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Нейропротекторное и противосудорожное действие 
Церебролизина в эксперименте

Богачёва Т.Е., Калачёва А.Г., Гришина Т.Р., Громова О.А., Суракова Т.В.
Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение высшего образования  

«Ивановская государственная медицинская академия»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, г. Иваново

Резюме. Цель исследования. Оценить противосудорожное и нейропротективное действия препарата Церебролизин у крыс. 
Материал и методы. Исследование проведено на 30 белых крысах-самцах, которые получали курсовое введение препарата 
Церебролизин. Модель первично-генерализованных судорог воспроизводилась однократным введением тиосемикарбазида. 
Результаты и заключение. Предварительное введение Церебролизина уменьшает тяжесть и длительность судорог, вызванных 
тиосемикарбазидом, увеличивает выживаемость животных. Исследуемый препарат оказывает нейропротективный эффект на 
клетки коры головного мозга в условиях ишемии.

Ключевые слова: Церебролизин, судороги, нейропротекция

Neuroprotective and anticonvulsant effects of Cerebrolysin in the experiment
Bogacheva T.E., Kalacheva A.G., Grishina T.R., Gromova O.A., Surakova T.V.

Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education «Ivanovo State Medical Academy»  
of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation

Resume. Purpose of the study. Assess anticonvulsant and neuroprotective effects of Cerebrolysin in rats. Material and methods. The 
study was carried out on 30 white male rats, who received a course of Cerebrolysin. The model of primary-generalized convulsions was 
reproduced by a single administration of thiosemicarbazide. Results and conclusion. Preliminary introduction of Cerebrolysin reduces the 
severity and duration of seizures caused by thiosemicarbazide, increases the survival rate of animals. The test drug has a neuroprotective 
effect on the cells of the cerebral cortex under conditions of ischemia.

Keywords: Cerebrolysin, convulsions, neuroprotection

Автор, ответственный за переписку:
Богачева Татьяна Евгеньевна – к.м.н, доцент кафедры фармакологии ФГБОУ ВО ИвГМА Минздрава России; 153012,  

г. Иваново, пр. Шереметевский, д. 8; тел. +7 (4932) 41-65-25; e-mail: tatiana.boga4iova@yandex.ru

Церебролизин – препарат с доказанным нейро-
трофическим действием, используемый в клиниче-
ской практике для восстановления неврологических 
функций пациентов с деменцией, перенёсших инсульт 
или черепно-мозговую травму (ЧМТ) [1, 4, 5]. При-
менение Церебролизина достоверно уменьшает не-
врологический дефицит [2, 5], улучшает когнитивные 
способности [6], снижает объём зоны инфаркта при 
инсульте [7]. Церебролизин обладает органоспеци-
фическим мультимодальным действием на головной 
мозг, т. е. обеспечивает метаболическую регуляцию, 
нейропротекцию, функциональную нейромодуляцию 
и нейротрофическую активность [3, 6]. Цереброли-
зин защищает нейроны от повреждающего действия 
лактацидоза, предотвращает образование свободных 
радикалов [8, 9], повышает выживаемость и предотвра-
щает гибель нейронов в условиях гипоксии и ишемии, 
снижает повреждающее нейротоксическое действие 
возбуждающих аминокислот (глутамата). Однако в 
литературе существуют разные мнения исследователей 
и клиницистов на возможность применения Церебро-
лизина у больных при судорогах и эпилепсии. Поэтому 
актуальным является изучение противосудорожного 
эффекта препарата Церебролизин.

Цель исследования – изучить влияние препарата 
Церебролизин на выраженность и тяжесть течения 
первично-генерализованных судорог, вызванных тио-
семикарбазидом, у крыс и оценить эффективность его 
противосудорожного и нейропротективного действия.

