 50,44 

Сα 1Asn 2С

СОNH 2Asn 2С 170,92 170,92 

СОNH 1Asn 2С 171,20 171,21

СОNH2 2Asn 2С
172,37 172,34 

СОNH2 1Asn 2С

СОNH Glt 2С 172,55 172,57 

СООН Glt 2С 174,72 174,79 

Всего атомов 
углерода 32С

Примечания: * — растворитель — DMSO-d6; ** — Glt — остаток 
моноглутаровой кислоты. 
Notes: * — solvent — DMSO-d6; ** — Glt — monoglutaric acid residue.
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атомов углерода в спектре 13С, а также на основании 
анализа двумерного гетероядерного спектра 1Н -13С 
(HSQC-Heteronuclear Single Quantum Coherence). 
Структурная формула синтезированного соединения 
ГТС-304 представлена на рис. 4.

Ограничения исследования / Study limitations

Биологическая активность полученных соедине-
ний в настоящей работе не изучалась. 

Заключение / Conclusion

Новый потенциальный димерный дипептидный 
миметик 4-й петли NT-3 гексаметилендиамид бис-
(N-моноглутарил-L-аспарагинил-L-аспарагина) 
(ГТС-304LL) и его D,D-энантиомер были получе-
ны классическими методами пептидного синтеза  
в растворе с использованием Boc-стратегии защит-
ных групп и активированных пентафторфениловых 
эфиров для образования пептидной связи с общим 
выходом 37–38 % и хроматографической чистотой 
(ВЭЖХ) 97–99 %.

Таблица 4

Физико-химические характеристики ГТС-304LL и ГТС-304DD

Table 4

Physicochemical characteristics of GTS-304LL and GTS-304DD

Соединение

Температура 
плавления, °C

Удельный угол 
оптического 
вращения,

[α]D

Хроматографическая подвижность (Rf) в 
системах ТСХ

Чистота 
(метод 

ВЭЖХ), 
%Структура Шифр

Хлороформ–
Метанол– 
Уксусная 

кислота–Вода
(15:10:2:3)

Хлороформ–
Метанол– 
Уксусная 

кислота–Вода
(8:10:2:3)

Бутанол–
Уксусная 
кислота–

Вода
(3:1:1)

(Glt-L-Asn-L-Asn-
NH-)2(CH2)6

ГТС-304LL 210,7-242,6# [α]
D
18 –22,0°  

(c = 1, DMSO) 0,35 0,76 0,28 98,93

(Glt-D-Asn-D-Asn-
NH-)2(CH2)6

ГТС-304DD 207,7-227,4# [α]
D
24 +23,5°  

(c = 1, DMSO) 0,35 0,76 0,28 96,67

Примечания: # — плавление соединения с разложением; Glt — остаток моноглутаровой кислоты.
Notes: # — melting of the compound with decomposition; Glt — monoglutaric acid residue.
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Коррекция поведенческих нарушений фабомотизолом 
при постнатальной пропионовой модели расстройств 

аутистического спектра у крыс
 Бояркин В. С., Капица И. Г., Воронина Т. А.

ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  
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Аннотация 
Актуальность. Постнатальное введение пропионовой кислоты (ППК) крысам в период активного созревания нейронных сетей моделирует 

устойчивые поведенческие нарушения, характерные для расстройств аутистического спектра (РАС). Фабомотизол, обладающий мультифакторным 
механизмом действия (активация сигма-1 рецептора, модуляция ГАМК- и глутаматергической передачи), может оказывать корригирующее влияние 
на данные нарушения.

Цель работы. Изучить влияние фабомотизола на поведенческие нарушения у крыс линии Вистар с моделью РАС, индуцированной постнатальным 
введением ППК.

Методы. Моделирование РАС проводили самцам крыс Вистар путём подкожных инъекций ППК в дозе 500 мг/кг на 21–25-й постнатальные дни 
(Р21–Р25). Фабомотизол (10 мг/кг) вводили перорально ежедневно с Р26 до окончания эксперимента. В период Р52–Р85 оценивали социальное по-
ведение («Парный тест»), стереотипию («Автогруминг»), тревожность («Открытое поле», «Приподнятый крестообразный лабиринт»), ориентировочно-
исследовательскую активность («Норковый тест»), когнитивные функции («У-лабиринт») и реакцию на аверсивный запах.

Результаты. Постнатальное введение ППК вызывало стойкие нарушения: дефицит социального взаимодействия (снижение коммуникативных актов 
в 4,3 раза, повышение агрессии в 26 раз), стереотипию (увеличение длительности груминга в 6,4 раза), тревожность (снижение времени в открытых 
рукавах лабиринта в 4,4 раза), когнитивный дефицит (снижение эффективности патрулирования Y-лабиринта в 2,2 раза) и нарушение видового по-
ведения. Фабомотизол корректировал вызванные нарушения: нормализовал социальное поведение (увеличение коммуникативных актов в 4,6 раза, 
снижение агрессии в 10,5 раза), уменьшал стереотипию (сокращение длительности груминга в 5,5 раза), оказывал анксиолитическое действие (увели-
чение времени нахождения в открытых рукавах в 8,5 раза) и улучшал когнитивные функции (повышение эффективности патрулирования в 2,7 раза).

Заключение. Фабомотизол в дозе 10 мг/кг при длительном пероральном введении ослабляет основные поведенческие нарушения у крыс  
с постнатальной ППК-моделью РАС, что подтверждает его терапевтический потенциал при устойчивых симптомах аутистического спектра.

Ключевые слова: расстройство аутистического спектра; РАС; пропионовая кислота; фабомотизол; поведенческие нарушения; крысы Вистар
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Fabomotizole corrects behavioral impairments in a postnatal propionic acid model of autism spectrum disorders in rats

Valentin S. Boyarkin, Inga G. Kapitsa, Tatiana A. Voronina
Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 
Background. Postnatal administration of propionic acid (PPA) to rats during the period of active neural network maturation models persistent behavioral 

disorders characteristic of autism spectrum disorders (ASD). Fabomotizole, which has a multifactorial mechanism of action (sigma-1 receptor activation, modulation 
of GABAergic and glutamatergic transmission), may have a corrective effect on these disorders.

Objective. To study the effect of fabomotizole on behavioral disorders in Wistar rats with an ASD model induced by postnatal PPA administration.
Methods. ASD was modeled in male Wistar rats by subcutaneous injections of PPA at a dose of 500 mg/kg on postnatal days 21–25 (P21–P25). Fabomotizole 

(10 mg/kg) was administered orally daily from P26 until the end of the experiment. Between P52 and P85, social behavior (Pair Test), stereotypy (Autogrooming), 
anxiety (Open Field Test, Elevated Plus Maze), exploratory activity (Hole Board Test), cognitive functions (Y-maze), and response to aversive odor were assessed.

Results. Postnatal PPA administration caused persistent impairments: social deficit (4.3-fold decrease in communicative acts, 26-fold increase in aggression), 
stereotypy (6.4-fold increase in grooming duration), anxiety (4.4-fold decrease in time spent in open arms), cognitive deficit (2.2-fold decrease in Y-maze patrolling 
efficiency), and disrupted species-specific behavior. Fabomotizole corrected the PPA-induced impairments: normalized social behavior (4.6-fold increase in 
communicative acts, 10.5-fold decrease in aggression), reduced stereotypy (5.5-fold decrease in grooming duration), exerted an anxiolytic effect (8.5-fold increase 
in time spent in open arms), and improved cognitive functions (2.7-fold increase in patrolling efficiency).

Conclusion. Fabomotizole at a dose of 10 mg/kg with long-term oral administration attenuates the main behavioral disorders in rats with the postnatal PPA-
induced ASD model, confirming its therapeutic potential against persistent symptoms of autism spectrum disorder.

Keywords:  autism spectrum disorder; ASD; propionic acid; fabomotizole; behavioral impairments; Wistar rats
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Введение / Introduction

Среди экспериментальных моделей расстройства 
аутистического спектра (РАС) значительное место 
занимает модель, индуцированная пропионовой кис-
лотой (ППК) — бактериальным метаболитом, избыток 
которого ассоциирован с симптомами РАС у человека 
[1]. В настоящее время в доклинических исследо-
ваниях используются два протокола эксперимента: 
пренатальное и постнатальное введение ППК, что 
моделирует различные проявления РАС.

Пренатальное введение ППК в критические пери-
оды эмбриогенеза используется для моделирования 
нарушений нейроразвития. В эти периоды ППК на-
рушает процессы нейрогенеза, миграции нейронов, 
синаптогенеза и формирования иммунной системы, 
что приводит к развитию стойких структурных и 
функциональных аномалий мозга, аналогичных та-
ковым при идиопатическом аутизме [2, 3]. В наших 
предыдущих исследованиях [4] на модели РАС, инду-
цированной пренатальным введением ППК крысам 
на 12,5-й день гестации, было показано изменение 
показателей физического развития потомства в пе-
ринатальном периоде, а также стойкое нарушение 
социального поведения, повышение тревожности 
и когнитивный дефицит в пубертатный и взрослый 
периоды.

Постнатальное введение ППК приходится на 
период, когда основные структуры мозга крыс уже 
сформированы, но активно протекают процессы 
синаптического прунинга, миелинизации и созре-
вания нейронных сетей, особенно в лимбической 
системе и коре [5, 6]. Воздействие ППК в этот период 
приводит к системному сдвигу метаболических и 
нейровоспалительных процессов, развитию окисли-
тельного стресса, митохондриальной дисфункции, 
что сопровождается нарушениями социального, 
эмоционального, когнитивного, моторного статуса, 
характерного для РАС [7].

Ранее в исследованиях на модели РАС, индуци-
рованной пренатальным введением ППК, было уста-
новлено, что длительное курсовое введение фабомо-
тизола способствует частичной коррекции вызванных 
нарушений, и данный эффект наблюдается как в 
пубертатный период, так и у взрослых животных [8]. 
Выбор модели с постнатальным введением ППК по-
зволяет сфокусироваться на оценке потенциальных 
терапевтических эффектов фабомотизола на устой-
чивые поведенческие нарушения, опосредованные 
нейровоспалением и дисфункцией нейрональных 
сетей, что представляет отдельную и актуальную 
задачу.

Целью настоящего исследования явилось изучение 
влияния фабомотизола на поведенческие нарушения 
у крыс линии Вистар с моделью РАС индуцированной 
постнатальным введением ППК.

Материалы и методы / Materials and methods

Исследование проведено на крысах линии Вистар, 
родительское поколение которых было получено 
из филиала «Столбовая» ФГБУН «Научный центр 
биомедицинских технологий ФМБА России». Крыс 
содержали в стандартных условиях вивария ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий» в соответствии с 
ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила содержания 
и ухода за лабораторными грызунами и кроликами», 
ГОСТ 33215-2014 «Руководство по содержанию и 
уходу за лабораторными животными» при регули-
руемом световом режиме 12 ч/12 ч (свет/темнота) и 
постоянной температуре (21–23 °С) со свободным 
доступом к воде и гранулированному корму в поли-
пропиленовых клетках с решёткой из цинкохромовой 
стали, с обеспыленной подстилкой из деревянной 
стружки. Проведение экспериментов осуществлялось 
согласно рекомендациям «Руководство по работе  
с лабораторными (экспериментальными) животными 
при проведении доклинических (неклинических) 
исследований» (ПРИЛОЖЕНИЕ к Рекомендации 
Коллегии Евразийской экономической комиссии от  
05 марта 2024 года № 5) и было одобрено Комиссией по 
биомедицинской этике ФГБНУ «ФИЦ оригинальных 
и перспективных биомедицинских и фармацевтиче-
ских технологий».

Распределение потомства крыс по эксперименталь-
ным группам (контроль, ППК, ППК+фабомотизол) 
проводили с использованием метода рандомизации, 
которая была выполнена на этапе распределения 
животных из разных помётов. Ввиду особенностей 
экспериментального дизайна (длительное пероральное 
введение препарата) ослепление исследователя при 
оценке поведения не применялось. Для минимизации 
субъективной составляющей тесты регистрировали 
с помощью видеозаписи, а оценку поведенческих 
реакций проводили на основе объективных количе-
ственных критериев.

Моделирование РАС проводили у самцов крыс 
линии Вистар, которым с 21-го по 25-й день жизни 
(Р21–Р25) подкожно вводили ППК в дозе 500 мг/кг 
[9]. Контрольной группе крыс вводили эквивалентный 
объём фосфатно-солевого буфера (PBS, 0,01М). Фабо-
мотизол в дозе 10 мг/кг (субстанция, серия 0804001р) 
или дистиллированную воду вводили крысам пе-
рорально, начиная с 26-го постнатального дня и до 
завершения эксперимента.

Поведенческое тестирование крыс с моделью РАС 
проводили с Р52 по Р85.

Оценку социального поведения проводили на P52 
в условиях «Парного теста» [7]. Двух незнакомых крыс 
из одной группы помещали на прямоугольную арену 
(75×41×30 см) и в течение 10 мин регистрировали ком-
муникативное (подходы, обнюхивание, аллогруминг)  
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и агрессивное поведение (преследование, покусыва-
ние, оборонительная стойка, поза доминирования). 

Изучение уровня стереотипии проводили на P60 
в тесте «Автогруминг» [10]. Крысу помещали в центр 
чистой «домашней» клетки и в течение 10 минут фикси-
ровали число и продолжительность эпизодов груминга. 

Оценку двигательной и ориентировочно-исследо-
вательской активности, а также тревожности, прово-
дили на P63 в установке «Открытое поле» (TS0501-R, 
ООО «НПК «Открытая Наука», Россия), представляю-
щей собой круглую арену диаметром 90 см с бортиками 
высотой 38 см, пол которой для удобства регистрации 
перемещений разделён на сектора — периферические, 
срединные и центральный, и содержит 13 отверстий 
диаметром 4 см. Животное помещали в один из пе-
риферийных секторов установки и в течение 3 минут 
регистрировали число перемещений, вертикальных 
стоек, заглядываний в отверстия [11].

Оценку тревожности и стереотипии (по показателю 
«груминг») проводили на P73 в установке приподня-
тый крестообразный лабиринт (ПКЛ), состоящей из 
двух открытых и двух закрытых рукавов, соединённых 
центральной площадкой (TS0502-M3, ООО «НПК 
Открытая Наука», Россия). Крыс помещали в центр 
лабиринта и в течение 5 минут регистрировали время 
нахождения в его рукавах, количество заходов в них, 
длительность эпизодов груминга.

Ориентировочно-исследовательскую активность 
и тревожность крыс оценивали в «Норковом тесте» 
[12], установка для которого представляет собой ква-
дратную камеру (50×50×35 см) с полом, разделённым 
на 13 квадратов и имеющим 13 отверстий (норок) 
диаметром 3 см, расположенных на периферии и 
в центре установки. Животное на P76 помещали в 
один из углов установки и в течение 8 минут отмечали 
число посещённых квадратов, вертикальных стоек и 
заглядываний в отверстия.

Оценку исследовательской активности и рабочей 
(кратковременной) памяти у крыс с моделью РАС про-
водили на P83 в тесте «Y-лабиринт» [13]. Установка 
(TS1301-R, ООО «НПК Открытая Наука», Россия) пред-
ставляет собой три непрозрачных рукава (40×8×15 см), 
расположенных под углом 120° друг к другу, обозна-
ченных как А, Б и С и соединённых в центре. Крысу 
помещали в центр лабиринта и в течение 5 минут 
регистрировали общее количество заходов (визитов) 
в рукава и последовательность их посещения. На 
основе последовательности выделяли триплеты — 
три последовательных посещения трёх разных ру-
кавов (например, АБС, САБ, БСА, БАС, СБА, 
АСБ). Эффективность патрулирования (ЭфП, %), 
отражающую функцию рабочей памяти, рассчитывали 
по формуле: 

ЭфП = (NТр / (Nобщ – 2)) × 100, 

где NТр — число триплетов; Nобщ — общее число 
визитов в рукава.

Оценку видового поведения на основе сенсорно- 
эмоционального ответа в условиях предъявления 
негативного стимула проводили на P85 в установке 
«Y-лабиринт» [14]. В один из трёх рукавов лабиринта 
(«опасный», С) помещали чашку Петри с фильтро-
вальной бумагой, смоченной 0,1 мл 1 % раствора мочи 
лисы, тогда как рукава А и Б оставляли пустыми. В те-
чение 5 минут регистрировали число заходов в каждый 
рукав, длительность пребывания в нём и количество 
подходов к источнику запаха.

Размер выборки (n = 10–13 на группу) был опре-
делён на основе стандартных параметров, используе-
мых в аналогичных исследованиях на моделях РАС, и 
соответствует критерию достаточности (E = 27 > 20), 
что позволяет обеспечить статистическую мощность 
для выявления ожидаемых различий.

Статистическую обработку данных проводили с 
помощью программы «GraphPad Prism 11.0.0» для 
Windows (GraphPad, США). Нормальность распределе-
ния проверяли с помощью критерия Шапиро–Уилка 
с последующей оценкой равенства дисперсий по кри-
терию Левена. Для данных, распределение которых 
не соответствовало нормальному (критерий Шапиро- 
Уилка, p < 0,05) или наблюдалась гетерогенность 
дисперсий (критерий Левена, p < 0,05), применяли 
непараметрический критерий Краскела–Уоллиса. 
Апостериорные множественные сравнения проводили 
с помощью критерия Данна с поправкой Бонфер-
ронни. Для дальнейшей статистической обработки 
использовали однофакторный дисперсионный анализ 
(ANOVA) с коррекцией на множественные сравне-
ния по Бонферронни. Результаты представлены как 
среднее ± стандартная ошибка среднего (Mean ± 
SEM). Различия считали статистически значимыми 
при p < 0,05. 

Результаты / Results

Постнатальное введение ППК самцам крыс Ви-
стар вызывало нарушения социального поведения в 
«Парном тесте»: коммуникативная активность (чис-
ло взаимных контактов, обнюхиваний, совместной 
активности) снижалась в 4,3 раза (p < 0,001), а число 
агрессивных проявлений возрастало в 26 раз (p < 0,001) 
по сравнению с контролем. Фабомотизол нивелировал 
отмеченные нарушения у крыс с моделью РАС (рис. 1). 

В тесте «Автогруминг» у крыс с моделью РАС, 
вызванным постнатальным введением пропионо-
вой кислоты, отмечалось усиление стереотипного 
поведения, что выразилось в увеличении в 3,8 раза 
(p < 0,001) числа эпизодов груминга и в 6,4 раза  
(p < 0,001) его длительности относительно контроль-
ных значений (рис. 2).

Фабомотизол способствовал снижению в 2,0 раза  
(p < 0,01) числа эпизодов груминга и в 5,5 раза  
(p < 0,001) его длительности у крыс с моделью РАС 
относительно группы «ППК».
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Постнатальное воздействие ППК приводило к 
снижению ориентировочно-исследовательской ак-
тивности у крыс в тесте «Открытое поле» при от-
сутствии влияния на горизонтальную двигательную 

активность, что проявлялось в уменьшении в 1,4 раза 
числа вертикальных стоек и в снижении в 2,6 раза (в 
виде тенденции) числа заглядываний в отверстия по 
сравнению с контрольной группой, что корректиро-
валось фабомотизолом (табл. 1).

У крыс с моделью РАС отмечалось повышение 
тревожности в тесте «Открытое поле», что выразилось 
в уменьшении числа заходов в центральную и пре-
центральную зоны установки в 9,5 (p < 0,001) и 3,9 
раз (p < 0,001) соответственно по сравнению с пока-
зателями группы «Контроль». Фабомотизол ослаблял 
тревожноподобное поведение крыс с моделью РАС, что 
выразилось в достоверном увеличении числа заходов 
в прецентральную и центральную части установки по 
сравнению с группой «ППК».

Повышение тревожности у крыс, постнатально 
получавших ППК, отмечалось и в тесте «ПКЛ», что вы-
разилось в снижении в 4,4 раза (p < 0,01) длительности 
нахождения в открытых рукавах лабиринта и в 1,7 раза 
числа визитов в них (p < 0,05) относительно показателей 
контрольной группы (табл. 2). Кроме того, у крыс груп-
пы «ППК» в 1,75 раза (p < 0,01) увеличилась длитель-
ность груминга по сравнению с группой «Контроль». 

Противотревожное действие фабомотизола в тесте 
ПКЛ проявилось в увеличении в 8,5 раза (p < 0,001) 
длительности пребывания крыс с моделью РАС в 
открытых рукавах лабиринта и в 2,5 раза (p < 0,01) 
числа заходов в них относительно показателей группы 
«ППК», а также в 1,9 (p < 0,05) и в 1,4 раз (p < 0,05) 
относительно группы «Контроль» (табл. 2). Фабомо-
тизол также уменьшал длительность груминга в 5,0 
и 2,9 раз соответственно у крыс с моделью РАС по 
сравнению с показателями животных групп «ППК» и 
«Контроль», что указывает как на уменьшение уровня 
тревожности, так и стереотипии (см. табл. 2).

Снижение ориентировочно-исследовательской 
активности и повышенная тревожность отмечались 
у крыс, получавших ППК, и в условиях методики 
«Норковый тест» на Р76, что выразилось в уменьше-
нии в 3,9 раза (p < 0,001) числа заглядываний в норки, 
в 1,5 раза (p < 0,05) — вертикальных стоек и в 1,74 раза  
(p < 0,001) — переходов по сравнению с показателями 
контрольной группы, а также в полном избегании 
центральных норок (табл. 3).

Фабомотизол восстанавливал вызванные ППК на-
рушения, что выражалось в достоверном увеличении 
в 1,6 раза числа переходов и числа заглядываний как 
только в центральные, так и во все норки установки 
относительно группы «ППК» (см. табл. 3).

Постнатальное введение ППК вызывало суще-
ственное снижение исследовательской и двигатель-
ной активности у крыс в тесте «Y-лабиринт». Так,  
у крыс группы «ППК» наблюдалось снижение в 2,2 раза  
(p < 0,01) эффективности патрулирования (показате-
ля когнитивной организации маршрута) и в 1,9 раза  
(p < 0,001) общего числа переходов между рукавами по 
сравнению с показателями группы «Контроль» (табл. 4).