Материалы и методы

Исследование проведено на 30 белых крысах-
самцах массой 200 г. Животные были разделены на  
5 групп: первая группа (n = 6) – контроль-интактный; 
вторая группа (n = 6) – контроль с воспроизведением 
первично-генерализованных судорог; третья (n = 6), 
четвёртая (n = 6) и пятая (n = 6) группы животных по-
лучали препарат Церебролизин в дозе 2,5 мл/кг массы 
внутрибрюшинно в течение 18 дней. Для определения 
противосудорожных свойств веществ воспроизводят 
экспериментальные модели первично-генерализо-
ванной эпилепсии, включающие судороги, вызванные 
электрическим и химическим воздействием [4]. Нами 
в экспериментальных группах (второй и третьей) была 
воспроизведена модель судорог однократным введе-
нием внутрибрюшинно тиосемикарбазида (ТСК) в 
дозе 28 мг/кг; в четвёртой и пятой экспериментальных 
группах вводили внутрибрюшинно тиосемикарбазид 



¹ 4. 2017 4 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

в дозах соответственно 10 и 20 мг/кг. При этом во 
всех группах регистрировалось латентное время до 
первого судорожного приступа, количество, характер 
судорог (вздрагивание, манежный бег, клонические 
судороги, тонико-клонические судороги с боковым 
положением, тоническая экстензия, тоническая экс-
тензия, заканчивающаяся гибелью), и летальность в 
течение 90 мин. После одномоментной декапитации 
проводили патогистологическое исследование секци-
онного материала (головной мозг) в группах, которым 
вводили тиосемикарбазид в максимальной дозе 28 мг/кг 
без Церебролизина и с предварительным курсовым 
введением исследуемого препарата.

Окрашивание микропрепаратов: гематоксилином 
и эозином. Статистическая обработка данных прово-
дилась с помощью программы Statistica 6,0.

Результаты исследования
Результаты проведённого исследования показали, 

что у животных контрольной группы при введении 
тиосемикарбазида в указанной дозе в 100 % случа-
ев наблюдались клонико-тонические судороги, про-
являющиеся в виде вздрагивания, манежного бега, 
клонических судорог, тонико-клонических судорог с 
боковым положением, тонической экстензии. Леталь-
ность в этой группе животных составила 100%. В груп-
пах крыс, которым вводили Церебролизин в течение 18 
дней, возникновение судорог не отмечалось. Курсовое 
введение препарата Церебролизин в указанной дозе 
на модели тиосемикарбазидовых судорог (доза ТСК 
максимальная 28 мг/кг) достоверно снизило тяжесть 
судорожных приступов (по признаку «вздрагивание») 
(р = 0,003) и уменьшило длительность судорожных 
приступов (р = 0,005) (рис. 1).

Летальность животных этой группы составила 83 %, 
тогда как в контрольной все животные погибли. Со-

четание Церебролизина и ТСК в минимальной дозе  
10 мг/кг вызвало менее выраженные судороги по дли-
тельности (р = 0,002), количеству приступов (р = 0,04) 
(рис. 2) и тяжести по признакам «клонические судоро-
ги» и «тоническая экстензия» (р = 0,004). Летальность 
крыс – 33 %. С увеличением дозы конвульсанта (ТСК 
20 и 28 мг/кг) усилился его судорожный эффект, и 
в исследуемых группах уменьшилась выживаемость 
животных.

Но даже при высоких дозах конвульсанта Цере-
бролизин оказывал защитное противосудорожное 

воздействие. Возникновение судорог при введении 
тиосемикарбазида связано с уменьшением содержания 
в мозге тормозного нейромедиатора ГАМК, вследствие 
снижения активности фермента декарбоксилазы глута-
миновой кислоты, содержание возбуждающего нейро-
медиатора глутамата увеличивается. Установленные в 
настоящем исследовании противосудорожные эффекты 
Церебролизина обусловлены, по всей видимости, пеп-
тидным и аминокислотным составом препарата, кото-
рый снижает повреждающее нейротоксическое действие 
возбуждающих аминокислот (глутамата). Гистологиче-
ское исследование секционного материала головного 
мозга показало, что использованная модель первично-
генерализованных судорог имела морфологическое 
подтверждение во всех случаях наблюдения (рис. 3). 
Выявлены признаки выраженных нарушений крово-
обращения на уровне микроциркуляторного русла, 
равномерно проявляющиеся в сером и в белом веществе 
полушарий переднего мозга. В капиллярах явления 
гемостаза характеризовались агрегацией эритроцитов с 
выраженным периваскулярным отёком нервной ткани, 
в коре полушарий выявлены мелкоочаговые перива-
скулярные кровоизлияния, отмечены ишемические 
повреждения нейроцитов. Импрегнация серебром зон 
головного мозга, содержащих проводящие пути, по-

Рис. 1. Сравнительная продолжительность судорожных 
приступов

Рис. 2. Количество судорожных приступов в группах 
на различных дозах тиосемикарбазида
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казала неравномерную окраску и нечёткость контуров 
нервных волокон. Все эти особенности гистологии 
указывают на выраженные повреждения морфологии 
и ишемизацию коры головного мозга (рис. 4).

Использование препарата Церебролизин минимизи-
ровало уровень ишемического повреждения нейроцитов. 
Значительная часть нейроцитов коры и подкорковых 
ядер не имела структурных повреждений. Ишемические 
повреждения нейронов характеризовались очаговым 

хроматолизом единичных пирамидных клеток и набуха-
нием нейрональных аксонов, что является классическим 
нейроморфологическим критерием обратимых изме-
нений. Макроглиальная реакция нервной ткани была 
минимальной и выражалась слабым отёком периартерио-
лярных астроцитов. Импрегнация серебром проводящих 
двигательных путей головного мозга в большинстве на-
блюдений демонстрирует сохранность миелиновых обо-
лочек нервных волокон, которые имели чёткие контуры.

Рис. 3. Нейрогистологическое исследование тканей мозга в исследуемой модели судорог (2-я группа): 
а — Агрегация эритроцитов, перикапиллярный отёк серого вещества коры переднего мозга. Выраженный периваскулярный и перицеллюляр-
ный отёк нервной ткани. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение × 480; б — Мелкоочаговые диапедезные кровоизлияния в пирамид-
ном слое коры больших полушарий. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение × 480; в — Спастическое состояние пиальной артерии. 
Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение × 480; г — Пирамидная нервная клетка коры с гомогенизированной цитоплазмой и набух-
шим аксоном. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение × 1200; д — Плазмолизис поврежденного нейроцита. Импрегнация серебром. 
Увеличение × 1200; е — Комиссуральные волокна коры головного мозга имеют размытые контуры. Импрегнация серебром. Увеличениеµ×1200

Рис. 4. Нейрогистологические оценки эффективности применения Церебролизина на модели судо-
рог (3-я группа): 
а — В большинстве нейроцитов сохранено ядро и грануляции Ниссля. Импрегнация серебром. Увеличениеµ × 1200; б — Чёткие 
контрастированные контуры комиссуральных волокон коры головного мозга. Импрегнация серебром. Увеличение × 1200
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Морфометрический анализ указывает, что в группе 
с Церебролизином количество повреждённых нерв-
ных клеток коры составило 20,5 %, тогда как в группе 
контроля количество повреждённых клеток составило 
49,8 % при достоверных морфологических признаках 
гибели нейроцитов.

Таким образом, была воспроизведена модель тио-
семикарбазидовых судорог в 100% случаев. Курсовое 
введение Церебролизина не вызывает развитие судорог. 

Предварительное введение Церебролизина уменьшает 
тяжесть и длительность судорог, вызванных тиосеми-
карбазидом, увеличивает выживаемость животных.  
С уменьшением дозы конвульсанта усиливается проти-
восудорожный эффект Церебролизина. Исследуемый 
препарат оказывает нейропротективный эффект на 
клетки коры головного мозга в условиях ишемии, 
ассоциированной с тиосемикарбазидной моделью 
судорог, обеспечивая сохранность нейроцитов.
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Изучение эффектов магния оротата на модели  
первично-генерализованных судорог у крыс
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Резюме. Исследовано действие магния оротата на модели первично-генерализованных судорог в эксперименте. Курсовое 
введение магния оротата (препарат Магнерот) в дозе 0,06 г/кг массы тела уменьшает тяжесть и длительность судорог, вызванных 
тиосемикарбазидом, увеличивает выживаемость животных, оказывает нейропротективный эффект, влияя на различные морфо-
логические структуры. Препарат Магнерот – донатор магния, восполняющий в организме дефицит, вызванный конвульсантом.

Ключевые слова: магния оротат, судороги, нейропротекция

The study of the effects of magnesium orotate on the model of primary generalized convulsions in rats
Kalacheva A.G., Bogacheva T.E., Gromova O.A., Grishina T.R., Demidov V.I.

Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education «Ivanovo State Medical Academy»  
of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation

Resume. The effect of magnesium orotate on the model of primary generalized convulsions in the experiment was studied. The course 
of administration of magnesium orotate (preparation Magneter) at a dose of 0,06 g / kg of weight reduces the severity and duration of 
seizures caused by thiosemicarbazide, increases the survival of animals, has a neuroprotective effect, affecting various morphological 
structures. The drug Magnerot – the donor of magnesium, replenishing in the body the deficit caused by the convulsant.
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Магний является эссенциальным элементом, ко-
торый участвует в биохимических и физиологиче-
ских реакциях, протекающих во всём организме и, 
в первую очередь, в контроле активности нервной 
системы, нервно-мышечной передаче, в энергетиче-
ском и электролитном обмене. Магний входит в состав 
важнейших нейроактивных ферментов, в частности, 
глутаминсинтетазы, участвующей в регуляции процессов 
возбуждения–торможения в коре [1–3]. При дефиците 
ионов магния электрическая возбудимость клеток повы-
шается. В клиническо-экспериментальных исследовани-
ях отмечено снижение внутриклеточной концентрации 
магния в нейронах при психических и неврологических 
нарушениях, в том числе, эпилепсии. Оротовая кислота 
имеет выраженный трофический эффект для синтеза 
белков. Поэтому актуальным является изучение воз-
можного потенцирования эффекта противосудорожных 
средств препаратами магния и оротовой кислоты [4–6].

Целью настоящего исследования являлось изучение 
влияния магния оротата на выраженность и тяжесть 
течения первично-генерализованных судорог и оценка 
его нейропротективного действия.

Материалы и методы
Исследование проведено на 30 белых крысах-самцах 

массой 200 г.  Животные были разделены на 3 группы: 

первая группа (n = 10) – контроль-интактный; вторая 
группа (n = 10) – контроль с воспроизведением первич-
но-генерализованных судорог; третья (n = 10) группа 
животных получали препарат Магнерот, содержащий 
магния оротат, в дозе 0,06 г/кг массы внутрижелудочно 
в течение 18 дней. Для определения противосудорож-

Рис. 1. Латентный период до судорожных приступов (А), 
продолжительность (Б) и количество судорожных при-
ступов (В) в группе контроля и при приёме магния оротата
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ных свойств веществ воспроизводят эксперименталь-
ные модели первично-генерализованной эпилепсии, 
включающие судороги, вызванные электрическим и 
химическим воздействием [2]. В экспериментальных 
группах была воспроизведена модель судорог введением 
внутрибрюшинно тиосемикарбазида в дозе 28 мг/кг. 
При этом во всех группах регистрировалось латентное 
время до первого судорожного приступа, количество, 
характер судорог (вздрагивание, манежный бег, клони-
ческие судороги, тонико-клонические судороги с бо-
ковым положением, тоническая экстензия, тоническая 
экстензия, заканчивающаяся гибелью), и летальность в 
течение 90 мин. Кровь получали после одномоментной 
декапитации. Определение содержания магния в плазме 
крови и эритроцитах экспериментальных животных 
на 18-й день исследования проводилось с помощью 
стандартных наборов «Ольвекс». Проводилось патоги-
стологическое исследование секционного материала 

(головного мозга). Статистическая обработка данных 
производилась с помощью программа «Statistica 6.0».

Результаты и обсуждение

Результаты проведённого исследования показали, 
что курсовое введение магния оротата в указанной 
дозе на модели тиосемикарбазидовых судорог досто-
верно увеличило латентный период до начала судорог  
(р = 0,006), снизило тяжесть судорожных приступов 
(по признакам «манежный бег» и «тоническая экс-
тензия) (р = 0,005), уменьшило длительность судо-
рог (р = 0,005) и количество судорожных приступов  
(р = 0,018) (рис. 1). Летальность животных в третьей 
группе была существенно ниже и составила 83 %, тогда 
как в контрольной (вторая группа) – все животные 
погибли (100 %).