Рис. 1. Влияние фабомотизола на социальное поведение 
крыс с моделью РАС в «Парном тесте» на 52-й день постна-
тального развития. Данные представлены как Mean ± SEM
Fig. 1. Effect of fabomotizole on social behavior of rats with 
ASD model in the Pair Test on postnatal day 52. Data are 
presented as Mean ± SEM
Примечание: *** — p < 0,001 по сравнению с группой «Контроль»;  
## — p < 0,01, ### — p < 0,001 по сравнению с группой «ППК».  
К — контрольная группа; ППК — группа с моделью РАС, индуциро-
ванной пропионовой кислотой; ППК+Ф — группа с моделью РАС, 
получавшая фабомотизол.
Notes: *** — p < 0,001 compared to the "Control" group; ## — p < 0,01, 
### — p < 0,001 compared to the "PPA" group. K — Control group;  
PPA — group with ASD model induced by propionic acid; PPA+F — group 
with ASD model treated with fabomotizole.

Рис. 2. Влияние фабомотизола на показатели автогру-
минга у крыс с моделью РАС на 60-й день постнаталь-
ного развития. Данные представлены как Mean ± SEM 
Fig. 2. Effect of fabomotizole on self-grooming parameters in 
rats with ASD model on postnatal day 60. Data are presented 
as Mean ± SEM
Примечание: *, *** — p < 0,05, p < 0,001 по сравнению с группой «Кон-
троль»; ##, ### — p < 0,01, p < 0,001 по сравнению с группой «ППК». 
К — контрольная группа; ППК — группа с моделью РАС, индуциро-
ванной пропионовой кислотой; ППК+Ф — группа с моделью РАС, 
получавшая фабомотизол.
Notes: *, *** — p < 0,05, p < 0,001, respectively, compared to the "Control" 
group; ##, ### — p < 0,01, p < 0,001, respectively, compared to the "PPA" 
group. K — Control group; PPA — group with ASD model induced by 
propionic acid; PPA+F — group with ASD model treated with fabomotizole.
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Таблица 1
Влияние фабомотизола на поведение крыс с моделью РАС в тесте «Открытое поле» на Р63 (Mean ± SEM)

Table 1
Effect of fabomotizole on the behavior of rats with ASD model in the Open Field test on P63 (Mean ± SEM)

Параметры

Группа, число животных в группе (n)

Контроль
(n = 10)

ППК
(n = 11)

ППК+Фабомотизол
(n = 10)

Перемещения на периферии, ед. 30,5±2,9 34,5±4,7 35,9±4,9

Переходы в прецентральной зоне, ед. 15,6±2,0 4,0±0,9*** 13,7±1,1###

Заходы в центр, ед. 1,9±0,3 0,2±0,1*** 1,8±0,2###

Стойки, ед. 10,2±1,6 7,4±1,1 11,5±1,9#

Заглядывания в норки, ед. 2,6±0,6 1,0±0,5* 2,4±0,6
Примечания: *, *** — p < 0,06, p < 0,001 соответственно по сравнению с группой «Контроль»; #, ### — p < 0,07, p < 0,001 соответственно по срав-
нению с группой «ППК»; n — число животных в группе.
Notes: *, *** — p < 0.06, p < 0.001, respectively, compared to the “Control” group; #, ### — p < 0.07, p < 0.001, respectively, compared to the “PPA” 
group; n — number of animals per group.

Таблица 2
Влияние фабомотизола на поведение крыс Вистар с моделью РАС в тесте «Приподнятый крестообразный лабиринт» на Р73 

(Mean ± SEM)

Table 2
Effect of fabomotizole on the behavior of Wistar rats with ASD model in the Elevated Plus Maze test on P73 (Mean ± SEM)

Параметры Контроль
(n = 10)

ППК
(n = 10)

ППК + Фабомотизол  
(n = 10)

Нахождение в открытых рукавах, с. 80,0±15,1 18,3±6,3** 155,2±21,4*, ###

Визиты в открытые рукава, ед. 3,4±0,5 2,0±0,6* 4,9±0,7*, ##

Длительность груминга, с. 17,8±3,2 31,0±3,8** 6,2±1,2**, ###

Примечания: *, ** — p < 0,05, p < 0,01 соответственно по сравнению с группой «Контроль»; ##, ### — p < 0,01, p < 0,001 соответственно по 
сравнению с группой «ППК»; n — число животных в группе.
Notes: *, ** — p < 0.05, p < 0.01, respectively, compared to the “Control” group; ##, ### — p < 0.01, p < 0.001, respectively, compared to the “PPA” 
group; n — number of animals per group.

Таблица 3
Влияние фабомотизола на поведение крыс с моделью РАС в «Норковом тесте» на Р76 (Mean ± SEM)

Table 3
Effect of fabomotizole on the behavior of rats with ASD model in the Hole Board test on P76 (Mean ± SEM)

Параметры Контроль  
(n = 10)

ППК
(n = 11)

ППК+Фабомотизол  
(n = 10)

Заглядывания в норки, ед. 15,3±1,7 3,9±0,6*** 14,5±1,6###

Заглядывания в норки в центре установки, ед. 1,2±0,4 0,0±0,0** 2,3±0,3*, ###

Стойки, ед. 11,5±2,2 7,5±0,8* 9,1±2,9

Переходы, ед. 45,3±3,6 26,0±3,0*** 40,9±4,8#

Примечания: *, **, *** — p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 соответственно по сравнению с группой «Контроль»; #, ### — p < 0,05, p < 0,001 соот-
ветственно по сравнению с группой «ППК»; n — число животных в группе.
Notes: *, **, *** — p < 0.05, p <0.01, p < 0.001, respectively, compared to the “Control” group; #, ### — p < 0.05, p < 0.001, respectively, compared to 
the “PPA” group; n — number of animals per group.

Таблица 4
Влияние фабомотизола на поведение крыс с моделью РАС в тесте «Y-лабиринт» на Р83 (Mean ± SEM)

Table 4
Effect of fabomotizole on the behavior of rats with ASD model in the Y-Maze test on P83 (Mean ± SEM)

Параметры
Контроль
(n = 10)

ППК
(n = 11)

ППК + Фабомотизол  
(n = 10)

Переходы, ед. 9,4±1,0 5,0±0,6*** 9,4±1,1##

Эффективность патрулирования, % 65,3±2,9 29,2±10,7** 79,1±4,1*, ###

Примечания: *, **, *** — p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 соответственно по сравнению с группой «Контроль»; ##, ### — p < 0,01, p < 0,001 соот-
ветственно по сравнению с группой «ППК»; n — число животных в группе.
Notes: *, **, *** — p < 0.05, p < 0.01, p < 0.001, respectively, compared to the “Control” group; ##, ### — p < 0.01, p < 0.001, respectively, compared 
to the “PPA” group; n — number of animals per group.
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Фабомотизол повысил в 2,7 раза (p < 0,001) эф-
фективность патрулирования лабиринта у крыс  
с моделью РАС и увеличил в 1,9 раза число переходов 
(p < 0,01) относительно группы «ППК» (см. табл. 4).

У крыс группы «ППК» наблюдалось нарушение 
видового поведения, что выразилось в увеличении в 
1,8 раза (p < 0,05) длительности пребывания в рукаве 
с источником аверсивного стимула (запах лисы) в 
установке «Y-лабиринт» по сравнению с группой 
«Контроль» (табл. 5). 

Фабомотизол уменьшил в 1,6 раза длительность 
нахождения крыс с моделью РАС в «опасном» рукаве 
по сравнению с группой «ППК» (p < 0,05). Фабомо-
тизол на уровне тенденции уменьшил число заходов 
в рукав с источником запаха крыс с моделью РАС как 
по сравнению с животными группы «Контроль», так 
и группы «ППК». 

Обсуждение / Discussion

В настоящем исследовании продемонстрировано, 
что постнатальное введение ППК самцам крыс ли-
нии Вистар вызывает стойкие нарушения поведения, 
релевантные симптоматике РАС: дефицит социаль-
ного взаимодействия, повышенную тревожность и 
стереотипию, когнитивные нарушения, а также на-
рушения исследовательской активности и сенсорно-
эмоционального ответа. Фабомотизол (длительное 
пероральное введение в дозе 10 мг/кг) существенно 
корректировал проявления РАС, оказывая выражен-
ный анксиолитический эффект, нормализуя соци-
альное поведение, ослабляя стереотипию, улучшая 
когнитивные функции и восстанавливая видовые 
поведенческие паттерны.

Корректирующий эффект фабомотизола определя-
ется его мультифакторным механизмом действия, где 
центральную роль играет агонистическая активность 
по отношению к шаперону σ1-рецептора (S1R) [15]. 
Активация S1R в нервных клетках мозга стабилизирует 
ГАМК/бензодиазепиновые рецепторы, восстанавливая 
их чувствительность к эндогенным тормозным ме-

диаторам, модулирует глутаматергическую передачу, 
снижая эксайтотоксичность, и повышает биоэнерге-
тический потенциал нейронов за счёт стабилизации 
митохондриальной функции, что обеспечивает нейро-
протекцию [16, 17]. Другие мишени фабомотизола — 
хинонредуктаза 2 (NQO2) и моноаминоксидаза А 
(МАО-А) — усиливают антиоксидантную защиту и 
нормализуют оборот моноаминов [15]. В контексте 
ППК-модели РАС, где нарушения опосредованы 
нейровоспалением (усиление провоспалительных 
цитокинов TNF-α, IL-17, IL-2, NF-κB) и окисли-
тельным стрессом [18], особое значение приобретает 
способность фабомотизола модулировать функцию 
микроглии. Так, было показано, что фабомотизол 
подавляет активацию микроглии, стимулируя её пере-
ход в противовоспалительный фенотип M2 и снижая 
продукцию провоспалительных медиаторов [16, 17]. 
Аналогичные эффекты наблюдаются у других S1R-
агонистов, таких как флувоксамин, который в модели 
вальпроат-индуцированного аутизма нормализовал 
микроглиальные фенотипы, уменьшал стереотипии 
и улучшал социальное поведение [19].

Заключение / Conclusion

Фабомотизол, обладая мультитаргетным действи-
ем, возможно, оказывает мультифакторное действие на 
ключевые звенья патогенеза ППК-модели РАС, в том 
числе микровоспаление, оксидативный стресс, нару-
шения ГАМК/глутаматной передачи, что способствует 
комплексному ослаблению симптомов заболевания.

Полученные данные подтверждают, что модель с 
постнатальным введением ППК адекватно отражает 
устойчивые поведенческие нарушения и служит обо-
снованной платформой для оценки терапевтического 
потенциала фабомотизола при РАС.

Ограничения исследования / Study limitations

В настоящей работе не проводилось определение 
концентраций фабомотизола в плазме и ткани мозга, 

Таблица 5

Влияние фабомотизола на поведение крыс с РАС при предъявлении аверсивного запаха на Р85 (Mean ± SEM)

Table 5

Effect of fabomotizole on the behavior of rats with ASD during aversive odor exposure in the Y-Maze test on P85 (Mean ± SEM)

Группа, 
число крыс (n)

Число визитов, ед. Длительность нахождения, с

в рукав с источником 
запаха

в другие рукава в рукаве с запахом в других рукавах

Контроль, n = 8 3,00±0,38 6,13±0,99 46,19±6,83 205,56±21,62

ППК, n = 10 3,00±0,47 5,50±0,62 81,67±12,23* 195,49±14,21

ППК + Фабомотизол, n = 10 1,90±0,38 p < 0,06*, # 4,50±0,75 50,61±9,06# 229,55±6,89

Примечания: * — p < 0,05 по сравнению с группой «Контроль»; # — p < 0,05 по сравнению с группой «ППК»; n — число животных в группе.
Notes: * — p < 0.05 compared to the “Control” group; # — p < 0.05 compared to the “PPA” group; n — number of animals per group
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а также не оценивались его фармакокинетические 
параметры, поскольку основной целью исследования 
было изучение поведенческих эффектов длительно-
го введения препарата в модели РАС. Кроме того, 
тестирование поведения не выполнялось в условиях 
ослепления исследователя, что следует учитывать 
при интерпретации результатов. Исследование было 
проведено только на самцах крыс. У самок крыс ова-
риальный цикл вызывает значительные колебания 
гормонального фона, что может влиять на поведенче-

ские и нейрохимические показатели и потребовало бы 
кратного увеличения выборки; в ранее проведённых 
исследованиях гендерные особенности изучались, и 
для получения более цельной картины влияния фа-
бомотизола на поведение крыс с моделью РАС в дан-
ной работе мы сознательно остановились на самцах, 
не ставя прямой задачи анализа половых различий. 
Будущие исследования на самках являются важным 
направлением.
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Сравнительное изучение антиаритмической и противо-
ишемической активности различных солей N1-(2,3,4-

триметоксибензил)-N2-{2-[(2,3,4-триметоксибензил)амино] 
этил}-1,2-этандиамина 

Цорин И. Б., Мокров Г. В., Барчуков В. В., Вититнова М. Б., Крыжановский С. А.
ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  

Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Введение. В ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий» в результате скрининга в ряду про-

изводных алкоксифенилтриазаалканов было выявлено соединение АЛМ-802, которое в виде тригидрохлорида (АЛМ-802Т) обладает выраженной 
антиаритмической и противоишемической активностью. Однако рН водного раствора этой соли имеет достаточно низкое значение — 3,5, что не 
исключает наличия у инъекционных лекарственных форм соединения определённого местнораздражающего действия. В связи с этим были синте-
зированы сукцинат и цитрат соединения АЛМ-802 — АЛМ-802S и АЛМ-802С соответственно. рН водных растворов этих соединений существенно 
ближе к нейтральному (АЛМ-802S — 5,8 и АЛМ-802С — 5,55), что не предполагает наличия у них местнораздражающего действия.

Цель исследования. Изучить в сравнительном аспекте острую токсичность при 24-часовом сроке наблюдения, антиаритмическую и противо-
ишемическую активность соединений АЛМ 802Т, АЛМ 802S и АЛМ 802С.

Материалы и методы. Показатели токсичности определяли на белых беспородных мышах самцах, расчёт проводили по Финни. Антиаритмическую 
активность соединений (2 мг/кг) изучали на модели аконитиновых нарушений ритма сердца у белых крыс самцов. Противоишемическое действие ве-
ществ тестировали на модели острой субэндокардиальной ишемии, вызываемой неселективным β-адреномиметиком изопротеренолом (20 мкг/кг/мин 
в течение 5 мин). Об интенсивности ишемического повреждения судили по величине депрессии сегмента ST на ЭКГ (II стандартное отведение) через 
5 минут от момента начала инфузии изопротеренола. 

Результаты. Анализ полученных данных показал, что LD50/24 изучаемых солей АЛМ-802 сопоставимы, они относятся к IV классу токсичности — 
малотоксичным соединениям. На моделях аконитиновых нарушений ритма сердца и субэндокардиальной ишемии они одинаково высокоэффективны. 

Заключение. Соединения АЛМ 802Т, АЛМ 802S и АЛМ 802С на изученных моделях не отличаются по эффективности.

Ключевые слова:  крысы; нарушения ритма; субэндокардиальная ишемии; АЛМ-802
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Comparative study of antiarrhythmic and anti-ischemic activity of various salts of n1-(2,3,4-trimethoxybenzyl)-n2-{2-[(2,3,4-trimethoxy-
benzyl)amino]ethyl}-1,2-ethane-diamine

Iosif B. Tsorin, Grigory V. Mokrov, Vladimir V. Barchukov, Marina B. Vititnova, Sergey A. Kryzhanovskii
Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract
Introduction. As a screening result in a number of alkoxyphenyltriazoalkanes, the compound ALM-802, which in the form of its trihydrochloride has 

pronounced antiarrhythmic and antiischemic activity, was identified at the Federal State Budgetary Scientific Institution "Federal Research Center for 
Innovator and Emerging Biomedical and Pharmaceutical Technologies". However, the pH of the aqueous solution of this salt is quite low — 3.5, — which 
does not exclude the possibility of some local irritant activity in injectable dosage forms of the compound. Therefore, the succinate and citrate of compound  
ALM-802 — ALM-802S and ALM-802C, respectively, — were synthesized. The pH of the aqueous solutions of these compounds is significantly closer to 
neutral (ALM-802S — 5.8 and ALM-802C — 5.55), which does not suggest their local irritant activity, suggesting no local irritancy.

Objective. To study in a comparative aspect acute toxicity with a 24-hour observation period, antiarrhythmic and anti-ischemic activity of compounds 
ALM-802T, ALM-802S and ALM-802S. 

Materials and methods. The toxicity parameters were determined on white outbred male mice, the calculation was carried out according to Finney. The 
antiarrhythmic activity of the compounds (2 mg/kg) was studied on a model of aconitine cardiac arrhythmias in male white rats. The anti-ischemic effect 
of the substances was tested on a model of acute subendocardial ischemia caused by the nonselective beta-adrenomimetic isoproterenol (20 mg/kg/min 
for 5 minutes). The intensity of ischemic damage was judged by the magnitude of ST segment depression on the ECG (standard lead II) 5 minutes after the 
start of the isoproterenol infusion.

Results. Analysis of the data obtained showed that the LD50/24 of the studied ALM-802 salts are comparable, they belong to the IV class of toxicity — 
low-toxic compounds. They are equally highly effective in models of aconitine heart rhythm disorders and subendocardial ischemia.

Conclusion. The ALM-802T, ALM-802S and ALM-802S compounds on the studied models do not differ in efficiency.

Keywords:  rats; rhythm disturbances; subendocardial ischemia; ALM-802
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Введение / Introduction

В ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспектив-
ных биомедицинских и фармацевтических техно-
логий» в результате скрининга в ряду производных 
алкоксифенилтриазаалканов было выявлено соеди-
нение N1-(2,3,4-триметоксибензил)-N2-{2-[(2,3,4-
триметоксибензил)амино]этил}-1,2-этандиамин, 
получившее шифр АЛМ-802 (рис. 1). 

В экспериментах in vivo было показано, что соеди-
нение АЛМ-802 в виде тригидрохлорида (АЛМ-802Т) 
обладает выраженным антиаритмическим и противо-
ишемическим действием. Это вещество оказалось 
эффективным на моделях аконитиновых, хлорид-
кальциевых и хлоридбариевых нарушений ритма 
сердца, предупреждало возникновение фибрилляций 
и пароксизмальных тахикардий желудочков в условиях 
окклюзии и последующей реперфузии коронарной 
артерии, понижало порог электрической фибрилля-
ции сердца у крыс [1–3]. По своей антиаритмической 
эффективности соединение не уступало таким эта-
лонным препаратам, как новокаинамид, верапамил 
и амиодарон [2]. Изученное соединение уменьшало 
депрессию сегмента ST на ЭКГ в условиях модели 
субэндокардиальной ишемии, в том числе у крыс с 
эндотелиальной дисфункцией [1, 4, 5]. Результаты 
экспериментов in vitro, выполненных на изолирован-
ной полоске миокарда, дают основания полегать, что 
механизм антиаритмического действия соединения 
АЛМ-802 во многом связан с блокадой рианодиновых 
рецепторов 2 типа (RyR2) [2, 6].

Водный раствор соединения АЛМ-802Т имеет до-
статочно низкое значение рН (3,5), что предполагает 
возможность наличия у инъекционных лекарственных 
форм соединения определённого местнораздражающе-

го действия. Помимо этого, АЛМ-802Т потенциально 
может обладать нежелательными органолептическими 
свойствами (горький вкус), что, в свою очередь, мо-
жет создать определённые проблемы при разработке 
сублингвальной лекарственной формы соединения. 
Во избежание вышеуказанного были синтезированы 
янтарная и лимонная соли соединения АЛМ-802 — 
АЛМ-802S и АЛМ-802С соответственно. рН водных 
растворов этих соединений существенно ближе к ней-
тральному (АЛМ-802S — 5,8 и АЛМ-802С — 5,55), что 
не предполагает наличия у них местнораздражающего 
действия и нежелательных органолептических свойств: 

– Сукцинат N1-(2,3,4-триметоксибензил)-N2-
{2-[(2,3,4-триметоксибензил)амино] этил}-1,2-
этандиамина (шифр АЛМ 802S). 

– Цитрат N1-(2,3,4-триметоксибензил)-N2-
{2-[(2,3,4-триметоксибензил)амино]этил}-1,2-
этандиамина (шифр АЛМ 802С).

Поскольку при формировании досье на полу-
чение разрешения на проведение 1-й фазы клини-
ческих испытаний необходимо представить данные 
об эффективности той соли представляемого соеди-
нения, которая входит в состав его лекарственной 
формы, было необходимо провести сравнительное 
фармакологическое изучение целевой активности 
солей соединения АЛМ-802 — соединений АЛМ-802Т,  
АЛМ-802S и АЛМ-802С.

Цель исследования / Objective. Изучить в сравни-
тельном аспекте острую токсичность при 24-часовом 
сроке наблюдения, антиаритмическую и противо-
ишемическую активность соединений АЛМ 802Т, 
АЛМ 802S и АЛМ 802С.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Опыты проведены на белых беспород-
ных мышах самцах массой 18–20 г и белых беспород-
ных крысах самцах массой 180–200 г и 250–300 г, полу-
ченных из ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологического 
агентства», филиал «Столбовая», имеющих ветери-
нарный сертификат качества и состояния здоровья и 
прошедших 15-суточный карантин в виварии ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий». Животных со-
держали в стандартных пластиковых клетках по 8–10 
голов, с предоставлением брикетированного корма 
ad libitum при регулируемом 12/12 световом режиме 
(light off at 08-00 am). Условия содержания животных 
соответствовали ГОСТ 33215–2014 «Руководство по 

For citations:
Tsorin IB, Mokrov GV, Barchukov VV, Vititnova MB, Kryzhanovskii SA. Comparative study of antiarrhythmic and anti-ischemic activity of various salts of n1-(2,3,4-
trimethoxybenzyl)-n2-{2-[(2,3,4-trimethoxybenzyl)amino]ethyl}-1,2-ethane-diamine. Farmakokinetika i farmakodinamika = Pharmacokinetics and pharmacodynamics. 
2026;(2):67–72. (In Russ). https://doi.org/10.37489/2587-7836-2026-2-67-72. EDN: TTQQXE
Received: 13.03.2026.  Revision received: 15.04.2026. Accepted: 24.05.2026. Published: 30.06.2026.

Рис. 1. Структурная формула N1-(2,3,4-тримето-
ксибензил)-N2-{2-[(2,3,4-триметоксибензил)амино]
этил}-1,2-этандиамина – соединения АЛМ-802 (осно-
вание)
Fig. 1. Structural formula of N1-(2,3,4-trimethoxybenzyl)-
N2-{2-[(2,3,4-trimethoxybenzyl)amino]ethyl}-1,2-
ethanediamine – compound ALM-802 (base)
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содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации 
процедур» (Переиздание) и ГОСТ 33216-2014 «Ру-
ководство по содержанию и уходу за лабораторными 
животными. Правила содержания и ухода за лабора-
торными грызунами и кроликами» (Переиздание). 
Все работы с лабораторными животными были вы-
полнены в соответствии с общепринятыми нормами 
обращения с животными, на основе стандартных 
операционных процедур, принятых в ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и 
фармацевтических технологий», международными 
правилами (European Communities Council Directive of 
November 24,1986 (86/609/EEC)), и «Правилами работы 
с животными», утверждёнными биоэтической комис-
сией ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных 
биомедицинских и фармацевтических технологий». 
Животные получали стандартный брикетированный 
корм ПК-120-1 (ООО «Лабораторснаб», РФ).

Изучение острой токсичности при 24-часовом пери-
оде наблюдения (определение LD50/24). Значения LD50/24 

соединений определяли на 90 беспородных мышах 
самцах. Вещества вводили внутрибрюшинно в объёме 
0,1 мл/10 г массы тела в пяти различных дозах, число 
животных в каждой серии было равно 6. В качестве 
растворителя использовали апирогенную воду для 
инъекций. Летальность животных оценивали через 
24 часа после введения соединений. Значения LD16/24, 
LD50/24 и LD84/24 с их доверительными 95 % интервалами 
рассчитывали по методу Финни.

Метод изучения активности соединений на модели 
аконитиновой аритмии. Эксперименты проводили 
на белых крысах самцах массой 180–200 г. Животные 
были рандомизированы на 4 группы: 1. Контроль  
(n = 11); 2. АЛМ 802S (n = 6); 3. АЛМ 802С (n = 6); 4. 
АЛМ 802Т (n = 8). Наркотизированных крыс (уретан 
1300 мг/кг, в/б) фиксировали в положении на спине на 
подогреваемом операционном столике. Катетеризиро-
вали левую бедренную вену для введения аконитина и 
изучаемых соединений. Перед началом эксперимента 
у животных регистрировали ЭКГ (стандартные отве-
дения, калибровочный сигнал 20 мВ, скорость записи 
100 мм/сек, продолжительность записи 60 секунд).  
В качестве регистратора использовали компьютерный 
электрокардиограф «Поли-Спектр 8/В» (Россия). 
Затем подбирали дозу аконитина (в/в, болюсом), 
которая во всех экспериментах в пределах 1–2 минут 
после окончания его введения вызывает смешанную 
предсердно-желудочковую экстрасистолию; величина 
подобранной дозы — 30 мкг/кг. После подбора дозы 
аконитина во всех сериях экспериментов изучаемые 
соединения вводили в/в (в 0,2–0,3 мл апирогенной 
воды для инъекций) за 2 минуты до введения акони-
тина. Непрерывную регистрацию ЭКГ начинали за  
2 минуты до начала введения аконитина или исследу-
емых соединений и продолжали в течение 20 минут от 
момента окончания в/в введения аконитина.

В каждой экспериментальной группе подсчиты-
вали число животных, у которых в первые 10 минут 
после введения аконитина возникали злокачественные 
нарушения сердечного ритма (политопная желудочко-
вая экстрасистолия, желудочковая тахикардия и т. д.). 

Метод изучения активности соединений на модели 
субэндокардиальной ишемии. Опыты проводили на  
29 наркотизированных (уретан 1300 мг/кг, в/б) кры-
сах массой 250–300 г. Животных рандомизировали 
на четыре группы: 1. Контроль (n = 9); 2. АЛМ-802S 
(n = 7); 3. АЛМ-80C (n = 6); 4. АЛМ-80T (n = 7). Жи-
вотное фиксировали на операционном столике в 
положении на спине. Катеризировали бедренную 
вену. Острую субэндокардиальную ишемию миокарда 
вызывали внутривенной инфузией неселективного 
β-адреномиметика изопротеренола со скоростью  
20 мкг/кг/мин. Об интенсивности ишемического по-
вреждения судили по величине депрессии сегмента 
ST на ЭКГ (II стандартное отведение) через 5 минут 
от момента начала инфузии изопротеренола. Вели-
чину депрессии сегмента ST определяли по методу 
S. Yamamoto [7]. 

Статистический анализ. Данные, измеренные 
в альтернативной шкале, обрабатывали с помощью 
критерия точной вероятности Фишера, при сравнении 
2 и более выборок с контролем учитывали множествен-
ность сравнений.

Обработку количественных данных, полученных в 
экспериментах на модели субэндокардиальной ише-
мии, проводили следующим образом. Нормальность 
распределения данных проверяли с помощью критерия 
Шапиро–Уилка, гомогенность дисперсий — с помо-
щью критерия Левена. Так как полученные данные 
имели распределение, близкое к нормальному, и дис-
персии выборок были гомогенны, то для сравнения 
выборок использовали однофакторный дисперси-
онный анализ с последующей обработкой методом 
множественных сравнений по Даннету. Результаты 
представляли в виде средних арифметических и их 
стандартных ошибок. Во всех случаях критический 
уровень значимости α = 0,05.

Использованные вещества. 
Тригидрохлорид N1-(2,3,4-триметоксибензил)-

N2-{2-[(2,3,4-триметоксибензил)амино] этил}-1,2-
этандиамина (шифр АЛМ-802Т) – ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и 
фармацевтических технологий»;

Сукцинат N1-(2,3,4-триметоксибензил)-N2-
{2-[(2,3,4-триметоксибензил)амино] этил}-1,2-
этандиамина (шифр АЛМ 802S) — ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и 
фармацевтических технологий».

Цитрат N1-(2,3,4-триметоксибензил)-N2-{2-[(2,3,4-
триметоксибензил)амино]этил}-1,2-этандиамина 
(шифр АЛМ 802С) — ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и 
перспективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий».
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Уретан — «Acros organics», Индия; аконитина гид-
рохлорид — УФИЦ РАН, Россия, изопротеренол — 
“Sigma”, США, апирогенная вода для инъекций — 
“Solopharm”, Россия, изотонический 0,9 % раствор 
натрия хлорида — «Краснофарм», Россия.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Результаты экспериментов по определению острой 
токсичности соединений АЛМ 802Т, АЛМ 802S и АЛМ 
802С при 24-часовом периоде наблюдения представ-
лены в табл. 1.

Как следует из полученных данных, токсичность 
соединений АЛМ 802Т, АЛМ 802S и АЛМ 802С прак-
тически не различается, все они относятся к IV классу 
токсичности — малотоксичным веществам [8].

Сравнительный анализ результатов эксперимен-
тов по изучению антиаритмического действия солей 
АЛМ 802Т, АЛМ 802S и АЛМ 802С на аконитиновой 
модели нарушений ритма сердца показал, что все 
три вещества обладают одинаково высокой целевой 
эффективностью (табл. 2).

Аналогичные данные были получены при срав-
нительной оценке антиишемической активности 
изучаемых солей. Как следует из полученных ре-
зультатов, в условиях модели субэндокардиальной 
ишемии соединения АЛМ 802Т, АЛМ 802S и АЛМ 
802С не различаются по своей противоишемической 
активности (табл. 3).

Заключение / Conclusion

Результаты проведённых экспериментов свиде-
тельствуют о том, что:

– органические соли N1-(2,3,4-триметоксибензил)-
N2-{2-[(2,3,4-триметоксибензил) амино]этил}-
1,2-этандиамина, такие как сукцинат и цитрат, 
так же как и прототип тригидрохлорид N1-(2,3,4-
триметоксибензил)-N2-{2-[(2,3,4-триметоксибензил)
амино]этил}-1,2-этандиамина, относятся к IV классу 
токсичности — малотоксичным веществам; 

– органические соли соединения АЛМ-802Т в 
эквимолярных дозах полностью сохраняют антиарит-
мические и антиишемические свойства тригидрох-
лорида N1-(2,3,4-триметоксибензил)-N2-{2-[(2,3,4-
триметоксибензил)амино]этил}-1,2-этандиамина. 

Таким образом, вновь синтезированные органи-
ческие соли соединения АЛМ-802 — АЛМ-802S и 
АЛМ-802С — полностью сохраняют целевую актив-
ность соединения АЛМ-802Т.

Ограничения исследования / Study limitations

Исследование проведено только на самцах. Такой 
подход связан с тем, что подбор самок в один и тот 
же период эстрального цикла вызовет значительные 
затруднения.

Таблица 1

Определение острой токсичности соединений АЛМ-802Т, 
АЛМ-802S и АЛМ-802С при 24-часовом периоде наблюдения

Table 1

Determination of acute toxicity of compounds ALM-802T, 
ALM-802S, and ALM-802C during a 24-hour observation period

Соединение
LD

16/24

(мг/кг, в/б)
LD

50/24

(мг/кг, в/б)
LD

84/24

(мг/кг, в/б)

АЛМ-802Т 98,6 
(98,2÷99,0)

111,8 
(103,0÷121,4)

126,9 
(126,4÷127,4)

АЛМ-802S 104,5 
(76,5÷115,6)

123,1 
(109,5÷139,3)

145,0 
(131,0÷200,9)

АЛМ-802C 133,5 
(98,5÷146,2)

153,6 
(137,2÷171,1)

176,7 
(161,6÷236,8)

Таблица 2

Антиаритмическая активность соединений АЛМ-802Т, 
АЛМ-802S и АЛМ-802С на модели аконитиновой аритмии

Table 2

Antiarrhythmic activity of compounds ALM-802T, ALM-802S, 
and ALM-802C in the aconitine arrhythmia model

Соединение
Число животных со злокачественным 

нарушением ритма сердца

Контроль (n = 11) 11

АЛМ-802S (n = 6) 0 (p < 0,001)

АЛМ-802C (n = 6) 0 (p < 0,001)

АЛМ-802Т (n = 8) 0 (p < 0,001)
Примечание: р — указано по отношению к контролю (рассчитано 
методом точной вероятности Фишера с учётом множественности 
сравнений).
Note: p is given in relation to the control (calculated using Fisher’s exact 
probability method, taking into account multiple comparisons).

Таблица 3

Антиишемическая активность соединений АЛМ-802Т, 
АЛМ-802S и АЛМ-802С на модели субэндокардиальной 

ишемии

Table 3

Anti-ischemic activity of compounds ALM-802T, ALM-802S, and 
ALM-802C in the subendocardial ischemia model

Соединение
Величина депрессии ST, мВ 

(через 5 мин после начала инфузии 
изопротеренола)

Контроль (n = 9) −0,17±0,01

АЛМ-802S (n = 7) −0,01±0,01 (p < 0,001)

АЛМ-802C (n = 6) −0,03±0,01 (p < 0,001)

АЛМ-802Т (n = 7) −0,01±0,01 (p < 0,001)
Примечания: 1. Представлены средние и их стандартные ошибки; 
2. р указано по отношению к контролю.
Notes: 1. Means and standard errors are presented; 2. p is relative to 
control.
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Нефропротективное действие ресвератрола  
при цисплатин-индуцированном остром повреждении 

 почек
Нетребенко А. С., Покровский М. В.

Белгородский государственный национальный исследовательский университет, Белгород, Российская Федерация

Аннотация 
Актуальность. В России ежегодно выявляется более 600 000 случаев заболеваний онкологией, в 18,9 % процесс диагностируется на IV стадии. 

Химиотерапия является основным методом лечения пациентов с метастатическими формами рака. Цисплатин — широко используемый химиотерапев-
тический препарат, однако он обладает значительной нефротоксичностью, которая часто приводит к редукции дозы или даже полному прекращению 
его приёма. Учитывая данный факт, профилактика развития цисплатин-индуцированного острого повреждения почек является крайне важной задачей.

Цель исследования: изучить нефропротективные свойства ресвератрола при цисплатин-индуцированном остром повреждении почек.
Материалы и методы. Исследование проведено в НИИ фармакологии живых систем Белгородского национального исследовательского уни-

верситета на 40 белых лабораторных крысах-самцах линии Wistar массой 250–300 г. Для моделирования острого почечного повреждения животным 
вводили цисплатин в дозе 5 мг/кг внутрибрюшинно в 1-й и 8-й день эксперимента. С целью нефропротекции ежедневно перорально давали рес-
вератрол в дозе 4 мг/кг или 12 мг/кг в течение 2 недель. Спустя 14 суток после первого введения цисплатина выполняли функциональные пробы и 
лабораторные исследования.

Результаты. Использование ресвератрола при цисплатин-индуцированном остром повреждении почек сопровождалось выраженными дозоза-
висимыми нефропротективными эффектами, проявившимися в снижении уровня креатинина и мочевины плазмы крови, росте скорости клубочковой 
фильтрации, нормализации фракционной экскреции натрия и улучшении показателя уровня микроциркуляции в паренхиме почек.

Выводы. Результаты исследования демонстрируют перспективность использования ресвератрола с целью профилактики развития цисплатин-
индуцированного острого повреждения почек.

Ключевые слова: ресвератрол; цисплатин-индуцированное острое повреждение почек; микроциркуляция
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Nephroprotective activity of resveratrol in cisplatin-induced acute kidney injury

Aleksandr S. Netrebenko, Mikhail V. Pokrovsky
 Belgorod National Research University, Belgorod, Russian Federation

Abstract
Background. In Russia, more than 600,000 cases of cancer are diagnosed annually, with 18.9 % of cases diagnosed at stage IV. Chemotherapy is the primary 

treatment for patients with metastatic cancer. Cisplatin is a widely used chemotherapeutic agent; however, it exhibits significant nephrotoxicity, often leading 
to dose reduction or even complete discontinuation of treatment. Given this, preventing the development of cisplatin-induced acute kidney injury is crucial.

The aim of the study was to investigate the nephroprotective properties of resveratrol in cisplatin-induced acute kidney injury.
Materials and methods. The study was conducted at the Research Institute of Pharmacology of Living Systems, Belgorod National Research University, using 

40 male Wistar laboratory rats weighing 250–300g. To simulate acute kidney injury, animals were administered cisplatin at a dose of 5 mg/kg intraperitoneally 
on days 1 and 8 of the experiment. For nephroprotection, resveratrol was administered orally daily at a dose of 4 mg/kg or 12 mg/kg for 2 weeks. Functional 
tests and laboratory studies were performed 14 days after the first cisplatin administration.

Results. The use of resveratrol in cisplatin-induced acute kidney injury was accompanied by pronounced dose-dependent nephroprotective effects, 
manifested by a decrease in plasma creatinine and urea levels, an increase in glomerular filtration rate, normalization of fractional sodium excretion, and an 
improvement in renal parenchymal microcirculation.

Conclusions. The results of the study demonstrate the potential of using resveratrol to prevent the development of cisplatin-induced acute kidney injury.

Keywords:  resveratrol; cisplatin-induced acute kidney injury; microcirculation
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Введение / Introduction

Заболеваемость злокачественными новообразова-
ниями в Российской Федерации остаётся на высоком 
уровне: более 600 тысяч впервые выявленных случаев 
в год [1]. У каждого пятого пациента (в 18,9 % случа-
ев) рак диагностируют впервые уже на IV стадии [2]. 
К основным методам лечения распространённых и 
метастатических форм онкологии относится лекар-
ственная противоопухолевая терапия.

Цисплатин — широко используемый химиотера-
певтический препарат, который рекомендован для 
системного применения при большом количестве 
злокачественных новообразований, однако он об-
ладает выраженной нефротоксичностью, сопрово-
ждающейся падением уровня микроциркуляции в 
паренхиме почек, что в некоторых случаях приводит 
к редукции дозы или даже полной его отмене [3]. 
Цисплатин вызывает внутриклеточные поврежде-
ния, приводящие к высвобождению DAMP (моле-
кулярных паттернов, связанных с повреждением) 
— эндогенных молекул, являющихся лигандами 
для toll-подобных рецепторов [4]. Их активация, 
в свою очередь, приводит к синтезу хемокинов и 
других цитокинов, включая фактор некроза опухо-
ли — альфа (TNF-α), который является ключевым 
медиатором воспаления. В результате иммунные 
клетки, особенно нейтрофилы и макрофаги, кон-
центрируются в повреждённой области, запуская 
каскад патологических воспалительных реакций [5]. 
Эти события приводят к гибели эпителия прокси-
мальных почечных канальцев, сопровождающейся 
апоптозом, развитием воспалительной реакции в 
паренхиме и повреждением сосудов, что приводит 
к ишемии почек [4]. Таким образом, разработка 
способов профилактики патологических измене-
ний в паренхиме почек, обусловленного развитием 
каскада патологических воспалительных реакций 
на фоне цисплатин-индуцированного острого по-
чечного повреждения, является крайне актуальной 
задачей [6].

Перспективным можно считать применение при-
родных веществ, обладающих противовоспалитель-
ными свойствами, которые широко представлены на 
российском фармацевтическом рынке. Их ярким пред-
ставителем является ресвератрол (транс-ресвератрол) — 
растительный фитоалексин, выделяемый из виноград-
ного сока [7]. В ряде исследований он уже продемон-
стрировал положительный цитопротективный эффект 
при ишемическом повреждении нервной ткани, за-
болеваниях печени, заживлении послеоперационных 
ран [8–10]. Выявлена его высокая эффективность при 
профилактике развития преэклампсии [11]. Данные 
работы обосновывают изучение возможных нефро-
протективных свойств ресвератрола при цисплатин-
индуцированном остром повреждении почек. 

Цель работы. Изучить нефропротективные свой-
ства ресвератрола при моделировании цисплатин-
индуцированного острого повреждения почек крыс 
в эксперименте.

Материалы и методы / Materials and Methods

Исследование было выполнено в Научно-ис-
следовательском институте фармакологии живых 
систем НИУ «БелГУ» со строгим соблюдением всех 
нормативно-правовых актов и руководящих принци-
пов, регулирующих проведение экспериментальных 
исследований в Российской Федерации. Этические 
принципы обращения с лабораторными животными 
соответствуют “European Convention for the Protection 
of Vertebral Animals Used for Experimental and Other 
Scientific Purposes. CETS N170”.

Исследование выполнено на 40 белых лаборатор-
ных крысах-самцах линии Wistar массой 250–300 г. 
Для исследования взяты крысы без внешних призна-
ков заболеваний, прошедшие карантинный режим 
(14 дней). Острое повреждение почек моделирова-
лось путём внутрибрюшинного введения цисплатина 
(Фармасинтез-Норд, Россия) в дозе 5 мг/кг в 1-й  
и 8-й день эксперимента. С целью нефропротекции 
использовали ресвератрол (Sigma Aldrich, КНР) в до-
зах 4 мг/кг или 12 мг/кг, который вводили ежедневно 
внутрижелудочно через зонд в виде суспензии в 0,05 % 
растворе карбоксиметилцеллюлозы натрия в течение 
14 суток. 

После рандомизации животных по массе были 
сформированы следующие экспериментальные группы 
по 10 животных в каждой:

1-я группа — интактные животные (ИЖ); 
2-я группа — группа моделирования цисплатин-

индуцированного острого почечного повреждения 
(цис-ОПП, Цисплатин 5 мг/кг, Цис);

3-я группа — цис-ОПП + ресвератрол в дозе  
4 мг/кг/сутки (Цис+Ресв 4);

4-я группа — цис-ОПП + ресвератрол в дозе  
12 мг/кг/сутки (Цис+Ресв 12).

Сбор мочи осуществлялся в течение 12 часов перед 
выведением животных из эксперимента.

Через 14 суток после первого введения цисплатина 
крыс вводили в общий наркоз с помощью внутри-
брюшинного введения хлоралгидрата (Sigma-Aldrich, 
КНР) в дозировке 300 мг/кг массы тела. После на-
ступления анестезии крыс перемещали в помещение  
с температурой окружающей среды не менее 25 °С,  
в положении на спине крысу фиксировали на специ-
ально оборудованном подогреваемом ветеринарном 
столе. После предварительной обработки операцион-
ного поля, заключающейся в механическом удалении 
волосяного покрова с кожи передней брюшной стенки 
с последующей обработкой зоны доступа раствором 
антисептика дважды, выполняли срединную лапа-
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ротомию с разрезом по белой линии живота. Далее 
производили осторожную мобилизацию петель ки-
шечника, вскрывали забрюшинное пространство,  
с обеих сторон выделяли почечное тело с элементами 
почечной ножки. Микроциркуляцию в корковом слое 
почек измеряли с помощью лазерного диагностиче-
ского аппарата «ЛАЗМА СТ» (ООО НПП «ЛАЗМА», 
Россия), включающего анализаторы перифериче-
ского кровотока, лимфотока и коферментов ткани 
«ЛАЗМА-Д», периферический датчик прикладывали 
к средней части почки, не затрагивая область ворот. 
Значения показателей выражались в перфузионных 
единицах (ПЕд). Интраоперационно брали кровь из 
правого желудочка для биохимического анализа. 

Клиренс эндогенного креатинина (скорость клу-
бочковой фильтрации) рассчитывался по следующей 
формуле:

( ) ( )
( ) ( )
/

;
/

Креатинин мочи мкмоль л объём мочи мл
СКФ

Креатинин сыворотки крови мкмоль л время мин

×
=

×

Фракционная экскреция натрия (ФЭН) 
рассчитывалась следующим способом:

( ) ( )

( ) ( )
 

/ /

/ /

100%
натрий мочи ммоль л креатинин крови мкмоль л

натрий сыворотки крови ммоль л креатинин мочи мкмоль л

ФЭН
×

×
= ×  

Для всех данных была применена описательная 
статистика: данные проверены на нормальность рас-
пределения. Определение типа распределения произ-
водилось с помощью критерия Шапиро–Уилка. При 
нормальном распределении подсчитывали среднее 
значение (M) и стандартную ошибку среднего (m). 
Учитывая нормальное распределение результатов, для 
анализа межгрупповых различий использовали пара-
метрический метод (t-критерий Стьюдента). Различия 
считаются статистически значимыми при значениях 
p < 0,05. Все расчёты произведены с использованием 
пакета статистических программ Microsoft Excel 10.0.

Результаты / Results

На фоне применения цисплатина в дозе 5 мг/кг 
был зафиксирован ряд изменений, соответствующих 
действующим критериям острого повреждения почек 
KDIGO, 2012. Показатели азотемии были следую-
щие: креатинин плазмы крови — 124,0±8,6 мкмоль/л,  
мочевина — 20,3±1,2 ммоль/л. Ежедневное пероральное 
введение ресвератрола способствовало снижению зна-
чений азотистого обмена: в группе цис-ОПП + ресвера-
трол в дозе 4 мг/кг/сутки уровень креатинина составил 
109,7±4,6 мкмоль/л, мочевины — 19,8±1,1 ммоль/л,  
а в группе цис-ОПП + ресвератрол в дозе 12 мг/кг/
сутки зафиксирован уровень креатинина 91,0±5,0 
мкмоль/л, мочевины — 13,8±1,2 ммоль/л (рис. 1).