Курсовое введение магния оротата достоверно 
увеличило содержание магния в плазме крови по срав-

Рис. 2. Исследование гистологии сосудов контрольной группы с моделью судорог (группа 2): 
а — Агрегация эритроцитов, перикапиллярный отёк серого вещества коры переднего мозга. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличе- 
ние × 480; б — Полнокровие и дилатация венул. Выраженный периваскулярный и перицеллюлярный отёк нервной ткани. Окраска гематоксили-
ном и эозином. Увеличение × 480; в — Мелкоочаговые диапедезные кровоизлияния в пирамидном слое коры больших полушарий. Окраска гема-
токсилином и эозином. Увеличение × 480; г — Спастическое состояние пиальной артерии. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение × 480

ба

в г
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нению с интактными животными и группой с вос-
произведением модели тиосемикарбазидовых судорог. 
Однократное введение конвульсанта тиосемикарбазида 
в максимальной дозе привело к значимому снижению 
уровня магния в эритроцитах. Курсовое введение маг-
ния оротата сохранило уровень магния в эритроцитах 
на таком же уровне. Увеличение дозы препарата магния 
и длительности его введения способно восполнять ис-
тощённое депо, что требует дальнейшего исследования.

Было проведено сравнительное гистологическое 
исследование образцов контрольной группы с моделью 
судорог (2-я группа) и группы с моделью судорог и 
приёмом магния оротата (3-я группа). В контрольной 
группе во всех наблюдениях выявлено выраженное 
нарушение кровообращения на уровне микроциркуля-
торного русла, равномерно проявляющееся в сером и 
белом веществе полушарий переднего мозга. В капил-
лярах явления гемостаза характеризовались агрегацией 
эритроцитов с выраженным периваскулярным отёком 
нервной ткани (рис. 2, а). Полнокровие венул сопро-
вождалось дилатацией их просвета (рис. 2, б). В коре 

полушарий у 2 крыс (№ 2, 5) выявлены мелкоочаговые 
периваскулярные кровоизлияния (рис. 2, в). В интра-
церебральных артериях и артериях мягкой мозговой 
оболочки отмечены признаки стойкого спазма с пер-
пендикулярной ориентацией эндотелиальных клеток 
и формированием интимальных подушечек (рис. 2, г).

В контрольной группе также отмечены выраженные 
повреждения нейроцитов. Ишемические повреждения 
нейроцитов коры и подкорковых ядер выражались в 
исчезновении грануляций Нисля, гомогенизации ци-
топлазмы с исчезновением контуров ядра, набуханием 
аксона (рис. 3, а). Наблюдалась гибель нейроцитов пи-
рамидного слоя коры, сопровождавшаяся уменьшением 
объёма клеток, гиперхромией цитоплазмы, размытием 
границ ядра, нейрофагической реакцией (рис. 3, б). Им-
прегнация серебром зон головного мозга, содержащих 
проводящие пути, показала неравномерную окраску и 
нечёткость контуров нервных волокон, а также очаговую 
пролиферацию микроглиальных элементов (рис. 3, в).

Гистологический анализ образцов 3-й группы по-
казал, что расстройства кровообращения при приёме 

Рис. 3. Нейрогистология контрольной группы с моде-
лью судорог (группа 2): 
а — Пирамидная нервная клетка коры с гомогенизированной ци-
топлазмой и набухшим аксоном. Окраска гематоксилином и эо-
зином. Увеличение × 1200; б — Некроз нейроцита с явления-
ми нейрофагии. Преобладание тёмных форм повреждённых 
нейронов. Окраска толуидиновым синим по Нисслю. Увеличе- 
ние µ× 1200; в — Комиссуральные волокна коры головного мозга имеют 
размытые контуры с участками демиелинизации. Импрегнация сере-
бром. Увеличение µ× 480

а б

в
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магния оротата характеризовались гемостазом в ка-
пиллярах, умеренно выраженным перикапиллярным 
и перицеллюлярным отёком нервной ткани коры и 
белого вещества переднего мозга (рис. 4, а), а также 
только в 2 наблюдениях из 16 выявлены мелкоочаговые 
кровоизлияния в стволе головного мозга. Спастическое 
состояние интрацеребральных и пиальных артерий 
зарегистрированы лишь в одном наблюдении. Значи-
тельная часть нейроцитов коры и подкорковых ядер на 
светооптическом уровне не имела структурных повреж-
дений (рис. 4, б). В большинстве наблюдений отмече-
на выраженная реакция макроглиальных элементов, 
которая характеризовалась гипертрофией дренажных 
олигодендроглиоцитов, очаговой пролиферацией астро-
цитов (рис. 4, в). Выраженная реакция макроглиальных 
элементов (пролиферация астроцитов, гипертрофия 
олигодендроглиоцитов) при использовании препарата 
Магнерот возможно связана с анаболическим эффектом 
оротовой кислоты.