У животных, получавших только цисплатин 5 мг/кг, 
выявлено значительное падение скорости клубочковой 
фильтрации до 0,08±0,01 мл/мин и рост фракцион-

ной экскреции натрия до 6,13±0,36 % (рис. 2). Ис-
пользование ресвератрола с целью нефропротекции 
способствовало нормализации обменных процессов 
в почечной паренхиме: в группе Цис+Ресв 4 скорость 
клубочковой фильтрации составила 0,12±0,01 мл/мин, 

Рис. 1. Влияние ресвератрола на уровень креатинина и 
мочевины плазмы крови при моделировании циспла-
тин-индуцированного ОПП
Fig. 1. Effect of resveratrol on plasma creatinine and urea 
levels in a model of cisplatin-induced AKI
Примечания: ИЖ — группа интактных животных; Цис — группа ци-
сплатин 5 мг/кг; Цис+Ресв 4 — группа цисплатин 5 мг/кг + ресвера-
трол 4 мг/кг; Цис+Ресв 12 — группа цисплатин 5 мг/кг + ресвератрол 
12 мг/кг; x — р < 0,05 в сравнении с группой моделирования патологии.
Note: ИЖ — group of intact animals; Цис — group of cisplatin 5 mg/kg; 
Цис+Ресв 4 — group of cisplatin 5 mg/kg + resveratrol 4 mg/kg; Цис+Ресв 
12 — group of cisplatin 5 mg/kg + resveratrol 12 mg/kg; x — p < 0,05 in 
comparison with the group of animals with AKI.

Рис. 2. Влияние ресвератрола на уровень скорости клу-
бочковой фильтрации при моделировании цисплатин- 
индуцированного ОПП
Fig. 2. The effect of resveratrol on glomerular filtration rate 
in a model of cisplatin-induced AKI
Примечания: ИЖ — группа интактных животных; Цис — группа ци-
сплатин 5 мг/кг; Цис+Ресв 4 — группа цисплатин 5 мг/кг + ресвера-
трол 4 мг/кг; Цис+Ресв 12 — группа цисплатин 5 мг/кг + ресвератрол 
12 мг/кг; x — р < 0,05 в сравнении с группой моделирования патологии.
Notes: ИЖ — group of intact animals; Цис — group of cisplatin 5 mg/kg; 
Цис+Ресв 4 — group of cisplatin 5 mg/kg + resveratrol 4 mg/kg; 
Цис+Ресв 12 — group of cisplatin 5 mg/kg + resveratrol 12 mg/kg; x —  
p < 0,05 in comparison with the group of animals with AKI.
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а фракционная экскреция натрия — 5,13±0,24 %. 
В группе Цис+Ресв 12 скорость клубочковой филь-
трации составила 0,22±0,02 мл/мин, а фракционная 
экскреция натрия — 3,76±0,30 % (рис. 3). 

При изучении уровня микроциркуляции в почеч-
ной паренхиме была выявлена следующая клиническая 
картина: в группе интактных животных уровень микро-
циркуляции составлял 25,1±0,7 ПЕд, моделирование 
цисплатин-индуцированного повреждения почек 
сопровождалось статистически значимым снижением 
уровня микроциркуляции до 13,4±0,9 ПЕд (рис. 4). 
Ежедневное внутрижелудочное введение природного 
фитоалексина транс-ресвератрола в дозе 4 мг/кг приво-
дило к достоверному повышению уровня микроцир-
куляции до 16,4±0,7 ПЕд, что статистически выше  
(р < 0,05), чем в группе «нелеченых» крыс. Ресвера-
трол в дозе 12 мг/кг оказывал более выраженное по-
ложительное влияние на уровень микроциркуляции, 
который составил 18,2±1,1 ПЕд.

Обсуждение / Discussion

Развитие острого повреждения почек на фоне ле-
карственной противоопухолевой терапии цисплатином 
остаётся одним из наиболее грозных осложнений и 
требует к себе особого внимания. Природный фитоа-
лексин ресвератрол является довольно перспективным 
фармакологическим агентом, который может быть 
использован при разработке модели комплексной 
нефропротекции, способной обезопасить почечную 
паренхиму от деструктивного действия цисплатина 
на различные элементы нефрона [12, 13].

Безусловным плюсом можно считать весьма 
обширную базу растений, из которых ресвератрол 
может быть получен [7, 14]. Он содержится в таких 
натуральных продуктах, как арахис и фисташки, а в 
меньших количествах — в чернике и голубике. Его 
часто обнаруживают и извлекают из винограда [15], 
кожура которого особенно богата ресвератролом, 
а также из вина. Свежевыжатый клюквенный сок, 
шоколад и продукты, содержащие какао-порошок, 
также содержат ресвератрол [16]. Все это объяснят 
его широкую распространённость и доступность для 
онкологических больных.

Ещё одним положительным фактором является 
то, что в ряде исследований была выявлена противо-
опухолевая активность ресвератрола [17]. Ресвератрол 
способен оказывать влияние на четыре основных стадии 
канцерогенеза, а именно на стадии инициации, про-
моции, прогрессирования и метастазирования [18, 19].

Актуальным является изучение механизмов цито-
протективного действия ресвератрола. Следует особо 
отметить его выраженную антиоксидантную и противо-
воспалительную активность. На фоне введения циспла-
тина часто развивается острый канальцевый некроз, 
что сопровождается повышением концентрации ED1 
(макрофаги/моноциты) и Т-лимфоцитов в корковом и 
наружном мозговом веществе по сравнению с образцами 
почек интактных животных [20]. Доказано, что приме-
нение ресвератрола в значительной степени снижало 

Рис. 3. Влияние ресвератрола на уровень фракцион-
ной экскреции натрия при моделировании цисплатин- 
индуцированного ОПП
Fig. 3. The effect of resveratrol on the level of fractional 
excretion of sodium in modeling cisplatin-induced AKI
Примечания: ИЖ — группа интактных животных; Цис — группа ци-
сплатин 5 мг/кг; Цис+Ресв 4 — группа цисплатин 5 мг/кг + ресвера-
трол 4 мг/кг; Цис+Ресв 12 — группа цисплатин 5 мг/кг + ресвератрол 
12 мг/кг; x — р < 0,05 в сравнении с группой моделирования патологии.
Notes: ИЖ — group of intact animals; Цис – group of cisplatin 5 mg/
kg; Цис+Ресв 4 — group of cisplatin 5 mg/kg + resveratrol 4 mg/kg; 
Цис+Ресв 12 — group of cisplatin 5 mg/kg + resveratrol 12 mg/kg; x —  
p < 0,05 in comparison with the group of animals with AKI.

Рис. 4. Влияние ресвератрола на уровень микроцирку-
ляции в паренхиме почки при моделировании циспла-
тин-индуцированного ОПП
Fig. 4. The effect of resveratrol on the level of microcirculation in 
the renal parenchyma in the modeling of cisplatin-induced AKI
Примечания: ИЖ — группа интактных животных; Цис — группа ци-
сплатин 5 мг/кг; Цис+Ресв 4 — группа цисплатин 5 мг/кг + ресвера-
трол 4 мг/кг; Цис+Ресв 12 — группа цисплатин 5 мг/кг + ресвератрол 
12 мг/кг; x — р < 0,05 в сравнении с группой моделирования патологии.
Notes: ИЖ — group of intact animals; Цис — group of cisplatin 5 mg/
kg; Цис+Ресв 4 — group of cisplatin 5 mg/kg + resveratrol 4 mg/kg; 
Цис+Ресв 12 — group of cisplatin 5 mg/kg + resveratrol 12 mg/kg; x —  
p < 0,05 in comparison with the group of animals with AKI.
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экспрессию лиганда Fas, фактора некроза опухоли-α, 
каспазы-8 и белка X, ассоциированного с белком Bcl-2, 
регулятора апоптоза (Bax), а также повышало концен-
трацию антиапоптотических регуляторов: агониста 
рецептора смерти, взаимодействующего с доменом 
BH3 (BID), и регулятора апоптоза Bcl-2 (Bcl-2) в ткани 
почечной паренхимы [21]. Таким образом, полученные 
данные свидетельствуют о том, что ресвератрол ослабля-
ет вызванное цисплатином острое повреждение почек за 
счёт инактивации рецептор-опосредованного апоптоза. 
Безусловно позитивным является свойство ресвератрола 
препятствовать чрезмерному накоплению цисплатина в 
ткани почек, что снижает его токсическое действие на 
элементы нефрона и способствует уменьшению кли-
нических проявление почечной недостаточности [22].

Благодаря своим антиоксидантным, противовос-
палительным и прямым противоопухолевым свой-

ствам ресвератрол обладает большим потенциалом 
в качестве дополнительного средства к стандартной 
лекарственной противоопухолевой терапии [23, 24].

Заключение / Conclusion

Результаты исследования демонстрируют пер-
спективность применения ресвератрола с целью про-
филактики развития цисплатин-индуцированного 
острого повреждения почек. Ресвератрол проявил 
дозозависимые ренопротективные свойства, под-
тверждённые достоверным снижением показателей 
азотистого обмена, нормализацией скорости клубоч-
ковой фильтрации и фракционной экскреции натрия. 
Следует особо отметить, что доза 12 мг/кг/сутки ока-
зывала значительно более выраженный позитивный 
эффект, чем доза 4 мг/кг/сутки.
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Оценка мутагенности и острой токсичности линейного  
замещённого глипролина — этилового эфира 

N-фенилацетилглицил-L-пролина
 Колик Л. Г., Качалов К. С., Чайка З. В., Алексеев И. В., Захаров А. Д., Волкова А. В.,  

Мирошкина И. А., Колясникова К. Н., Дурнев А. Д., Жанатаев А. К.
ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  

Москва, Российская Федерация
Аннотация 
Введение. Циклический глицин-пролин обладает широким спектром фармакологической активности, включая анальгетическое действие. В рамках 

концепции создания пролекарства сконструирован и синтезирован линейный замещённый глипролин — этиловый эфир N-фенилацетилглицил-L-
пролина (ГЗК-111). Обязательным этапом доклинического исследования является изучение безопасности лекарственных кандидатов. 

Цель работы — оценка мутагенности и острой токсичности ГЗК-111.
Материалы и методы. При изучении способности индуцировать генные мутации в тесте Эймса индикаторные штаммы S. typhimurium ТА98, ТА100, 

ТА1535, ТА1537 и комбинацию штаммов E.coli pkM101/uvrA подвергали воздействию ГЗК-111 в концентрациях 1,6; 8; 40; 200;1000 и 5000 мкг/мл. При 
оценке острой токсичности на беспородных мышах ГЗК-111 вводили однократно в дозах 500, 1000, 2000 и 3000 мг/кг внутрибрюшинно с последующей 
регистрацией сроков развития интоксикации и описанием клинической картины в течение 14 суток. Эвтаназию и патологоанатомическое вскрытие 
проводили на 15-е сутки. 

Результаты. В тесте Эймса ГЗК-111 не показал мутагенного эффекта на использованных индикаторных штаммах, в условиях с метаболической 
активацией и без таковой. ГЗК-111 не вызывал гибели большинства экспериментальных животных. В клинической картине интоксикации отмечали 
обратимое нейротоксическое действие ГЗК-111, а также зависимое от дозы снижение массы тела. У выживших животных морфологическая картина 
внутренних органов не отличалась от наблюдаемой в контрольной группе.

Заключение. Линейный замещённый глипролин ГЗК-111 не проявлял мутагенной активности и может быть отнесён к 6 классу токсичности — от-
носительно безвредного соединения (классификация Сидорова К. К., 1973).

Ключевые слова: ГЗК-111; мутагенность; острая токсичность; мыши, внутрибрюшинное введение
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Assessment of mutagenicity and acute toxicity of linear substituted glyproline — ethyl ester of N-phenylacetylglycyl-L-proline 

Larisa G. Kolik, Kirill S. Kachalov, Zlata V. Chayka, Ivan V. Alekseev, Aleksey D. Zakharov, Anna V. Volkova, Irina A. Miroshkina, Kseniya N. 
Kolyasnikova, Andrey D. Durnev, Aliy K. Zhanataev

Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 

Introduction. Cyclic glycine-proline has a wide range of pharmacological activities, including analgesic action. Within the framework of the concept of 
creating a prodrug, a linear substituted glyproline — ethyl ester of N-phenylacetylglycyl-L-proline (GZK-111) was designed and synthesized. A mandatory stage 
of preclinical research is to study the safety of drug candidates. 

The purpose of the work is to evaluate the mutagenicity and acute toxicity of GZK-111.
Materials and methods. When assessing the ability of GZK-111 to induce gene mutations in the Ames test, S.typhimurium strains TA98, TA100, TA1535, TA1537 

and combination of E.coli strains pKM101/uvrA were treated with GZK-111 at concentrations of 1.6; 8; 40; 200; 1000, and 5000 µg/ml. When assessing acute toxicity 
in outbred mice, GZK-111 was administered intraperitoneally once at doses of 500, 1000, 2000 and 3000 mg/kg, followed by recording the terms of development 
of intoxication and describing the clinical signs for 14 days. Euthanasia and post-mortem examination were performed on the 15th day.

Results. In the Ames test, GZK-111 did not exhibit mutagenicity towards the indicator strains, either with or without metabolic activation. GZK-111 did not 
cause the death of most experimental animals. The clinical picture of intoxication showed a reversible neurotoxic effect of GZK-111, as well as a dose-dependent 
decrease in body weight. In the surviving animals, the morphological picture of the internal organs did not differ from that observed in the control group.

Conclusion. Linear substituted glyproline GZK-111 showed no mutagenic activity and can be classified as a relatively harmless compound in toxicity class 
6 (classification by KK Sidorov, 1973).

Keywords:  GZK-111; mutagenicity; acute toxicity; mice; intraperitoneal injection
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Введение / Introduction

В последнее время короткие пептиды с низкой 
молекулярной массой, высокой активностью и специ-
фичностью, лёгкой абсорбцией, высоким профилем 
безопасности при низкой токсичности привлекают 
большое внимание в биомедицинских исследованиях. 
Их структурное разнообразие в сочетании с конфор-
мационной гибкостью используются для контроля 
взаимодействия с определёнными рецепторными ми-
шенями при патологических состояниях, в том числе 
связанных с нейродегенеративными изменениями [1, 2]. 
Низкомолекулярные биоактивные пептиды, сочета-
ющие преимущества малых молекул и белковой тера-
пии, но лишённые недостатков последней, могут стать 
перспективным направлением фармакологических 
исследований.

Циклический глицин-пролин (цикло-L-пролил-
глицин, ЦПГ) образуется из трипептида глицин-про-
лин-глутамата после протеолитического расщепления 
инсулиноподобного фактора роста-1 и нормализует 
функцию последнего при патологических состояниях 
за счёт регуляции его биодоступности [3]. Циклическая 
структура придаёт этому дипептиду устойчивость к 
ферментативному расщеплению и большую липофиль-
ность [3]. ЦПГ, обнаруженный в головном мозге крыс в 
качестве эндогенного соединения [5], обладает широким 
спектром фармакологической активности, включая 
нейропротекторное [6] и анальгетическое [7] действие. 
Высокий уровень безопасности и благоприятное воз-
действие ЦПГ на ЦНС определяют коммерческое 
применение циклического дипептида, особенно при 
терапии неврологических расстройств [8, 9].

В рамках концепции создания пролекарства скон-
струирован и синтезирован линейный замещённый 
глипролин — этиловый эфир N-фенилацетилглицил-
L-пролина (соединение ГЗК-111), содержащий ами-
нокислотную последовательность Gly-Pro, способ-
ствующую циклизации молекулы [10]. Согласно гипо-
тезе, соединение ГЗК-111 может метаболизироваться 
с образованием ЦПГ и проявлять спектр эффектов, 
характерный для последнего, что нашло подтвержде-
ние в результатах экспериментальных исследований 
[11, 12]. При системном введении ГЗК-111 подвер-
гается интенсивной биотрансформации, при этом 
один из его метаболитов ЦПГ более чем в 2 раза доль-
ше циркулирует в системном кровотоке животных, а 
его концентрации в плазме крови в 50–70 раз выше 
концентраций исходного соединения [13] (рис. 1). 
Другими продуктами биотрансформации ГЗК-111 
установлены N-фенилацетилглицил-L-пролин и фе-
нилуксусная кислота (альфа-толуиловая кислота) [12].

Цель работы — оценить мутагенность и острую 
токсичность ГЗК-111 при парентеральном введении 
у мышей.

Материалы и методы/Materials and methods

Штаммы. Исследование выполнено на штаммах 
S.typhimurium ТА98, ТА100, ТА1535, ТА1537 и комби-
нации штаммов E.coli pKM101/uvrA с использованием 
набора Ames MPFTM PENTA I (Xenometrix AG, Швей-
цария). Набор использованных штаммов бактерий 
соответствовал требованиям «Руководства по прове-
дению доклинических исследований лекарственных 

Рис. 1. Гипотетическая схема образования цикло-L-пролилглицина (ЦПГ) в резуль-
тате метаболизма этилового эфира N-фенилацетил-глицил-L-пролина (ГЗК-111)  
(с изм. [10])
Fig. 1. Hypothetical scheme of cyclo-L-prolylglycine (CPG) formation as a result of 
N-phenylacetyl-glycyl-L-proline ethyl ester metabolism (GZK-111) (with ed. [10])
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средств» (2012 г.) и руководства по оценке химических 
соединений OECD 471. 

Животные. Исследование проведено на 60 поло-
возрелых белых беспородных мышах (n = 30, самки; 
n = 30, самцы, масса 18–20 г, филиал «Андреевка» 
ФГБУН «НЦБМТ» ФМБА России). Животных со-
держали в виварии в соответствии с ГОСТ 33044-2014 
«Принципы надлежащей лабораторной практики» 
группами по 6 особей в полипропиленовых клетках Т/3 
(габариты 370×200×150 мм) на древесном подстиле в 
контролируемых условиях окружающей среды (18–26 °C 
и 30–70 % относительная влажность). В комнатах со-
держания животных поддерживался 12-часовой цикл 
освещения и 8–10-кратная смена объёма воздуха в час. 
Комбикорм для лабораторных животных ПК-120-191 
(ООО «МЭСТ», Москва, Россия) и фильтрованная 
водопроводная вода предоставлялись животным ad 
libitum. Эксперименты были одобрены Комиссией по 
биомедицинской этике ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и 
перспективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий» и выполнены в соответствии с общепри-
нятыми нормами обращения с животными, соответству-
ющими правилам Европейской Конвенции ETS 123. 
Количество животных в каждой группе было не менее 6, 
чтобы оценить характер, частоту и выраженность про-
явления токсических эффектов и рассчитать LD50, LD16, 
LD84. Группы были сформированы методом случайного 
отбора с использованием массы тела в качестве ведущего 
признака (разброс по исходной массе между и внутри 
групп в пределах одного пола не превышал ±10 %). 

Препараты. Использовали соединение ГЗК-111 
(этиловый эфир N-фенилацетилглицил-L-пролин)  
в виде субстанции (серия 459). 

Тест Эймса. Ночные культуры выращивали в тече-
ние 14–16 ч на ростовой среде при 37 °С и постоянном 
перемешивании при 250 об/мин на орбитальном шей-
кере-инкубаторе (KS4000i, “IKA”, Германия). Культуры 
использовали для тестирования, если их плотность по 
показателю OD600×10 составила >2,0.

Ночные культуры бактерий подвергали воздей-
ствию соединения ГЗК-111 в концентрациях 1,6; 8; 
40; 200; 1000 и 5000 мкг/мл, а также позитивный и 
негативный контроли в течение 90 мин в среде, со-
держащей гистидин или триптофан в количестве, до-
статочном для прохождения двух клеточных делений. 
Через 90 мин экспонированные культуры разводили в 
рН-индикаторной среде, не содержащей гистидин или 
триптофан, разливали по 48 лункам 384-луночной мик- 
ротитровальной планшеты и инкубировали при 37 °С 
в течение 48 ч. При этом бактерии, претерпевшие ревер-
сию к прототрофности по гистидину или триптофану, 
формируют колонии. Продукты метаболизма бактерий 
снижают значение pH индикаторной среды, что при-
водит к изменению её цвета в лунках на жёлтый.

В экспериментах без метаболической активации в 
качестве положительного контроля для штамма ТА98 
использовали 2-нитрофлуорен (2 мкг/мл), для штамма 

ТА100 — N-оксид-4-нитрохинолина (0,1 мкг/мл); для 
штамма ТА1535 — N4-аминоцитидин (100 мкг/мл), 
для ТА1537 — 9-аминоакридин (15 мкг/мл), для ком-
бинации штаммов E.coli pKM101/uvrA — N-оксид-4-
нитрохинолина (2 мкг/мл). В экспериментах с метаболи-
ческой активацией S9 для всех штаммов S.typhimurium ис-
пользовали 2-аминоантрацен в концентрации 5 мкг/мл, 
для комбинации штаммов E.coli pKM101/uvrA — 2-ами-
нофлуорен в концентрации 200 мкг/мл. В качестве 
негативного контроля во всех сериях экспериментов 
использовали диметилацетамид в конечной концен-
трации в среде для экспозиции 4 %. 

Для каждой концентрации тестируемого соединения 
проводили подсчёт количества лунок с ревертантными 
колониями, полученные показатели сравнивались с 
показателем для негативного (растворитель) контро-
ля. Результаты эксперимента учитывали при наличии 
стандартного ответа во всех вариантах позитивного и 
негативного контроля. Бактерицидный (цитотоксиче-
ский) эффект оценивали по отсутствию позитивных 
лунок на высших тестируемых концентрациях пре-
парата. Обработку полученных данных проводили  
с использованием двустороннего биномиального теста 
в файле таблиц для калькуляций в программной среде 
MS Excel (Calculation Sheet for Ames II and Ames MPF 
data). На основании результатов анализа определяли 
способность тестируемого соединения индуцировать 
генные мутации у S.typhimurium и E.coli.

Оценка острой токсичности. Наблюдение за живот-
ными проводили до начала введения ГЗК-111, затем  
в ходе эксперимента. В первые 8 часов после введения 
ГЗК-111 животные находились под постоянным на-
блюдением, далее их осматривали 2 раза в день, утром 
и вечером, на протяжении 14 суток для выявления 
отклонений во внешнем виде и смертности. В ходе 
процедуры проводился осмотр в клетке, осмотр в руках 
и осмотр на поверхности. Осмотр в клетке позволял 
охарактеризовать позы, признаки самотравмирования, 
а также наличие/отсутствие конвульсий, тремора, ано-
мальных движений, птоза, диареи. Осмотр в руках был 
необходим для регистрации реактивности, слезотече-
ния, саливации, пиломоторного рефлекса, состояния 
шерсти, аномалий дыхания, цвета кожи и слизистых, 
экзофтальма, мышечного тонуса. С помощью осмотра 
на поверхности оценивали реакции на тактильные, бо-
левые, звуковые и световые раздражители, изменение 
исследовательского поведения и двигательной реакции, 
интенсивность и характер двигательной активности, 
наличие неврологического дефицита (нарушение коор-
динации движений, тремор и судороги), эмоциональную 
напряженность и груминг, частоту и глубину дыхания, 
ритм сердечных сокращений.

В течение эксперимента фиксировали массу тела 
животных и суточное потребление корма и воды. Массу 
тела животных определяли перед введением ГЗК-111, 
первую неделю ежедневно, в дальнейшем — один раз 
в неделю. Суточное потребление корма и воды реги-



¹ 2. 2025 82 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
TOXICOLOGICAL STUDIES 

стрировали до введения ГЗК-111, в 1-е, на 7-е и 14-е 
сутки и регистрировали суммарно по группе (клетке) 
посредством взвешивания оставшегося в кормушке 
корма и определения объёма выпитой из поилки воды. 
На 15-е сутки мышей опытных и контрольной групп 
выводили из эксперимента способом дислокации шей-
ных позвонков с последующим их патологоанатоми-
ческим вскрытием в соответствии с ранее описанной 
методикой [14]. 

Суспензию ГЗК-111 готовили ex tempore дисперси-
онным методом на 1 % растворе крахмала с помощью 
магнитной мешалки MR Hei-Standard (Германия). 
ГЗК-111 вводили мышам однократно в дозах 500, 1000, 
2000 и 3000 мг/кг внутрибрюшинно (в/б). Последняя 
максимальная дозировка соответствовала условию 
достижения максимального объёма и концентрации 
соединения при в/б введении. В качестве контрольного 
объекта использовали 1 % раствор крахмала, кото-
рый вводили животным контрольной группы в объёме  
1 мл, в/б.

Статистическая обработка результатов исследования 
осуществлялась согласно Руководству по проведению 
доклинических исследований лекарственных средств 
(2012 г.). Характеристики животных до и после ис-
следования представлены в таблицах в виде среднего 
арифметического и стандартной ошибки среднего. 
Проверку нормальности распределения первичных 
данных по каждой группе животных осуществляли с 
помощью критерия Колмогорова. Результаты счита-
лись статистически значимыми, если значение р было 
меньшим или равным 0,05.

Результаты и их обсуждение / Results and 
discussion

Тест Эймса
Результаты оценки мутагенной активности соеди-

нения ГЗК-111 в тесте Эймса представлены в табл. 1. 
Количество ревертантных лунок в контроле с раство-

Таблица 1

Результаты оценки мутагенной активности ГЗК-111 в тесте Эймса

Table 1

Results of the assessment of GZK-111 mutagenicity in the Ames test

Штамм/условия эксперимента 
ТА98 ТА100 ТА1535

−S9 +S9 −S9 +S9 −S9

Негативный контроль 0,3±0,5# 1,5±1,1 7,8±3,4 8,2±1,7 0,8±0,8

ГЗК-111 (мкг/мл)

1,6 1,0±1,0 1,3±0,6 5,3±3,5 6,3±1,5 1,0±1,0

8 1,0±1,0 1,7±1,2 6,3±2,5 7,0±2,0 1,3±0,6

40 1,7±0,6 1,3±1,5 8,3±5,7 10,3±1,2 1,7±1,5

200 0,3±0,6 2,0±1,0 9,7±2,5 8,3±6,5 1,3±1,2

1000 1,0±1,7 1,7±0,6 6,7±1,5 7,0±1,0 2,0±1,0

5000 1,0±1,0 1,7±1,5 5,7±2,3 4,3±2,3 1,0±1,0

Позитивный контроль 41,3±1,4* 48,0±0,0* 48,0±0,0* 47,5±0,8* 48,0±0,0*

Штамм/условия эксперимента
ТА1535 ТА1537 pKM101/uvrA

+S9 −S9 +S9 −S9 +S9

Негативный контроль 2,3±2,0 2,0±1,4 1,2±1,6 1,3±1,5 3,3±1,5

ГЗК-111 (мкг/мл)

1,6 0,7±0,6 0,3±0,6 1,3±1,5 3,3±2,3 4,0±3,5

8 1,3±0,6 1,0±1,0 1,3±0,6 2,0±2,0 2,3±2,5

40 2,7±1,5 0,7±1,2 1,7±0,6 2,0±1,0 3,3±0,6

200 2,3±1,5 1,7±2,1 0 3,7±0,6 3,7±0,6

1000 2,3±2,5 1,0±1,0 0,7±1,2 1,0±1,0 2,0±1,0

5000 0,7±0,6 2,0±1,0 0,7±1,2 3,3±1,2 2,0±1,7

Позитивный контроль 29,2±4,2* 48,0±0,0* 32,3±2,0* 35,3±0,6* 32,3±0,6*

Примечания: # — среднее количество ревертантных лунок (m±SD); * — p ≥ 0,99 по сравнению с негативным контролем (двусторонний би-
номиальный тест); −/+S9 — без и с метаболической активацией соответственно.
Notes: # — mean number of revertant wells (m±SD); * — p ≥ 0.99 compared with negative control (two-tailed binomial test); −/+S9 — without and 
with metabolic activation, respectively.
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рителем в вариантах с метаболической активацией и 
без активации было в пределах колебаний спонтанного 
уровня для использованных штаммов [15]. Ответ штам-
мов на стандартные мутагены был в пределах обычных 
уровней [15]. 

Таким образом, ГЗК-111 во всех тестируемых кон-
центрациях не продемонстрировал мутагенного эф-
фекта на штаммах S.typhimurium ТА98, ТА100, ТА1535 и 
ТА1537 и на комбинации штаммов E.coli pKM101/uvrA, 
в вариантах с метаболической активацией и без таковой.

Оценка острой токсичности у мышей
Соединение ГЗК-111 при введении в дозах 500, 

1000 и 2000 мг/кг, в/б, не вызывает гибели животных. 
Сразу после введения ГЗК-111 в указанных дозировках 
животные были активны, у многих наблюдался груминг. 

В экспериментальной группе мышей (n = 6), кото-
рым вводили соединение ГЗК-111 в дозе 3000 мг/кг, пала 
самка № 4. Гибель фиксировали через 18 минут после 
введения. Также у отдельных самок данной группы фик-
сировали неврологические нарушения — у самки № 3 на 
21-й минуте наблюдали кратковременные клонические 
судороги с последующей регистрацией рефлекса Штра-
уба, у самки № 1 на 8-й минуте отмечали выраженное 
угнетение двигательной активности (рис. 2). 

Через 0,5 мин (3000 мг/кг) — 3 мин (500 мг/кг) 
двигательная активность снижалась, мыши сидели в 
углах индивидуальных камер наблюдения, сгорбившись, 
бока втянуты. Периодически животные ложились на 
живот, вытягивали и выгибали спину (рис. 3). Дыхание 
было частым и поверхностным. Видимые слизистые и 
кожные покровы были бледными.

Восстановление активности фиксировали через  
7 мин (500 мг/кг) — 20 мин (3000 мг/кг), оно было 
периодичным и вновь сменялось непродолжительным 

угнетением (1–5 мин). В период активности у мышей, 
которым вводили ГЗК-111 в дозах 2000 и 3000 мг/кг, во 
время перемещения по камере наблюдалось наруше-
ние координации движения. Мыши были сгорблены, 
их шерсть была взъерошена. Не отмечено нарушений 
ушного и корнеального рефлексов. Когда через 8 часов 
животных перемещали в клетки группового содержа-
ния, двигательная активность восстановилась у части 
мышей. Однако мыши оставались сгорбленными и 
взъерошенными, бока у большинства втянуты. Живот-
ные при ходьбе вытягивали лапы, чтобы не касаться 
животом пола. У самок, получивших ГЗК-111 в дозе  
500 мг/кг, наблюдались гиперактивность, агрессивность 
и вокализация, а после введения соединения в дозе  
3000 мг/кг у самки № 1 регистрировали повышенную 
реакцию на звуковые раздражители, у самца № 5 — 
тремор.

В дальнейшем состояние опытных мышей постепен-
но нормализовалось, уже со второго дня и до окончания 
эксперимента животные были активны, охотно потре-
бляли корм, пили воду. Поведение экспериментальных 
мышей в этот период наблюдения не отличалось от 
поведения животных контрольной группы.

После введения соединения ГЗК-111 в дозах 500, 
1000, 2000 и 3000 мг/кг в первые сутки эксперимента 
у всех мышей наблюдалось дозозависимое снижение 
прироста массы тела, по сравнению с контролем — у 
самок на 44 % (500 мг/кг) и в 9 раз (3000 мг/кг), у самцов 
в 4 раза (500 мг/кг) и в 25 раз (3000 мг/кг). Опытные 
самки и самцы, которым вводили ГЗК-111 в макси-
мальной дозе, в среднем потеряли от 9 до 13 % массы 
тела соответственно. Хотя масса животных со второго 
дня наблюдения стала постепенно восстанавливаться, 
показатели прироста массы тела имели отрицательное 

Рис. 3. Самка № 5 через 7 минут после введения ГЗК-
111 в дозе 1000 мг/кг
Fig. 3. Female No. 5 seven minutes after GZK-111 injection 
at a dose of 1000 mg/kg

Рис. 2. Самка № 1 через 8 минут после введения ГЗК-
111 в дозе 3000 мг/кг
Fig. 2. Female No. 1 eight minutes after GZK-111 injection 
at a dose of 3000 mg/kg
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значение — у самок до 5 суток (2000 и 3000 мг/кг),  
у самцов до 3 суток (3000 мг/кг). К окончанию 1-й неде-
ли наблюдения за массой тела и её приростом, значимые 
различия с контролем регистрировали у самок в группах, 
которым вводили ГЗК-111 в дозах 2000 и 3000 мг/кг, 
у самцов — в дозах 1000, 2000 и 3000 мг/кг. На 7-й 
день данный показатель был ниже, чем в контрольной 
группе у самок в среднем на 76 % (2000 и 3000 мг/кг),  
у самцов в 3 раза (3000 мг/кг). К окончанию эксперимен-
та показатели прироста массы опытных животных имели 
значимые различия с контролем — у самок с ГЗК-111  
в дозе 2000 мг/кг на 37 %, у самцов с ГЗК-111 в дозе 
3000 мг/кг на 42 % (табл. 2).

Наблюдение за потреблением корма животными 
позволило выявить следующее. Самки после введения 
соединения ГЗК-111 в дозах 500, 1000, 2000 и 3000 мг/кг 
 в течение первых суток эксперимента, так же как и 
самцы после введения ГЗК-111 в дозах 2000 и 3000 мг/кг 
потребляли значимо меньше корма, чем мыши кон-
трольной группы. В то же время потребление корма 
самцами, которым вводили соединение в дозах 500 и 
1000 мг/кг, был больше или на уровне контроля соот-
ветственно.

На 7-е сутки потребление корма опытными мышами 
не имело закономерных отличий от данных контроль-
ной группы. Однако к окончанию эксперимента у 
самок, как и в первые сутки, сохранились различия с 
показателями, наблюдаемыми у контрольных живот-
ных. Приём корма у самцов на 14-е сутки сохранялся на 

уровне контрольных значений, за исключением групп, 
которым вводили ГЗК-111 в дозах 500 и 1000 мг/кг. 
Потребление корма самцов этих групп был выше кон-
трольных значений на 42 и 18 % соответственно (табл. 3).

Установлено, что показатели потребления воды, 
регистрируемые у самок мышей после введения ГЗК-
111 в дозах 500, 1000 и 2000 мг/кг, на 1-е и 7-е сутки 
эксперимента были значимо ниже данных контроль-
ной группы. Показатели потребления воды самками, 
которым вводили ГЗК-111 в дозе 3000 мг/кг, в 1-е и на 
14-е сутки регистрации не имели различий с контро-
лем, а на 7-е сутки наблюдения животные этой группы 
потребляли меньше воды по сравнению с контролем.  
К окончанию эксперимента опытные самки пили 
значимо больше воды по сравнению с животными 
контрольной группы, за исключением мышей, кото-
рым вводили ГЗК-111 в дозе 3000 мг/кг. Потребление 
воды самцами после введения ГЗК-111 дозах 500, 1000 
и 2000 мг/кг в течение всего эксперимента было выше 
контрольных значений. Самцы, которым вводили со-
единение в дозе 3000 мг/кг (за исключением первых 
суток), пили в 2–3 раза больше воды, чем мыши кон-
трольной группы (см. табл. 3). 

В результате патологоанатомического исследования 
животных, выживших и выведенных из эксперимента 
спустя 14 суток после однократного введения ГЗК-111 в 
дозах 500, 1000, 2000 и 3000 мг/кг в/б, установлено, что 
морфологическая картина их внутренних органов не от-
личается от таковой, наблюдаемой у контрольных мышей. 

Таблица 2

Динамика массы и её прироста у самцов и самок мышей в течение двух недель после перорального введения соединения ГЗК-111

Table 2

Dynamics of body mass and its increase in male and female mice over two weeks after oral administration of GZK-111 compound

Группа, пол животных
До

введения 
соединения

1-е сутки 
масса

(г)

Прирост 
массы

(%)

7-е сутки 
масса

(г)

Прирост 
массы

(%)

14-е сутки 
масса

(г)

Прирост 
массы

(%)

0 мг/кг ♀ 22,9±0,7 22,7±0,7 −0,7±0,3 25,4±0,6▪ 11,1±0,9 26,3±0,7▪ 14,8±0,9

500 мг/кг ♀ 22,2±0,4 21,3±0,3▪ −3,9±0,8* 24,1±0,4▪ 8,7±0,7 25,9±0,5▪ 17,0±1,4

1000 мг/кг ♀ 23,9±0,3 22,9±0,6▪ −4,6±1,5* 25,7±0,8▪ 7,4±2,6 26,9±1,0▪ 12,1±3,2

2000 мг/кг ♀ 22,8±0,7 20,7±0,5▪* −9,4±0,6* 23,6±0,9 3,4±2,1* 25,0±1,1▪ 9,3±2,0*

3000 мг/кг ♀ 22,0±0,8 19,9±0,9▪* −9,7±2,3* 22,5±1,5 2,0±2,6* 24,0±1,7 8,7±4,5

0 мг/кг ♂ 24,7±1,3 24,5±1,2 −0,5±0,5 28,7±1,6▪ 16,4±1,5 32,2±1,3▪ 31,0±3,5

500 мг/кг ♂ 23,4±0,3 23,0±0,4▪ −2,0±0,9 26,4±0,5▪ 12,5±1,5 28,6±0,8▪ 22,1±2,7

1000 мг/кг ♂ 25,4±0,3 24,5±0,4▪ −3,7±1,1 28,0±0,5▪ 9,9±2,1 30,7±0,8▪ 20,9±3,0

2000 мг/кг ♂ 25,2±1,2 23,1±0,9 −8,0±1,4* 27,8±1,5▪ 10,5±1,8 30,0±2,5▪ 18,2±6,1

3000 мг/кг ♂ 24,5±1,3 21,3±1,3▪ −12,8±1,8* 25,8±1,8 5,1±3,1* 28,9±1,9▪ 18,0±3,7*
Примечания: Данные представлены в виде среднего арифметического и стандартной ошибки среднего. Число животных в каждой группе — 6. 
Оценку значимости различий между выборочными средними осуществляли при условии, что статистическая совокупность включает не 
менее 4 наблюдений (числовых значений). * — статистически значимые различия (р < 0,05) по сравнению с контрольной группой живот-
ных; ▪ — статистически значимые различия (р < 0,05) по сравнению с исходными данными.
Notes: Data are presented as mean ± standard error of the mean. The number of animals in each group is 6. Assessment of the significance of 
differences between sample means was conducted, assuming that the statistical population includes at least 4 observations (numeric values). * — 
Statistically significant difference (р < 0.05) compared to the control group of animals; ▪ — Statistically significant difference (р < 0.05) compared to 
initial data.
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Обязательным этапом при доклинических иссле-
дованиях новых соединений является изучение лекар-
ственной безопасности с целью выявления потенци-
альных рисков для здоровья, определения безопасных 
доз и уровней риска.

Как правило, короткие пептиды характеризуются 
низкой токсичностью, что обусловлено безопасными 
метаболитам-аминокислотам и ограниченной возмож-
ностью накопления в организме. Например, синтети-
ческий аналог метаболита инсулиноподобного фактора 
роста-1 соединение NNZ-2591 в ходе 2-й фазы много-
центрового открытого клинического исследования у 
детей и подростков с cиндромом Фелана-Макдермида, 
редкого генетического нарушения развития нервной 
системы, показал хорошую переносимость, при этом 
большинство побочных эффектов были лёгкими или 
умеренно выраженными [16].

В исследованиях in vitro при оценке влияния на 
пролиферацию и выживаемость эмбриональных ство-
ловых клеток мыши экспериментально доказано, что 
содержащие пролин короткие пептиды и пептидные 
препараты селанк (треонил-лизил-пролил-аргинил-
пролил-глицил-пролил-диацетат) и семакс (метионил-
глутамил-гистидил-фенилаланил-пролил-глицил-
пролин) не оказывают токсического воздействия [17]. 
Таким образом, полученные результаты исследований 
острой токсичности линейного замещённого аналога 
циклического глипролина при однократном внутри-
брюшинном введении мышам обоего пола согласу-
ются с данными литературы о профиле безопасности 

коротких пептидов и собственными исследованиями 
оригинальных лекарственных средств, разработанных 
на основе эндогенных регуляторных пептидов [18, 
19], что определяет перспективность их дальнейшей 
разработки для внедрения в клиническую практику.

Заключение / Conclusion

Соединение ГЗК-111 не проявляет мутагенной 
активности на индикаторных штаммах S.typhimurium 
ТА98, ТА100, ТА1535 и ТА1537 и на комбинации штам-
мов E.coli pKM101/uvrA, в вариантах с метаболической 
активацией S9 и без таковой. При оценке острой ток-
сичности соединения ГЗК-111 на беспородных мышах 
обоего пола при внутрибрюшинном введении в дозах 
500, 1000, 2000 и 3000 мг/кг определение средней смер-
тельной дозы не представлялось возможным из-за от-
сутствия гибели подавляющего большинства животных 
в условиях достижения предельной концентрации и 
максимально допустимого объёма для инъекции. Нев- 
рологические нарушения у части животных и гибель 
одного из них обращают внимание на возможную 
индивидуальную непереносимость соединения, ис-
пользованного в дозировке максимально возможной 
к внутрибрюшинному введению.

Совокупность полученных данных позволяет отне-
сти соединение ГЗК-111 к 6 классу токсичности — от-
носительно безвредные соединения (по классификации 
Сидорова К. К., 1973 г.).

Таблица 3

Оценка суточного потребления воды и корма мышей в течение двух недель после внутрибрюшинного введения соединения ГЗК-111

Table 3

Evaluation of daily water and feed intake in mice over two weeks after intraperitoneal administration of GZK-111

Группа, 
Пол животных

Корм, г Вода, мл

До введения 1-й день 7-й день 14-й день До введения 1-й день 7-й день 14-й день

0 мг/кг ♀ 5,8±0,1 4,6±0,1▪ 5,2±0,1▪ 7,4±0,1▪ 10,0±0,2 6,0±0,1▪ 8,0±0,1▪ 6,0±0,0▪
500 мг/кг ♀ 5,3±0,1* 4,0±0,1*▪ 6,7±0,1*▪ 5,7±0,1*▪ 8,3±0,1* 5,0±0,1*▪ 5,0±0,1*▪ 8,9±0,1*

1000 мг/кг ♀ 6,0±0,1 4,2±0,1*▪ 7,0±0,2*▪ 4,8±0,1*▪ 6,7±0,1 5,0±0,1*▪ 6,7±0,2* 6,7±0,2*

2000 мг/кг ♀ 5,7±0,2 1,5±0,0*▪ 4,8±0,1*▪ 6,0±0,2*▪ 6,7±0,2 3,3±0,1*▪ 6,7±0,2* 6,7±0,2*

3000 мг/кг ♀ 5,0±0,2* 2,2±0,1*▪ 4,6±0,3 5,0±0,3* 8,4±0,4* 6,0±0,3▪ 6,0±0,3*▪ 6,0±0,3▪

0 мг/кг ♂ 6,7±0,3 3,7±0,2▪ 4,8±0,2▪ 6,2±0,3▪ 8,3±0,4 3,3±0,2▪ 1,7±0,1▪ 3,3±0,2▪
500 мг/кг ♂ 5,7±0,1* 5,0±0,1*▪ 5,2±0,1▪ 8,8±0,2*▪ 8,3±0,1 8,3±0,1* 8,3±0,2* 8,3±0,2*

1000 мг/кг ♂ 6,5±0,1 4,0±0,1▪ 6,5±0,1* 7,3±0,1*▪ 8,3±0,1 5,0±0,1*▪ 5,8±0,1*▪ 8,3±0,1*

2000 мг/кг ♂ 6,5±0,3 2,3±0,1*▪ 6,8±0,3*▪ 6,3±0,2 8,3±0,4 5,0±0,2*▪ 8,3±0,3* 6,7±0,2*▪
3000 мг/кг ♂ 5,7±0,3 1,3±0,1*▪ 5,5±0,3 5,5±0,4▪ 8,3±0,5 1,7±0,1*▪ 6,7±0,4*▪ 8,3±0,6*
Примечания: Данные представлены в виде среднего арифметического и стандартной ошибки среднего. Число животных в каждой груп- 
пе — 6. Оценку значимости различий между выборочными средними осуществляли при условии, что статистическая совокупность вклю-
чает не менее 4 наблюдений (числовых значений). * — статистически значимые различия (р < 0,05) по сравнению с контрольной группой 
животных; ▪ — статистически значимые различия (р < 0,05) по сравнению с исходными данными.
Notes: Data are presented as mean ± standard error of the mean. The number of animals in each group is 6. Assessment of the significance of differences 
between sample means was conducted, assuming that the statistical population includes at least 4 observations (numeric values). * — statistically 
significant difference (р < 0.05) compared to the control group of animals; ▪ — statistically significant difference (р < 0.05) compared to initial data.
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Технологические аспекты получения таблеток,  
диспергируемых в полости рта
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Аннотация 
Разработка состава и технологии получения таблеток, диспергируемых в полости рта, в настоящее время становится все более перспективной 

благодаря возможности их применения в педиатрической и гериатрической практике, в том числе пациентами с нарушением глотания или при от-
сутствии воды. В свою очередь, возможность обеспечивать всасываемость активной фармацевтической субстанции (АФС) через слизистую, минуя 
желудочно-кишечный тракт (ЖКТ), открывает новые возможности по предотвращению негативного воздействия на АФС кислой среды желудка и 
первичного пресистемного метаболизма. В статье представлен анализ основных методов и технологий производства таблеток, диспергируемых в 
полости рта, с примерами наиболее передовых технологий, а также применяемых вспомогательных веществ. 
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Abstract
Development of the composition and manufacturing technology of orodispersible tablets (ODT) is becoming increasingly promising due to their applicability 

in pediatric and geriatric practice, including for patients with dysphagia or in the absence of water. Furthermore, the ability to ensure the absorption of the 
active pharmaceutical ingredient (API) through the oral mucosa, bypassing the gastrointestinal tract, opens up new opportunities for preventing the adverse 
effects of the acidic gastric environment and first-pass metabolism on the API. This article provides an overview of the principal methods and technologies 
for the production of ODT, featuring examples of the most advanced technologies, as well as the excipients employed.
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Введение / Introduction

Среди лекарственных препаратов (ЛП) для перо-
рального применения именно твёрдые лекарственные 
формы наиболее коммерчески используемые, что 
обусловливает особый интерес к их разработке [1]. 
Вместе с тем пероральный путь введения сопряжён 
с рядом ограничений, связанных с затруднением 
глотания у пациентов пожилого возраста и людей 
с дисфагией, трудностями применения таблеток и 
капсул в педиатрической практике, а также эффектом 
пресистемной элиминации. Таблетки, диспергируе-
мые в полости рта (иначе — орально диспергируемые 
таблетки (ОДТ)) обеспечивают всасывание активной  

фармацевтической субстанции (АФС), минуя кислую 
среду желудка, через слизистую оболочку ротовой по-
лости и пищевода. В данном случае биодоступность 
ОДТ может быть выше, чем при пероральном приёме 
и могут быть уменьшены побочные эффекты, вызван-
ные метаболитами первичного прохождения через 
печень. В связи с чем возникло множество способов 
производства ОДТ — лекарственных препаратов, 
которые дезинтегрируются после нескольких секунд 
нахождения во рту и не требуют проглатывания [4, 5].