При приёме магния оротата отмечаются менее 
выраженные повреждения нейроцитов и проводящих 

нервных путей, чем в контрольной группе. В цитоплаз-
ме отдельных нейроцитов выявлен очаговый и тотальный 
лизис глыбок Ниссля при сохранении ядра (рис. 5, а), 
что позволяет рассматривать такие клетки, как «светлые» 
формы повреждения нейроцитов. Импрегнация сере-
бром проводящих путей головного мозга в большинстве 
наблюдений показала сохранность миелиновых оболо-
чек нервных волокон, которые имели чёткие контуры  
(рис. 5, б). Лишь в 2 наблюдениях из 16 выявлены мелкие 
фокусы демиелинизации коммисуральных и ассоциатив-
ных волокон. Таким образом, имеются отличительные 
особенности в характере повреждения нейроцитов, вы-
ражающихся преобладанием «светлых» форм у крыс, 
получавших Магнерот. Такие изменения нейроцитов 
принято считать обратимыми, в отличие от преимуще-
ственного формирования «тёмных» нейроцитов в коре 
головного мозга крыс контрольной группы.

Морфометрический анализ показал, что в 3-й 
группе количество повреждённых нервных клеток 
коры составило 34,2 %, в сравнении с 2-й группой, 
где количество повреждённых клеток было на уровне  

Рис. 4. Гистология нервной ткани в модели судорог с 
терапией оротатом магния: 
а — Гемостаз, отёк нервной ткани. Окраска гематоксилином и эози-
ном. Увеличение × 480; б — В цитоплазме нейроцитов равномерно 
распределены мелкие глыбки Ниссля. Окраска толуидиновым синим 
по Нисслю. Увеличение × 1200; в — Пролиферация олигодендроглио-
цитов. Окраска толуидиновым синим по Нисслю. Увеличение × 1200

а

б

в
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49,8 % при достоверных морфологических признаках 
необратимой гибели нейроцитов. Можно предполо-
жить, что использование препарата Магнерот в каче-
стве превентивной терапии в третьей группе оказало 
хороший нейропротективный эффект на клетки коры 
головного мозга в условиях «стресса» (ишемии), вы-
званной судорогами, что подтверждено сохранностью 
органелл цитоплазмы нейроцитов.

Таким образом, курсовое введение магния оротата 
(препарат Магнерот) уменьшает тяжесть и длительность 

судорог, вызванных тиосемикарбазидом, увеличивает 
выживаемость животных. Препарат Магнерот – до-
натор магния, восполняющий в организме дефицит, 
вызванный конвульсантом. Препарат магния оказывает 
нейропротективный эффект на клетки коры головного 
мозга в условиях ишемии, вызванной судорогами, влияя 
на различные морфологические структуры.

Рис. 5. Состояние нейроцитов при приёме магния оротата: 
а — Хроматолиз нейроцита. Окраска толуидиновым синим по Нисслю. Увеличение × 1200; б — Чёткие контрастированные контуры комис-
суральных волокон коры головного мозга. Импрегнация серебром. Увеличение × 480

а б
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Тропоксин в эффективной дозе у крыс не оказывает 
влияния на активность изоформ CYP2С9 и CYP1А2 

цитохрома P450
Жердев В.П., Колыванов Г.Б., Литвин А.А., Грибакина О.Г.,  

Бочков П.О., Шевченко Р.В.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», г. Москва

Резюме. Представлены результаты изучения влияния тропоксина на активность изоформ цитохрома CYP2С9 и CYP1А2 по маркер-
ным препаратам лозартану и кофеину в экспериментах на крысах. Показано, что тропоксин в эффективной дозе (30 мг/кг) после 
4-дневного введения (3 раза в день) не вызывает изменения активности исследуемых изоформ. Изучение влияния продолжи-
тельности введения тропоксина на изменение активности изофермента CYP2C9 показало, что введение лекарственного средства 
в течение 3 или 4 дней не оказывает ни ингибирующего, ни индуцирующего эффекта на изоформу CYP2C9.