Таблетки, диспергируемые в полости рта, пред-
ставляют собой обширный класс ЛП, применяемых 
при различных заболеваниях, включая нейролептики, 
сердечно-сосудистые, анальгетики, противоаллерги-
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ческие, для лечения эректильной дисфункции и др. 
ОДТ обладают значительными преимуществами для 
преодоления описанных ранее сложностей перораль-
ного пути введения, однако обладают рядом недостат-
ков, например, необходимостью маскировки вкуса для 
горьких АФС или низкой прочностью и хрупкостью, 
что требует более дорогостоящей упаковки.

Одним из факторов, от которых зависит эффек-
тивность диспергирования ОДТ, является технология, 
используемая в их производстве. Необходимым свой-
ством таких таблеток является способность быстро 
распадаться или растворяться в слюне, тем самым 
устраняя необходимость в употреблении воды. Раз-
работаны различные технологии, которые позволяют 
ОДТ выполнять возложенные на них функции и со-
ответствовать следующим критериям [6]:

•	не требовать воды для орального применения, 
распадаться и растворяться ещё в полости рта в те-
чение нескольких секунд;

•	обладать достаточной прочностью, чтобы вы-
держать воздействие производственного процесса и 
обработку после изготовления;

•	выдерживать нагрузки на ЛП во время хранения;
•	являться коррегентом вкусовых характеристик 

как одного из органолептических свойств;
•	иметь низкую чувствительность к таким усло-

виям, как повышенная влажность и температура;
•	не разрушаться в процессе обработки и упаковки;
•	иметь экономически выгодную себестоимость 

продукции.
Свойство ЛП распадаться в ротовой полости объ-

ясняется быстрым проникновением воды в матрицу 
таблетки, которая обладает пористой структурой, что 
приводит к быстрому растворению. Следовательно, 
основные подходы к разработке ОДТ включают мак-
симизацию пористой структуры в матрице таблеток 
и использование в составе соответствующих дезин-
тегрирующих и высокорастворимых в воде вспомо-
гательных веществ (ВВ) [7]. На рис. 1 показаны раз-
личные методы используемые для изготовления ОДТ.

Технологии, использующие процессы нагрева / 
Technologies Employing Heating Processes

Процесс мгновенного нагрева волокон сахаров  
с различной длиной цепи и их модификации

Процесс мгновенного нагрева также известен как 
процесс производства «сахарных волокон» и состав-
ляет основу технологии FlashDose®. Данный способ 
включает приготовление матрицы из сахаридов или 
полисахаридов, которые перерабатываются в аморф-
ную нить при одновременном действии плавления и 
центробежной силы [8]. Затем матрицу охлаждают 
или частично перекристаллизовывают, получая со-
единение с АФС и другими ВВ и сжимают для форми-
рования ОДТ. Однако высокая температура обработки 
ограничивает использование описываемой технологии 
только термостабильными соединениями. Существуют 
различные предварительно подготовленные смеси, ис-
пользующиеся в производстве «волокон», некоторые из 
них представлены в табл. 1 [9]. Технология FlashDose® 
состоит из двух взаимосвязанных процессов: быстрого 

Рис. 1. Классификация технологий, используемых для получения ОДТ
Fig. 1. Classification of technologies used for the production of ODTs
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нагрева, когда материал нагревается, чтобы создать 
достаточные внутренние условия для перемещения 
потока, и ускоренного сдвига, когда центробежная 
сила, создающаяся во вращающейся головке (ап-
парата по типу машины для изготовления «сладкой 
ваты»), перемещает поток исходного материала наружу, 
обеспечивая его структурное преобразование. Затем 
«сахарное волокно», содержащее наполнитель, фор-
мируют в таблетки с небольшим усилием прессования 
и помещают во влажную атмосферу для отверждения.

Метод влажной грануляции
При получении ОДТ технологией влажного гра-

нулирования применяются водорастворимые свя-
зующие и наполнители, а прессование проводится 
при сравнительно низком давлении. Полученные 
таблетки затем увлажняют и повторно высушивают.

Технология WowTab® запатентована компанией 
Yamanouchi Pharmaceutical Co «Without Water Tablet» 
(WowTab®), Япония. Представленные ОДТ готовят с 
использованием комбинации сахаров, обладающих 
низкой и высокой степенью прессуемости и свя-
зывающей способности. Низкопрессуемые сахара, 
такие как маннит, лактоза и глюкоза, способствуют 
быстрому растворению, в то время как высокопрес-
суемые сахара, такие как мальтоза, сорбит и мальтит, 
способствуют хорошей прочности после уплотнения. 
АФС смешивают с сахарами, для которых свойственна 
низкая прессуемость и затем гранулируют раствором, 
содержащим сахара, обладающие высокой степенью 
прессуемости с последующим прессованием в таб-
летки [9]. Высокопрессуемый сахар используется в 
виде раствора связующего и присутствует в аморфном 
состоянии после гранулирования. Переход вещества 
от аморфного к кристаллическому состоянию обе-
спечивается последующим кондиционированием (вы-
держкой в определённых условиях окружающей среды 
для стабилизации его свойств перед поступлением в 
основной процесс), что приводит к получению табле-
ток, обладающих высокой твёрдостью за счёт усиления 
адгезии между частицами. Процесс кондициониро-
вания позволяет достигать достаточной твёрдости, 
сохраняя при этом низкое время дезинтеграции [10].

Метод экструзии расплава
Метод включает сухое смешение полиолов и АФС 

с другими ВВ, которые могут присутствовать в смеси 
для грануляции. Полученную порошковую смесь 
нагревают при температуре от 100 до 165 °С в экстру-
дере, чтобы полностью расплавить полиолы. Полу-
ченную массу, состоящую из полностью или частично 
расплавленных полиолов (ксилит, сорбит, маннит и т. д.), 
нерасплавленной АФС и других ВВ выливают на 
охлажденные лотки из нержавеющей стали (10 °C)  
и охлаждают. Расплавленная смесь обычно затвер-
девает в течение 60 секунд. Получившуюся твёрдую 
массу измельчают различными методами, как напри-
мер пропускание через конусную мельницу, снаб-
женную ситом с круглыми отверстиями диаметром 
1 мм, полученные гранулы помещают в смеситель с 
экстрагранулярными компонентами (коллоидный ди-
оксид кремния, магния стеарат, стеариновая кислота, 
лактоза, дикальция фосфат и микрокристаллическая 
целлюлоза и др.). Смешанный материал подают на 
ротационный пресс и таблетируют под действием 
силы уплотнения от 4 кН до 14 кН. Известно, что 
таблетки, полученные из полностью расплавленного 
ксилита более прочные, чем таблетки, полученные 
обычным процессом сухого смешивания [8]. Важно 
отметить, что полиолы можно расплавлять нагрева-
нием при температурах, ниже характерных значений, 
свойственных для начала эндотермического процесса 
при нормальных условиях, что достигается путём по-
вышения давления процесса (в табл. 2 представлены 
температуры плавления полиолов) [8].

Таблица 1 

Различные предварительно смешанные композиции, используемые в процессе образования «сахарных волокон» [9]

Table 1

Various premixed compositions used in the “sugar fiber” formation process [9]

Предварительно смешанные составы «волокна» Лекарственные средства

Сахароза (78,25 %), сорбитол (11,0 %), ксилитол (10,0 %), твин 
80 (0,75 %)

Ибупрофен, циметидин, витамин С, кальция 
карбонат/витамин D или ацетаминофен

Сахароза (84,5 %), маннитол (5,0 %), сорбитол (5,0 %), ксилитол 
(5,0 %), твин 80 (0,5 %)

Ибупрофен, циметидин, витамин С, кальция 
карбонат/витамин D или ацетаминофен

Сахароза (84,75 %), сорбитол (12,00 %), α-лактоза (3,00 %), твин 
80 (0,25 %)

Ибупрофен, аспирин, ацетаминофен

Таблица 2
Температурные условия экструзии расплава для полиолов [10]

Table 2
Melt extrusion temperature conditions for polyols [10]

Полиолы
Точка плавления, 

°С
Диапазон экструзии 

расплава, °С

D — сорбитол 98 до 100 108–132

Ксилитол 95 до 97 102–127

Адонитол 102 до 104 112–134

Арабитол 101 до 104 111–134

Маннитол 167 до 170 177–200
Мезо-эритритол 120 до 123 130–153
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Процесс сублимации
Одним из способов быстрой дезинтеграции ОДТ 

является подготовка пористой структуры в матрице 
таблетки. Чтобы создать такую пористую матрицу, 
в неё включают летучие вещества, которые позднее 
подвергаются процессу сублимации. Высоколетучие 
компоненты, такие как аммоний бикарбонат, карбо-
нат аммония, бензойная кислота, ментол, камфора, 
нафталин, уретан или фталевый ангидрид могут быть 
спрессованы вместе с другими ВВ в таблетку. Лету-
чий материал затем удаляют сублимацией, оставляя 

пористую матрицу. Изготовленные по описанной 
методике таблетки обычно дезинтегрируются за 10–20 с. 
Такие растворители как циклогексан или бензол в 
том числе могут быть использованы в качестве по-
рообразующих агентов. Koizumi K, et al. ещё в 1997 
году описали применяемый метод сублимации для 
получения высокопористых ОДТ, используя ман-
нитол и камфору, соответственно, в виде матрицы и 
сублимируемого материала для таблеток. Камфора 
испаряется сублимацией в вакууме при 80 °С в те-
чение 30 мин для образования пор в таблетках [11]. 

Рис. 2. Схематическое представление методов изготовления ОДТ с использо-
ванием технологий на основе теплообменных процессов
Fig. 2. Schematic representation of ODT manufacturing methods using heat 
exchange process-based technologies
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Для более общего понимания методов производ-
ства ОДТ с использованием процессов нагревания 
представлена схема (рис. 2).

Технологии, не использующие процесс нагрева / 
Technologies not employing heating processes

Лиофилизация
В процессе лиофилизации вода сублимируется из 

продукта после его замораживания. Данная техника 
является основой технологий Zydis® (ZT), Quicksolv®  
и Lyoc®, которые используются для производства 
ОДТ. ZT является запатентованной методикой [8, 
13], которая используется для таких ЛП, как Claritin 
Reditab®, Dimetapp®, Feldene Melt®, Maxalt- MLT®, 
Pepcid RPD®, Zofran ODT® и Zyprexa Zydis® [14].

В технологии ZT используется уникальный про-
цесс сублимационной сушки, включающий следу-
ющие этапы:

1) Подготовка водного раствора или суспензии и 
последующее точное дозирование в предварительно 
сформированные блистеры, которые содержат ячейки, 
фактически обуславливающие форму таблетки и, как 
следствие, являющиеся неотъемлемой частью общей 
упаковки продукта.

2) Прохождение заполненных ячеек через специ-
ально разработанную процедуру криогенного замора-
живания, которая гарантирует пористость матрицы 
таблетки для облегчения быстрой дезинтеграции. 
Для последующего удаления влаги из получаемых 
таблеток, полученные в ячейках смеси переносят в 
сублимационные сушилки.

3) Герметизация открытых блистеров с использо-
ванием процесса термосклеивания для обеспечения 
стабильности и защиты продукта от различных ус-
ловий окружающей среды [15].

Технологией Lyoc® возможно получить пористые 
и твёрдые таблетки путём лиофилизации эмульсии 
типа «масло в воде», помещённой непосредственно в 
блистерную ячейку. Их необычные свойства являют-
ся результатом уникального метода приготовления, 
который включает замораживание густой эмульсии, 
содержащей частицы с АФС или микрочастицы с 
покрытием. Получаемый продукт способен нести вы-
сокую дозировку и быстро растворяться, но обладает 
плохой механической прочностью [16].

Quicksolv® имеет пористую твёрдую структуру, 
полученную замораживанием водной дисперсии 
или раствора в матрицу, содержащую АФС, и затем 
её высушивание путём удаления воды с использова-
нием спирта (экстракция растворителем). Готовые 
таблетки распадаются очень быстро, но ограничены 
низким содержанием АФС и поэтому технология 
может использоваться только с теми АФС, которые 
нерастворимы в используемом экстрагенте.

Швейцарская компания Pharmapan AG является 
обладателем патента на технологию Lyopan®. Суть 

данного метода заключается в том, что порошкоо-
бразный компонент дозируется в ячейку блистерной 
упаковки, затем смачивается водным раствором и 
подвергается процедуре лиофильной сушки [3].

Объём воды, необходимый при использовании 
данного подхода, снижается на 40–70 % относительно 
традиционной лиофилизации суспензий, при этом 
содержание АФС может быть повышено в сравнении 
с иными методами, предполагающими лиофильную 
сушку. Соотношение между жидкой и твёрдой фазами 
подбирается таким образом, чтобы раствор занимал 
межчастичное пространство. Промежуточный про-
дукт, получаемый до стадии лиофилизации, имеет 
пастообразную или полутвёрдую консистенцию.  
В результате замораживания формируется трёхмерная 
матричная структура, фиксирующая твёрдые частицы, 
лиофилизированный каркас из связующего вещества 
и дисперсных частиц обеспечивает механическую 
прочность готовых таблеток.

ОДТ, изготовленные с использованием процесса 
лиофилизации, обычно содержат ВВ, такие как по-
лимеры (например, желатин, альгинаты и декстрин) 
для обеспечения прочности и целостности таблеток; 
полиолы (например, маннит и сорбит) для придания 
кристалличности и твёрдости матрицы и улучшения 
вкусовых качеств; суспендирующие вещества (на-
пример, ксантановая камедь и аравийская камедь) 
для обеспечения равномерной дисперсии частиц 
АФС; консерванты (например, парабены) для пре-
дотвращения роста микроорганизмов; усилители 
проницаемости (например, лаурилсульфат натрия) 
для улучшения проницаемости в слизистой оболоч-
ке; регуляторы рН (например, лимонная кислота и 
т. д.) для оптимизации химической стабильности; 
ароматизаторы и подсластители для улучшения при-
влекательности для пациентов и воду для обеспечения 
порообразования [9].

Газообразующая система дезинтеграции
Разработанная CIMA Labs технология Orasolv® 

заключается в процессе газообразующего распада 
входящих в состав таблетки ВВ с выделением CO2 

и разрушением её структуры. Газообразующие ВВ 
получают путём покрытия кристаллов органической 
кислоты стехиометрически меньшим количеством 
щелочного материала. Размер частиц кристаллов 
органических кислот тщательно выбирают так, чтобы 
они были больше, чем щелочного наполнителя для 
обеспечения равномерного покрытия щелочного 
ВВ на кислотных кристаллах. Процесс нанесения 
покрытия инициируется путём добавления инициа-
тора реакции (воды). Реакция допускается только в 
местах покрытия щелочного материала на кристаллах 
органической кислоты. Требуемая конечная точка 
для завершения реакции определяется измерени-
ем уровня углекислого газа. Тогда ВВ смешивают с 
активным ингредиентом или его микрочастицами 
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наряду с другими стандартными наполнителями 
для таблетирования и, прессуют в таблетки. Слюна 
активирует газообразующие ВВ, в результате чего 
таблетка распадается [12].

Durasolv® — запатентованная технология CIMA 
Labs второго поколения после Orasolv®, разработан-
ная для создания более качественных ОДТ. Durasolv® 

значительно выше по механической прочности, чем 
Orasolv® из-за использования более высокого дав-
ления при прессовании. Таким образом, процесс 
производится намного быстрее, экономически более 
выгоден и возможно использование традиционных 
блистерных упаковок или полимерных банок. Огра-
ничениями Durasolv® являются низкая загрузка АФС 
и высокое давление прессования, которые не под-
ходят для включения в состав гранул с покрытием, 
выполняющим функцию коррегента вкуса.

Метод прямого прессования (компактирования)
Прямое прессование — самый простой способ 

изготовления ОДТ, большое преимущество которого 
заключается в низкой стоимости производства, по-
скольку для выпуска ЛП используется стандартное 
оборудование, общедоступные ВВ и ограниченное 
число стадий процесса, кроме того, могут быть ис-
пользованы высокие дозировки для ОДТ. Дезинте-
грация таблетки, полученной путём прямого прессо-
вания и солюбилизацией, основана на использова-
нии одного разрыхлителя или их комбинированном 
действии, водорастворимых и газообразующих ВВ. 
Время дезинтеграции для данного метода является, 
в целом, удовлетворительным, хотя эффективность 
дезинтеграции сильно зависит от размера и твёрдости 
таблеток. Большие твёрдые таблетки могут иметь 
время распадаемости, превышающее 3 минуты, со-
гласно требованиям ГФ РФ XV (ОФС.1.4.1.0015). Как 
следствие, ЛП с оптимальными свойствами дезин-
теграции имеют средний или малый размер (массу) 
и/или высокую хрупкость и низкую твёрдость [17].

Во многих случаях дезинтегранты играют основ-
ную роль в процессах дезинтеграции и растворения 
ОДТ, полученных по технологии прямого прессо-
вания. Выбор подходящего типа и оптимального 
количества дезинтегрантов имеет первостепенное 
значение для обеспечения высокой скорости дезин-
теграции. Добавление в состав таких компонентов, 
как водорастворимые или газообразующие ВВ может 
дополнительно способствовать растворению.

Существует гипотеза о том, что эффективность 
дезинтеграции основана на концепции силовой экви-
валентности (комбинированное измерение силы на-
бухания и количества водопоглощения) [18]. Данный 
параметр характеризует способность дезинтегранта 
преобразовывать поглощённую воду в усилие набу-
хания (дезинтеграционную силу) и нередко применя-
ется при оптимизации концентрации разрыхлителя 
в составе таблеток.  

Технология Flashtab®, запатентованная фран-
цузской фармацевтической компанией Prographarm 
Group, заключается в получении таблеток ОДТ пря-
мым прессованием [19]. Flashtab® содержит покрытые 
кристаллы с АФС и микрогранулы вместе с разрыхли-
телями. В данной технологии применяются два типа 
разрыхлителей, различающихся по силе набухания: 
дезинтегрирующий агент с высоким её значением и 
набухающий агент с низким [20].

В компании Eurand (Pessano con Bornago), Италия, 
разработана технология Ziplets®, которая применима 
для водорастворимых соединений как с наполнителя-
ми, так и в виде покрытых микрочастиц (последние 
содержат растворимые и/или нерастворимые АФС). 
Установлено, что добавление подходящего коли-
чества нерастворимых в воде неорганических ВВ в 
сочетании с одним или несколькими эффективными 
дезинтегрантами обеспечивает отличную физическую 
устойчивость ОДТ, одновременно поддерживая оп-
тимальную дезинтеграцию и твёрдость таблеток даже 
при низком давлении прессования [21].

Использование нерастворимых в воде неоргани-
ческих ВВ также предполагает большее улучшение 
дезинтеграционных характеристик, чем у большин-
ства обычно используемых водорастворимых сахаров 
или солей. Фактически, таблетки, составленные в 
основном из водорастворимых компонентов, зачастую 
растворяются, а не распадаются, причём за гораздо 
более длительное время. В то время как гидрофиль-
ные компоненты растворяются на внешнем слое 
таблетки, скорость диффузии воды в ядро таблетки 
уменьшается из-за образования концентрированных 
вязких растворов [21].

Таким образом, на основании рассмотренных 
выше технологий на рис. 3 представлена обобщённая 
схема методов производства ОДТ без использования 
нагревания продукта.

Перспективность технологий ОДТ определяет при-
сутствие на современном фармацевтическом рынке 
многочисленных продуктов, разработанных согласно 
описанным в данной статье методам (табл. 3).

Технологии, основанные на 3D-печати / 
Technologies based on 3D printing

Технология TheriForm™ представляет собой ли-
цензированное применение оригинального патента 
трёхмерной печати (3DP), разработанного в Масса-
чусетском технологическом институте в 1993 году. 
Принцип функционирования основан на послойном 
нанесении жидкого связующего на порошковый слой 
посредством печатающей головки с программируемым 
характером перемещения, при этом каждый слой 
соответствует двумерному поперечному сечению 
формируемого ЛП. Данный подход обеспечивает 
возможность прецизионного размещения АФС в 
строго заданных зонах ЛП совместно со вспомога-
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Рис. 3. Схематическое представление методов производства ОДТ без 
использования процесса нагрева
Fig. 3. Schematic representation of ODT manufacturing methods without 
the use of a heating process

Таблица 3
Технологии ОДТ и соответствующие коммерческие продукты [9, 22]

Table 3
ODT technologies and corresponding commercial products [9, 22]

Запатентованная 
технология

Компания патенто-
обладатель

Лекарственные препараты

Durasolv® CIMA Labs Tempra®, Quicklet/Tempra FirsTabs®, Triaminic® Softchews® (несколько 
составов), Remeron® SolTabs, Zomig Rapimelt®, Nulev®, Alavert®,FazaClo®, 
Parcopa®, Niravam®, Clarinex Redi®

Orasolv®

FlashDose® Biovail Nurofen®

Flashtab® Ethypharm Nurofen®

WowTab® Yamanouchi Benadryl Fastmelt®

Zydis® Cardinal Health Maxalt-MLT®, Claritin Reditab®, Zyprexa Zydis®, Zofran ODT®, Motilium®, 
Feldene Melt®

Lyoc® Cephalon Proxalyoc®, Paralyoc®, SpasponLyoc®
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Традиционные методы получения орально-дис-
пергирующихся таблеток, такие как лиофилизация, 
распылительная сушка, сублимация, формование и 
уплотнение характеризуются низкой производитель-
ностью и затруднённостью одновременного достиже-
ния высокой механической прочности и достаточной 
диспергирующей способности [2]. Технология 3DP, 
реализованная в TheriForm™, предлагает решение 
данной проблемы посредством управляемой модуля-
ции пористости порошкового слоя, обеспечивающей 
быструю абсорбцию воды при сохранении необходи-
мых механических характеристик таблетки.

В рамках данного подхода Lee KJ с соавторами 
разработали технологию TheriFlash™ со структурой 
«ядро–оболочка», в которой плацебо-оболочка из 
маннита в сочетании с мальтитом, мальтодекстрином 
или поливинилпирролидоном (Kollidon® 25, молеку-
лярная масса 28 000–34 000 г/моль) окружает порош-
ковый слой, содержащий АФС, связанные водным 
буферным связующим с каптоприлом и Kollidon® 25 
[2, 23]. Внешний слой имеет однородную сплошную 
структуру, тогда как центральная область является 
неоднородной и содержит свободные порошки АФС. 
Обе исследованные системы продемонстрировали 
среднее время распадаемости менее 60 с, что соот-
ветствует общепринятым регуляторным требованиям 
к ОДТ. Вместе с тем следует отметить, что процесс 
TheriForm™ преимущественно ориентирован на 
производство крупных угловатых форм, что может 
ограничивать удобство их перорального применения.

Заключение / Conclusion

Таблетки, диспергируемые в полости рта, благо-
даря своим практическим преимуществам в удобстве 

применения стимулируют развитие широкого спектра 
технологических подходов их производства: прямое 
прессование, влажная грануляция, газообразующие 
системы, лиофилизация, экструзия расплава, процесс 
мгновенного нагрева и сублимация. Выбор технологии 
обусловлен свойствами конкретной АФС и целевым 
профилем качества ЛП. Дальнейший прогресс в об-
ласти ОДТ связан прежде всего с оптимизацией и ком-
бинированием уже существующих технологических 
подходов, а также с созданием новых вспомогательных 
веществ и рациональным подбором их состава для 
обеспечения требуемых показателей распадаемости, 
прочности, пористости и вкуса.

Ограничения исследования / Study limitations

Настоящий обзор имеет ряд ограничений. Поиск 
литературы проводился в доступных базах данных с 
возможностью доступа к полной версии текста, что 
не исключает возможности неполного охвата реле-
вантных публикаций, индексированных в закрытых 
источниках. Также значительная часть рассматривае-
мых технологий получения ОДТ защищена патентами, 
вследствие чего детальное описание технологических 
особенностей в открытой научной литературе огра-
ничено коммерческой тайной. Это существенно за-
трудняет объективное сравнение и точное описание 
технологических подходов. Помимо всего, в обзоре 
рассматриваются исключительно технологические 
аспекты получения ОДТ без анализа эффективности 
и безопасности конкретных препаратов, произведён-
ных с использованием описанных методов. Авторы 
признают, что данная область динамично развива-
ется, поэтому ряд аспектов может не в полной мере 
отражать актуальное состояние научной литературы 
на момент публикации настоящего обзора.
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Разработка самоэмульгирующейся системы доставки 
N-(адамант-2-ил)-N-(пара-бромфенил)амина (адамантил-
бромфениламина) в виде лекарственного препарата для 

перорального применения. Часть 1
 Гаврилов Д. И.1, Маркеев В. Б.1, Выхристюк М. С.2, Тишков С. В.1, Блынская Е. В.1,  

Дорофеев В. Л.1

1 ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  
Москва, Российская Федерация

2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы»,  
Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Актуальность. Плохая растворимость активных фармацевтических субстанций в водных средах представляет собой серьёзную проблему для 

разработки лекарственных препаратов из-за их низкой абсолютной пероральной биодоступности.
Цель работы — разработка самоэмульгирующейся системы доставки лекарственного средства (СЭСД ЛС) адамантилбромфениламина в виде 

предэмульсионного концентрата.
Материалы и методы. Для разработки модельных составов СЭСД адамантилбромфениламина в виде предэмульсионного концентрата использо-

вались вспомогательные вещества, включающие в себя масла, эмульгаторы (поверхностно-активные вещества) и сорастворители. Для оптимизации 
количественного соотношения модельного компонентного состава СЭСД ЛС строилась тернарная фазовая диаграмма. Отобранные модельные 
составы СЭСД ЛС оценивались по способности к эмульгированию. Также проведена серия испытаний стабильности для модельных составов СЭСД 
ЛС, включающая в себя устойчивость к различным рН среды и объёмам разведения, стабильность при шести циклах нагревания до 45±0,5 °С — ох-
лаждения до 4±0,5 °С и четырёх циклов замерзания до −20±0,5 °С — оттаивания. 

Результаты. В ходе исследования достигнута солюбилизация адамантилбромфениламина в воде очищенной с применением подхода СЭСД ЛС. 
Разработан и оптимизирован состав жидкой СЭСД адамантилбромфениламина в виде предэмульсионного концентрата. Установлено, что жидкая 
СЭСД адамантилбромфениламина конечного состава устойчива к различным рН среды и объёмам разведения и остаётся стабильной после шести 
циклов нагревания до 45±0,5 °С — охлаждения до 4±0,5 °С и четырёх циклов замерзания до −20±0,5 °С — оттаивания.

Заключение. Разработан состав жидкой СЭСД адамантилбромфениламина в виде предэмульсионного концентрата: АФС: адамантилбромфе-
ниламин — 10,0 мг; ВВ: Cremophor® EL — 135,0 мг; Labrafac™ PG — 15,0 мг. На основании результатов исследования способности к эмульгированию и 
стабильности разработанного состава сделан вывод о перспективности дальнейшей разработки состава перорального лекарственного препарата 
на основе СЭСД адамантилбромфениламина.

Ключевые слова: эмульсия; самоэмульгирующаяся система доставки; лекарственное средство; адамантилбромфениламин; стабильность
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Development of a self-emulsifying delivery system N-(adamant-2-yl)-N-(para-bromophenyl)amine (adamantylbromophenylamine) 
 in the form of a medicinal drug for oral administration. Part 1

Dmitrii I. Gavrilov1, Vladimir B. Markeev1, Maxim S. Vykhristyuk2, Sergey V. Tishkov1, Evgenia V. Blynskaya1, Vladimir L. Dorofeev1

1 Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation  
2 Peoples' Friendship University of Russia named after Patrice Lumumba, Moscow, Russian Federation

Abstract 
Background. The poor solubility of active pharmaceutical ingredients in aqueous media poses a serious challenge to drug development due to their 

low absolute oral bioavailability.
Objective — development of a self-emulsifying drug delivery system (SEDDS) of adamantylbromophenylamine in the form of a pre-emulsion concentrate.
Materials and methods. To develop model formulations of adamantylbromophenylamine SEDDS pre-emulsion concentrate, excipients including oils, 

emulsifiers (surfactants), and cosolvents were used. A (pseudo)ternary phase diagram was constructed to optimize the quantitative ratio of the model 
component composition of the SEDDS. The selected model formulations of the SEDDS were evaluated for their emulsification ability. A series of stability 
tests were also conducted for the model formulations of the SEDDS, including stability at various pH levels and dilution volumes, stability under six cycles 
of heating to 45±0,5 °C and cooling to 4 °C, and four cycles of freezing to −20±0,5 °C and thawing.

УДК: 615.451.23
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Введение / Introduction

Проблема низкой растворимости активных фар-
мацевтических субстанций (АФС) является одним из 
основных препятствий для разработки лекарственных 
препаратов (ЛП) для перорального применения. До 90 % 
новых соединений, обладающих фармакологической 
активностью, характеризуются низкой растворимостью 
и низкой пероральной биодоступностью, что позво-
ляет их относить к IV классу по биофармацевтической 
классификационной системе (БКС). Вследствие чего, в 
ходе доклинических фармакологических исследований 
устанавливается высокая терапевтическая дозировка 
АФС, что, в свою очередь, может приводить к худ-
шей переносимости ЛП, учащению возникновения 
побочных эффектов и снижению приверженности 
пациентов лечению [1, 2]. 

Для повышения растворимости АФС исполь-
зуется широкий спектр технологических подходов: 
измельчение частиц (микронизация), полиморфные 
модификации АФС, формирование нанокристал-
лов, включение АФС в циклодекстрины, получение 
твёрдых дисперсий, применение липидных систем 
доставки и др. Каждый из этих методов имеет свои 
преимущества и ограничения, однако именно исполь-
зование липидных систем, в частности, самоэмуль-
гирующихся систем доставки лекарственных средств 
(СЭСД ЛС), демонстрирует требуемую эффективность 
для труднорастворимых соединений [1–4].

Использование СЭСД ЛС, включая само- (микро-/
нано-) эмульгирующиеся системы (СМЭСД/СНЭСД 
ЛС), является перспективным подходом для улуч-
шения растворимости, биодоcтупности и усиления 
терапевтической эффективности плохорастворимых 
ЛС. Данные термодинамически стабильные системы, 
состоящие из масляной фазы, эмульгатора и сорас-
творителя, обеспечивают спонтанное образование 
мельчайших капель эмульсии при контакте с водной 
средой, что способствует повышению растворимости 
и полноты всасывания АФС. Данная технология по-
зволила вывести на рынок ЛП, такие как ампренавир 
(Agenearase®), ритонавир (Norvir®; Kaletra, вклю-

чая дополнительный лопинавир) или саквинавир 
(Fortovase®), циклоспорин А (Neoral®) или фенофибрат 
(Lipirex®) [2, 5].

К основным преимуществам СЭСД ЛС можно 
отнести повышение абсолютной пероральной био-
доступности АФС, стабильность абсорбции и защиту 
АФС от агрессивной среды желудочно-кишечного 
тракта (ЖКТ), возможность доставки пептидных со-
единений, а также простоту масштабирования [1, 6, 7].

Однако следует отметить ряд ограничений для при-
менения данного подхода: сложность проверки много-
компонентных составов и риск раздражения ЖКТ 
из-за высокого содержания поверхностно-активных 
веществ (ПАВ). Кроме того, отсутствие чёткого алго-
ритма разработки СЭСД ЛС ограничивает их широкое 
внедрение в фармацевтическую технологию [8–10]. 

В 80-е годы впервые разработан ЛП N-(адамант-
2-ил)-N-(пара-бромфенил)амин (Адамантилбромфе-
ниламин, Бромантан, Ладастен®) в виде таблеток для 
перорального применения (50 мг и 100 мг), обладаю-
щий комплексной фармакологической активностью, 
включая анксиолитическое, психостимулирующее 
и иммуностимулирующее действия [11]. Согласно 
анализу научных публикаций, минимальная тера-
певтическая доза АФС адамантилбромфениламина 
составляет 10 мг [12].

По данным фармакокинетических исследований 
АФС адамантилбромфениламина обладает абсолют-
ной пероральной биодоступностью — 42 %, при этом 
практически не растворима в воде очищенной (ВО) 
[13]. Следовательно, согласно руководству ICH M9 
«Biopharmaceutics classification system-based biowaivers» 
данное соединение относится к IV классу по БКС.

На основе вышесказанного можно сделать вывод 
о перспективности разработки ЛП адамантилбромфе-
ниламин для перорального применения со сниженной 
дозировкой (10 мг) по сравнению с оригинальным ЛП 
и внедрением подхода СЭСД ЛС для улучшения рас-
творимости и биодоступности данного соединения.

Целью / Objective данной части работы являлась 
разработка СЭСД адамантилбромфениламина в виде 
предэмульсионного концентрата. 

Results. During the study, solubilization of adamantylbromophenylamine in purified water using the SEDDS approach was achieved. The composition 
of liquid SEDDS adamantylbromophenylamine in the form of a pre-emulsion concentrate has been developed and optimized. It was found that the liquid 
SESD of adamantylbromophenylamine of the final composition is resistant to various pH of the medium and dilution volumes and remains stable after six 
cycles of heating to 45±0.5 °C — cooling to 4±0.5 °C and four cycles of freezing to −20±0.5 °C — thawing.

Conclusions. The composition of liquid SEDDS adamantylbromophenylamine in the form of a pre-emulsion concentrate has been developed: API: 
adamantylbromophenylamine — 10.0 mg; BB: Cremophor® EL — 135.0 mg; Labrafac™ PG — 15.0 mg. Based on the results of the study of the emulsification 
ability and stability of the developed composition, it was concluded that the further development of the composition of an oral medicinal product based 
on SEDDS adamantylbromophenylamine is promising.
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Для достижения поставленной цели изучена рас-
творимость данной АФС в индивидуальных раство-
рителях и их смесях. Исследована эмульгирующая 
способность модельных составов систем растворителей 
адамантилбромфениламина, оптимизирован состав 
жидкой СЭСД адамантилбромфениламина в виде 
концентрата. 

Материалы и методы / Materials and methods

Материалы / Materials. АФС: адамантилбромфе-
ниламин (N-(адамант-2-ил)-N-(пара-бромфенил)
амина) белый или почти белый мелкокристаллический 
порошок с температурой плавления от 104 до 109 °С 
(рис. 1) [11]. Брутто-формула: C16H20NBr, М.м. 306,24. 
Результаты растворимости отражены в табл. 1.

Вспомогательные вещества (ВВ)
Компоненты СЭСД адамантилбромфениламина  

в виде концентрата:
2-пирролидон — Kollisolv® PYR (BASF, Германия);
Глицериды каприлокаприол макрогол-8 — 

Labrasol®, EP, USP/NF (Gattefosse, Франция); 
Глицерил монолинолеат — Maisine® CC, EP, USP/

NF (Gattefosse, Франция);

Глицерил моноолеат (тип 40) — Peceol®, EP, USP/
NF (Gattefosse, Франция);

Глицерол монокаприлокапрат (тип 1) — Labrafac™ 
MC 60, PG, EP, USP/NF (Gattefosse, Франция);

Каприловый/каприновый триглицерид — 
Kollisolv® MCT-70, EP, USP/NF (BASF, Германия); 

Лауроил полиоксил-32 глицерид — Gelucire® 44/14, 
EP, USP/NF (Gattefosse, Франция);

Монокаприлат пропиленгликоля — Capryol® 90, 
USP, NF (Gattefosse, Франция);

Монолаурат пропиленгликоля — Lauroglycol® FCC, 
EP, USP/NF (Gattefosse, Франция); 

Монолинолеат глицерина — Maisine® 35-1, EP, 
USP/NF (Gattefosse, Франция);

Моноэтиловый эфир диэтиленгликоля — 
Transcutol®, HP, P USP/HP (Gattefosse, Франция);

Полиглицерил-3 диолеат — Plurol Oleique® CC 
497, EP, USP/NF (Gattefosse, Франция);

Полиоксиэтилен полоксамер 124 — Kollisolv® P124 
(BASF, Германия);

Полиэтиленгликоль (ПЭГ) — 400 (Farmasino CO, 
Китай); 

Полиэтиленгликоль (ПЭГ) — 600 (Achilles Chemical 
Co., Китай); 

Полиэтиленгликоль (ПЭГ) — 300 (НОРКЕМ, 
Россия); 

Полиэтиленгликоль 660 12-гидроксистеарат — 
Solutol® HS 15 (BASF, Германия);

Полиэтиленгликоля глицерингидростеарат (Ph. 
Eur.) или полиоксил 40 гидрогенизированное ка-
сторовое масло USP/NF — Kolliphor® RH40 (BASF, 
Германия);

Пропиленгликоль дикаприлат/дикапрат — 
Labrafac™ PG, EP, USP/NF (Gattefosse, Франция);

Пропиленгликоль монокаприла (тип 1) — Capryol® 
PGMC, EP, USP/NF (Gattefosse, Франция);

Рицинолеат полиэтиленгликоля глицерин (Ph. 
Eur.) или полиоксил 35 касторовое масло (USP) — 
Cremophor® EL (BASF, Германия); 

Сложный эфир жирной кислоты, конденсация 
олеиновой+этанола — Этилолеат (Dalian Sinobio 
Chemistry Co., Китай) [10].

Стеароил полиоксил-32 глицерид — Gelucire® 
50/13, EP, USP/NF (Gattefosse, Франция);

Твин-20 (Полисорбат 20) (Henan Chemsino Industry 
Co., Китай);

Твин-80 (Полисорбат 80) (Henan Chemsino Industry 
Co., Китай); 

Триацетат глицерина — Kollisolv® GTA (BASF, 
Германия);

Триглицериды средней цепи — Labrafac™ Lipophile 
WL 1349, EP, USP/NF, JPE/JP (Gattefosse, Франция). 

Методы / Methods. Взвешивание всех компо-
нентов осуществлялось на весах аналитических 
ADVENTURER AR 5120 (OHAUS, США).

Растворимость АФС адамантилбромфениламина 
в индивидуальных растворителях и их смесях прово-

Рис. 1. Структурная формула N-(адамант-2-ил)-N-
(пара-бромфенил)амина (адамантилбромфениламин) 
[11]
Fig 1. Structural formula of N-(adamant-2-yl)-N-(para-
bromophenyl)amine (adamantylbromophenylamine) [11]
Источник: рисунок подготовлен авторами.
Source: the figure is prepared by the authors.

Таблица 1

Растворимость АФС адамантилбромфениламина [12]

Table 1

Solubility of the API adamantylbromophenylamine [12]

Растворитель Показатель растворимости

Хлороформ

Легко растворимАцетон

1,4 — диоксан

Гексан Умеренно растворим

Спирт этиловый 95 %

Практически 
нерастворим

Вода очищенная

0,1 М р-р хлороводородной 
кислоты
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.
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дилась с использованием химической посуды и шкафа  
с принудительной конвекцией FD115 (BINDER 
GmbH, Германия). Растворимость АФС адамантил-
бромфениламина в системах растворителей изучалась 
для соотношений АФС:сист.раств. (1:10). При неполном 
растворении, смеси нагревались до 45±0,5; 50±0,5; 55±0,5, 
60±0,5, 65±0,5, 70±0,5 °С и выдерживались в течение 
15 мин с момента достижения заданной температуры в 
шкафе с принудительной конвекцией FD115. Если при 
увеличении температуры АФС полностью растворялась, 
то добавление ВО происходило после остывания до 
комнатной температуры исследуемого раствора/смеси. 
Оценка растворимости проводилась визуально.

Тернарные фазовые диаграммы строили с помо-
щью программы SigmaPlot 10.0 (Grafiti, США) для 
серии составов в следующих соотношениях раство-
рителей: 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1:9.

Оценка показателей стабильности СЭСД адаман-
тилбромфениламина проводилась согласно требова-
ниям решения Коллегии ЕЭК от 10.05.2018 № 69 «Об 
утверждении Требований к исследованию стабильно-
сти лекарственных препаратов и фармацевтических 
субстанций»:

•	Для оценки времени самоэмульгирования под-
готовленные составы СЭСД адамантилбромфенил- 
амина в виде концентратов разбавляли ВО в соот-
ношении 1:100 и перемешивали на магнитной ме-
шалке IKA C-MAG HS 7 (IKA, Германия) со 
скоростью 50 об/мин при 37±0,5 °С. Отмечалось 
время, необходимое для образования эмульсии,  
а затем полученные смеси в течение суток несколь-
ко раз визуально оценивались на предмет появления 
фазового разделения или выпадения осадка через  
2, 4, 6, 8, 12, 24 часа.

•	Для определения эффекта разведения, подго-
товленные составы СЭСД адамантилбромфенил-
амина в виде концентратов разводились избытком 
ВО в соотношениях 1:50, 1:100, 1:1000 и оставлялись 
на сутки при комнатной температуре и влажности, 
после чего визуально оценивались на наличие фа-
зового разделения, флокуляции, коалесценции и 
прочих признаков нестабильности эмульсий. По 
такой же методике проводилось определение эф-
фекта разведения раствором фосфатного буфера  
(рН 6,8) и 0,1 М хлороводородной кислотой.

•	Для проведения цикла нагревание–охлаждение 
готовили эмульсии на основе разработанных мо-
дельных составов СЭСД адамантилбромфенилами-
на (концентратов) объёмом 10 мл и затем охлажда-
ли до 4±0,5 °С, а затем нагревали до 45±0,5 °С, 
таким образом проводили 6 циклов нагревания–ох-
лаждения. При каждой температуре смеси выдер-
живались на протяжении 48 часов. Изменения в 
стабильности эмульсий фиксировались после каждой 
смены температурного режима. Если разделение фаз 
наблюдалось раньше завершения эксперимента, он 
прерывался, результаты фиксировались.

•	Для проведения циклов замерзание—оттаивание 
готовили концентраты модельных составов (СЭСД 
адамантилбромфениламина) объёмом 10 мл, затем 
замораживали при температуре −20±0,5 °С и выдер-
живали в течение 4 часов, затем столько же выдер-
живали при комнатной температуре. Таким образом, 
проводили 4 цикла после каждого из которых смеси 
повторно перемешивались. После каждого цикла 
брали образцы модельных составов для разбавления 
ВО с последующей оценкой полученной эмульсии.

Результаты и их обсуждение / Results and their 
discussion

Изучение растворимости АФС адамантил-
бромфениламина / Study of the solubility of the API 

adamantylbromophenylamine
На первом этапе исследований изучалась раство-

римость АФС адамантилбромфениламина в различных 
растворителях и оценивалась способность полученных 
растворов к эмульгированию (табл. 2). Данный ана-
лиз позволил определить подходящие компоненты 
для составления комбинаций систем растворителей 
адамантилбромфениламина.

На основании полученных результатов, для опре-
деления модельного состава системы растворителей 
адамантилбромфениламина отобраны компоненты 
из числа тех, которые продемонстрировали лучшую 
способность к растворению АФС адамантилбром-
фениламин. 

Для каждой исследуемой комбинации оптимизи-
ровали соотношения компонентов (1:1, 3:1, 9:1), вы-
являя критические точки стабильности, где малейшее 
изменение пропорций вызывало фазовое разделение. 
Особое внимание уделялось технологическим свой-
ствам, отдавая предпочтение системам, образующим 
прозрачные растворы или устойчивые эмульсии при 
разбавлении. Неподходящими для дальнейшего изуче-
ния признавались все комбинации, демонстрирующие 
немедленное фазовое разделение, кристаллизацию 
при охлаждении или нестабильность при хранении. 
Финальный отбор включал только химически и тер-
мически стабильные (20–60±0,5 °C) системы, сохра-
няющие гомогенность при разбавлении 1:10 водой и 
демонстрирующие воспроизводимость результатов в 
экспериментах (табл. 3).

По результатам проведённого анализа, для даль-
нейшего изучения отобраны составы систем раство-
рителей, которые однородно смешивались и образо-
вывали эмульсии. 

На следующем этапе исследования, в отобранных 
составах растворяли 10 мг адамантилбромфениламина 
в соотношении АФС:сист.раств. (1:15). Критериями 
выбора оптимального состава являлись растворение 
адамантилбромфениламина в системе растворителей 
и эмульгирование при разбавлении ВО (1:10). Резуль-
таты представлены в табл. 4.
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Таблица 2
Растворимость адамантилбромфениламина в индивидуальных растворителях

Table 2
Solubility of adamantylbromophenylamine in individual solvents

Растворитель
Количественный показатель растворимости 

(весовое соотношение /условие для растворения
Наблюдение при добавлении воды 

очищенной (1:10)

Kolliphor® RH 40 1:40 при 55±0,5 °С Образование эмульсии

Этилолеат 1:6

Фазовое разделение

Kollisolv® MCT-70 1:7

Gelucire® 50/13 1:10 при 65±0,5 °С

Labrasol® 1:15 при 55±0,5 °С

Capryol® 90
1:20 при 55±0,5 °С

Capryol® PGMC

Maisine® CC 1:20 при 60±0,5 °С

Kollisolv® P124 1:60 при 50±0,5 °С

Kollisolv® GTA 1:30 при 55±0,5 °С

Maisine® 35-1 1:20 при 55±0,5 °С

Фазовое разделение и 
образование осадка

Твин-20 1:60 при 50±0,5 °С

Твин-80 1:60 при 55±0,5 °С

Gelucire® 44/14 1:10 при 55±0,5 °С

Cremophor® EL 1:30 при 70±0,5 °С

Образование осадка

Transcutol® P 1:10

Transcutol® HP 1:20

Kollisolv® PYR 1:10 при 55±0,5 °С

Labrafac™ PG 1:15 при 55±0,5 °С

Peceol® 1:20 при 55±0,5 °С

Полиэтиленгликоль-300 1:40 при 50±0,5 °С

Labrafac™ MC 60

Практически не растворим –

Labrafac™ Lipophile WL 1349

Lauroglycol® FCC

Plurol Oleique® CC 497

Solutol® HS 15

Полиэтиленгликоль-400

Полиэтиленгликоль-600

Пропиленгликоль
Примечания: Kolliphor® RH 40 — полиэтиленгликоля глицерингидростеарат или полиоксил 40 гидрогенизированное касторовое масло; 
этилолеат — сложный эфир жирной кислоты, конденсация олеиновой кислоты+этанола; Kollisolv® MCT-70 — каприловый/каприновый три-
глицерид; Gelucire® 50/13 — стеароил полиоксил-32 глицерид; Labrasol® — глицериды каприлокаприол макрогол-8; Capryol® 90 — монокапри-
лат пропиленгликоля; Capryol® PGMC — пропиленгликоль монокаприла (тип 1); Maisine® CC — глицерил монолинолеат; Kollisolv® P124 — 
полиоксиэтилен полоксамер 124; Kollisolv® GTA — триацетат глицерина; Maisine® 35-1 — монолинолеат глицерина; Gelucire® 44/14 — ла-
уроил полиоксил-32 глицерид; Cremophor® EL — рицинолеат полиэтиленгликоля глицерин (или полиоксил 35 касторовое масло; 
Transcutol® HP, P — моноэтиловый эфир диэтиленгликоля; Kollisolv® PYR — 2-пирролидон; Labrafac™ PG — пропиленгликоль дикапри-
лат/дикапрат; Peceol® — глицерил моноолеат (тип 40); Labrafac™ MC 60 — глицерол монокаприлокапрат (тип 1); Labrafac™ Lipophile WL 
1349 — триглицериды средней цепи; Lauroglycol® FCC — монолаурат пропиленгликоля; Plurol Oleique® CC 497 — полиглицерил-3 диолеат; 
Solutol® HS 15 — полиэтиленгликоль 660 12-гидроксистеарат; «–» не применимо.
Notes: Kolliphor® RH 40 — polyethylene glycol glycerol hydrostearate or polyoxyl 40 hydrogenated castor oil; ethyl oleate — fatty acid ester, 
condensation of oleic acid+ethanol; Kollisolv® MCT-70 — caprylic/capric triglyceride; Gelucire® 50/13 — stearoyl polyoxyl-32 glyceride; Labrasol® — 
glycerides capryloCapryol macrogol-8; Capryol® 90 — propylene glycol monocaprylate; Capryol® PGMC — propylene glycol monocapryl (type 1); 
Maisine® CC — glyceryl monolinoleate; Kollisolv® P124 — polyoxyethylene poloxamer 124; Kollisolv® GTA — glyceryl triacetate; Maisine® 35-1 — 
glyceryl monolinoleate; Gelucire® 44/14 — lauroyl polyoxyl-32 glyceride; Cremophor® EL — polyethyleneglycol ricinoleate glycerin (or polyoxyl 35 
castor oil; Transcutol® HP, P — diethylene glycol monoethyl ether; Kollisolv® PYR — 2-pyrrolidone; Labrafac™ PG — propylene glycol dicaprylate/
dicaprate; Peceol® — glyceryl monooleate (type 40); Labrafac™ MC 60 — glycerol monocaprylocaprate (type 1); Labrafac™ Lipophile WL 1349 — 
medium chain triglycerides; Lauroglycol® FCC — propylene glycol monolaurate; Plurol Oleique® CC 497 — polyglyceryl-3 dioleate; Solutol® HS 15 — 
polyethyleneglycol 660 12-hydroxystearate; (–) is not applicable.
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.
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Таблица 3
Оценка способности к эмульгированию модельных составов систем растворителей (плацебо)

Table 3
Evaluation of the emulsification ability of model solvent system compositions (placebo)

Система растворителей Визуальная оценка при добавлении воды очищенной (1:10)

Capryol® 90 — Твин-20 (1:1)

Однородное смешивание, образование эмульсии

Kolliphor® RH-40 — Labrafac™ PG (3:1)

Kolliphor® RH-40 — Peceol® (1:1)

Kolliphor® RH-40 — Lauroglycol® FCC (1:1)

Kolliphor® RH-40 — ПЭГ 300 (3:1)

Kolliphor® RH-40 — ПЭГ 400 (3:1)

Kolliphor® RH-40 — ПЭГ 600 (3:1)

Kolliphor® RH-40 — Transcutol® HP(9:1)

Cremophor® EL — Labrafac™ PG (9:1)

Labrasol® — Transcutol® HP (1:1)

Labrasol® — Lauroglycol® FCC (1:1)

Labrasol® — ПЭГ-300 (1:1)

Labrasol® — ПЭГ-400 (1:1)

Labrasol® — ПЭГ-600 (1:1)

Capryol® 90-Labrasol® (9:1)

Фазовое разделение

Capryol® 90-Labrafac™ PG (1:1)

Capryol® 90 — Labrafac™ PG (9:1)

Capryol® 90 — Kolliphor® RH-40 (1:1)

Capryol® 90 — Твин 80 (1:1)

Kolliphor® RH-40 — Этилолеат (1:1)

Kolliphor® RH-40 — MCT®-70 (1:1)

Cremophor® EL — Peceol® (1:1)

Cremophor® EL — Lauroglycol® FCC (1:1)

Cremophor® EL — ПЭГ 300 (1:1)

Cremophor® EL — ПЭГ 400 (1:1)

Cremophor® EL — ПЭГ-600 (1:1)

Cremophor® EL — Transcutol® P(3:1)

Cremophor® EL — Этилолеат (1:1)

Cremophor® EL — MCT®-70 (1:1)

Cremophor® EL — Capryol® 90 (1:1)

Labrasol® — Transcutol® P(3:1)

Labrasol® — Kollisolv® MCT – 70 (1:1)

Labrasol® — Kollisolv® MCT – 70 (3:1)

Labrasol® — Этилолеат (1:1)

Capryol® 90-Labrasol® (3:1)

Образование осадка
Capryol® 90 — Labrafac™ PG (3:1)

Kolliphor® RH-40 — Labrafac™ PG (1:1)

Kolliphor® RH-40 — Transcutol® (3:1)
Примечания: Kolliphor® RH 40 — полиэтиленгликоля глицерингидростеарат или полиоксил 40 гидрогенизированное касторовое масло; эти-
лолеат — сложный эфир жирной кислоты, конденсация олеиновой кислоты+этанола; Kollisolv® MCT-70 — каприловый/каприновый три-
глицерид; Labrasol® — глицериды каприлокаприол макрогол-8; Capryol® 90 — монокаприлат пропиленгликоля; Cremophor® EL — рицинолеат 
полиэтиленгликоля глицерин или полиоксил 35 касторовое масло; Transcutol® HP, P — моноэтиловый эфир диэтиленгликоля; Labrafac™ PG — 
пропиленгликоль дикаприлат/дикапрат; Peceol® – глицерил моноолеат (тип 40). 
Notes: Kolliphor® RH 40 — polyethylene glycol glycerol hydrostearate or polyoxyl 40 hydrogenated castor oil; ethyl oleate — fatty acid ester, condensation 
of oleic acid+ethanol; Kollisolv® MCT-70 — caprylic / capric triglyceride; Labrasol® — glycerides capryloCapryol macrogol-8; Capryol® 90 — 
propylene glycol monocaprylate; Cremophor® EL — polyethyleneglycol ricinoleate glycerin or polyoxyl 35 castor oil; Transcutol® HP, P — diethylene 
glycol monoethyl ether; Labrafac™ PG — propylene glycol dicaprylate/dicaprate; Peceol® — glyceryl monooleate (type 40).
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.
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Таблица 4

Результаты испытаний модельных составов СЭСД адамантилбромфениламина

Table 4

Test results of model compositions of SEDDS adamantylbromophenylamine

Система растворителей Показатель растворимости
Визуальная оценка при добавлении 

воды очищенной (1:10)

Cremophor® EL — Labrafac™ PG (9:1) Растворим
Образование эмульсии

Kolliphor® RH-40 — Peceol® (1:1) Растворим при нагревании до 60±0,5 °С

Kolliphor® RH-40 — ПЭГ 600 (3:1) Растворим

Образование осадка
Labrasol® — Transcutol® HP (1:1) Растворим

Labrasol® — Lauroglycol® FCC (1:1) Растворим

Kolliphor® RH-40 — Transcutol® HP (9:1) Растворим при нагревании до 55±0,5 °С

Capryol® 90 — Твин-20 (1:1) Нерастворим –

Kolliphor® RH-40 — Labrafac™ PG (3:1) Нерастворим –

Kolliphor® RH-40 — Lauroglycol® FCC (1:1) Нерастворим –

Kolliphor® RH-40 — ПЭГ 300 (3:1) Нерастворим –

Kolliphor® RH-40 — ПЭГ 400 (3:1) Нерастворим –

Labrasol® — ПЭГ-300 (1:1) Нерастворим –

Labrasol® — ПЭГ-400 (1:1) Нерастворим –

Labrasol® — ПЭГ-600 (1:1) Нерастворим –
Примечания: Kolliphor® RH 40 — полиэтиленгликоля глицерингидростеарат или полиоксил 40 гидрогенизированное касторовое масло; эти-
лолеат — сложный эфир жирной кислоты, конденсация олеиновой кислоты+этанола; Labrasol® — глицериды каприлокаприол макрогол-8; 
Capryol® 90 — монокаприлат пропиленгликоля; Cremophor® EL — рицинолеат полиэтиленгликоля глицерин или полиоксил 35 касторовое 
масло; Transcutol® HP — моноэтиловый эфир диэтиленгликоля; Labrafac™ PG — пропиленгликоль дикаприлат/дикапрат; Peceol® — глице-
рил моноолеат (тип 40); Lauroglycol® FCC — монолаурат пропиленгликоля; «–» не применимо.
Notes: Kolliphor® RH 40 — polyethylene glycol glycerol hydrostearate or polyoxyl 40 hydrogenated castor oil; ethyl oleate — fatty acid ester, condensation 
of oleic acid+ethanol; Labrasol® — glycerides capryloCapryol macrogol-8; Capryol® 90 — propylene glycol monocaprylate; Cremophor® EL — 
polyethyleneglycol ricinoleate glycerin or polyoxyl 35 castor oil; Transcutol® HP — diethylene glycol monoethyl ether; Labrafac™ PG — propylene 
glycol dicaprylate/dicaprate; Peceol® — glyceryl monooleate (type 40); Lauroglycol® FCC — propylene glycol monolaurate; (–) is not applicable.
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.

Согласно полученным результатам, модельный 
состав СЭСД адамантилбромфениламина представ-
лен в табл. 5.

Для оптимизации количественного состава СЭСД 
адамантилбромфениламина построена и проанали-
зирована тернарная фазовая диаграмма для системы 
Cremophor® EL — Labrafac™ PG — ВО (рис. 2). 

Таблица 5
Состав СЭСД адамантилбромфениламина, содержащий 10 мг 

адамантилбромфениламина
Table 5

Composition of the adamantylbromophenylamine SEDDS 
containing 10 mg of adamantylbromophenylamine

Состав Масса, г

Адамантилбромфениламин 0,010

Cremophor® EL 0,135

Labrafac™ PG 0,015

Всего: 0,160
Примечания: Cremophor® EL — рицинолеат полиэтиленгликоля 
глицерин (или полиоксил 35 касторовое масло; Labrafac™ PG — 
пропиленгликоль дикаприлат/дикапрат.
Notes: Cremophor® EL — polyethyleneglycol ricinoleate glycerin or polyoxyl 
35 castor oil; Labrafac™ PG — propylene glycol dicaprylate/dicaprate.
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.

Рис. 2. Тернарная фазовая диаграмма для состава Cre-
mophor® EL — Labrafac™ PG — вода очищенная
Fig. 2. Ternary phase diagram for the composition Cremo-
phor® EL — Labrafac™ PG — Purified water
Примечания: Cremophor® EL — рицинолеат полиэтиленгликоля гли-
церин (или полиоксил 35 касторовое масло; Labrafac™ PG — пропи-
ленгликоль дикаприлат/дикапрат.
Notes: Cremophor® EL — polyethyleneglycol ricinoleate glycerin or polyoxyl 
35 castor oil; Labrafac™ PG — propylene glycol dicaprylate/dicaprate.
Источник: рисунок подготовлен авторами.
Source: the figure is prepared by the authors.
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На представленной диаграмме изображены об-
ласти образования микроэмульсии и эмульсии для 
исследуемой системы. Стоит отметить, что в данном 
составе, Cremophor® EL является эмульгатором, ко-
торый способствует образованию микроэмульсии,  
а Labrafac™ PG используется как масляная фаза, улуч-
шающая растворимость и стабильность системы. ВО 
является дисперсионной средой, необходимой для 
формирования эмульсии.

Фазовая диаграмма демонстрирует зависи-
мость фазового состояния системы от соотношения 
её компонентов, где по осям отложены массовые 
доли эмульгатора Cremophor® EL, масляной фазы 
Labrafac™ PG и ВО. Анализ диаграммы позволя-
ет выделить две основные области: в центральной 
части, наблюдается область грубых эмульсий, ха-
рактеризующихся низкой стабильностью (размер 
частиц более 200 нм) и требующих механической 
стабилизации. По периферии же диаграммы, где 
преобладает одна из фаз, формируется термоди-
намически устойчивая область микроэмульсий — 
прозрачных систем с размером частиц менее 200 нм.

Диаграмма демонстрирует, при каких соотноше-
ниях компонентов система образует микроэмульсию 
(прозрачную, термодинамически стабильную) или 
обычную эмульсию (мутную, менее стабильную).

Для дальнейшей оптимизации, на основании по-
строенной диаграммы, отобраны три состава и про-
ведена оценка времени образования эмульсии из них 
при добавлении ВО (табл. 6).

Быстрее всего эмульсия образовывалась при пере-
мешивании состава 2. Немного большее времени 
требовалось составу 3 (на 22 с дольше). Гораздо больше 
времени для эмульгирования требовалось составу 1 — 
разница составляет несколько минут. Меньшее коли-
чество ПАВ относительно масляной фазы при оди-
наковом качественном составе ВВ, по сравнению 
с составами 2 и 3, приводит к увеличению времени 
образования эмульсии, что подтверждает известные 
закономерности: увеличение концентрации ПАВ по-
вышает стабильность эмульсии.

Испытания стабильности модельных  
составов СЭСД адамантилбромфениламина /  

Stability tests of model compositions of SEDDS 
adamantylbromophenylamine

На следующем этапе исследования, оценивалась 
стабильность модельных составов через 2, 4, 6, 8, 12, 24 
часа после перемешивания. На протяжении 24 часов 
все эмульсии оставались стабильными: помутнения 
раствора, разделения фаз и прочих признаков неста-
бильности эмульсий не наблюдалось, что свидетель-

Таблица 6

Составы и время образования эмульсий

Table 6

Compositions and formation times of emulsions

№ Масляная фаза
Поверхностно-активное 
вещество (эмульгатор)

Соотношение масляной фазы к по-
верхностно-активное вешество

Время образования 
эмульсии

1 Labrafac™ PG Cremophor® EL 3:7 4 мин 10 сек

2 Labrafac™ PG Cremophor® EL 2:8 1 мин 34 сек

3 Labrafac™ PG Cremophor® EL 1:9 1 мин 56 сек
Примечания: Cremophor® EL — рицинолеат полиэтиленгликоля глицерин (или полиоксил 35 касторовое масло; Labrafac™ PG — пропилен-
гликоль дикаприлат/дикапрат.
Notes: Cremophor® EL — polyethyleneglycol ricinoleate glycerin or polyoxyl 35 castor oil; Labrafac™ PG — propylene glycol dicaprylate/dicaprate.
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.

Таблица 7

Проведение циклов замерзание-оттаивание

Table 7

Carrying out freeze-thaw cycles

Состав
Наблюдения

1-й цикл 2-й цикл 3-й цикл 4-й цикл

1

Прозрачная голубоватая 
эмульсия, осадок  

не образовался

Прозрачная голубоватая эмульсия, образование осадка

2
Прозрачная голубоватая 

эмульсия, осадок  
не образовался

Прозрачная голубоватая эмульсия, 
образование осадка

3 Прозрачная эмульсия, осадок не образовался
Источник: таблица составлена авторами по собственным данным.
Source: the table is prepared by the authors using their own data.
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ствует о правильном выборе модельных составов на 
предыдущем этапе разработки.

После оценки стабильности модельных составов 
оценивалось влияние разведения модельных составов 
СЭСД адамантилбромфениламина в средах ВО, 0,1 М 
хлороводородной кислоты и фосфатном буферном рас-
творе (рН 6,8). По результатам проведённого анализа, 
ни в одном из образцов не образовывался осадок. Все 
составы эмульсий успешно прошли данное испытание.

Затем проводилось 6 циклов нагревания–охлажде-
ния. По результатам данного испытания, все составы 
эмульсий, выдержали данное испытание.

Для оценки влияния циклов замерзание–оттаи-
вание на эмульгирующие свойства СЭСД адаман-
тилбромфениламина в виде концентрата проведены 
соответствующие исследования (табл. 7).

По результатам данного испытания только состав 3 
успешно прошёл все 4 цикла испытаний замерзание—
оттаивание. Для остальных составов осадок выпадал: 
после второго цикла (состав 1) и третьего (состав 2) 
циклов испытаний.

Ограничения исследования / Study limitations

1. При оптимизации состава СЭСД адамантилбром-
фениламина не применялась теория гидрофильно- 
липофильного баланса. 

2. Проведены испытания визуальной физиче-
ской стабильности модельных составов СЭСД ада-

мантилбромфениламина, но не оценена химическая 
стабильность.

3. При оценке физической стабильности модель-
ных составов СЭСД адамантилбромфениламина не 
измерены их дзета-потенциалы.

Заключение / Conclusion

В ходе проведённых исследований разработан со-
став жидкой СЭСД адамантилбромфениламина в виде 
предэмульсионного концентрата: АФС: адамантилбром-
фениламин — 10,0 мг; ВВ: Cremophor® EL — 135,0 мг; 
Labrafac™ PG — 15,0 мг. Установлено, что жидкая СЭСД 
адамантилбромфениламина конечного состава устой-
чива к различным рН среды и объёмам разведения и 
остаётся стабильной после шести циклов нагревания 
до 45±0,5 °С — охлаждения до 4±0,5 °С, и четырёх 
циклов замерзания до −20±0,5 °С — оттаивания.

В продолжение работы будут описаны результа-
ты исследований по: определению размера частиц 
эмульсии, полученной из СЭСД адамантилбромфе-
ниламина, методом динамического светорассеяния; 
адсорбирующей способности инертных пористых 
носителей для разработанного состава СЭСД ЛС; 
получению твёрдой лекарственной формы для пе-
рорального применения и изучению её кинетики 
растворения.
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