Ключевые слова:  тропоксин, CYP2С9, CYP1A2, лозартан, кофеин, метаболическое отношение, межлекарственное взаимодействие

Tropoxine in the effective dose does not affect on activity of CYP2С9 and CYP1А2 isoforms 
of cytochrome P450 in rats

Zherdev V.P., Kolyvanov G.B., Litvin A.A., Grybakina O.G., Bochkov P.O., Shevchenko R.V.
FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology»,  Moscow

Resume. Effects of tropoxine on activity of isoforms CYP2С9 and CYP1А2 of cytochrome P450 using marker drugs losartane and 
caffeine were studied. Tropoxine in the effective dose (30 mg/kg) after 4-days intraperitoneal administration (3 times per day) in rats 
did not produce changes of CYP2C9 and CYP1A2 isoforms actitvity. Study of duration of tropoxine administration on the CYP2C9 acivity 
changing was shown that 3 and 4 days administration of the drug did not affect neither inhibiting nor inducing effect of CYP2C9 isoform.

Keywords:  tropoxine, CYP2С9, CYP1A2, losartane, caffeine, metabolic ratio, drug-drug interaction
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Введение

Одной из наиболее важных метаболизирующих 
ферментных систем в организме человека является 
система цитохрома Р450 (CYP), которая отвечает за 
окислительный метаболизм многочисленных эндо-
генных веществ и ксенобиотиков [8]. У людей около  
90 % лекарств и ксенобиотиков в первую очередь мета-
болизируются изоферментами семейств CYP1, CYP2, 
CYP3 и CYP4 [9]. Многие лекарственные препараты 
могут влиять на активность изоформ цитохрома P450, 
являясь либо его ингибиторами, либо индукторами, 
что может лежать в основе межлекарственного взаи-
модействия, и требует учёта при сочетанной фарма-
котерапии [5].

В ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусо-
ва» разработано лекарственное средство (ЛС) из груп-
пы производных оксима тропинона, обладающее про-
тивомигреневой антисеротониновой активностью – 
тропоксин [1, 3, 4]. Влияние новых ЛС на изоформы 
цитохрома Р450 необходимо оценивать уже на докли-
ническом этапе, поэтому целью настоящего исследова-
ния явилась оценка влияния тропоксина на изменение 
активности изофермента CYP2C9 и CYP1A2 в дозе  
30 мг/кг (в течение 4 дней, трёхкратно через каждые 3 ч). 
 Дополнительно изучено влияние эффективной дозы 

тропоксина на изменение активности изофермента 
CYP2C9 при разной длительности введения препарата 
(3- и 4-дневное введение).

Материалы и методы

Изучение влияния тропоксина на изменение  
активности изоформы CYP2C9 после его  

введения в эффективной дозе
В настоящем исследовании оценивали влияние 

тропоксина в эффективной дозе 30 мг/кг при вве-
дении препарата в течение 4 дней, трёхкратно через 
каждые 3 ч. Выбор дозы основывался на результатах 
ранее проведённых исследований антимигренозной 
активности и экспериментальных данных фармако-
кинетики тропоксина у крыс [2].

Индуцирующий или ингибирующий эффект тро-
поксина оценивали по величинам метаболических 
отношений (МО) препарата-маркера. Под «МО» пони-
мали отношение концентрации метаболита лозартана 
(Е-3174) и кофеина (теобромина и параксантина) к 
концентрации исходного соединения в суточной моче.

На данном этапе исследования определяли МО 
(Е-3174/лозартан) после введения лозартана без 
тропоксина (контроль; I) в сравнении с введением 
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лозартана на фоне 4-дневного введения тропоксина 
в дозе 30 мг/кг – II.

Крысам вводили сначала перорально лозартан 
(контроль), затем по истечении 4 сут этим же живот-
ным вводили в/б тропоксин в течение 4 дней, трёх-
кратно через каждые 3 ч (субхроническое введение). 
Лозартан животным вводили через 30 мин после по-
следнего введения тропоксина.

Препарат-маркер лозартан вводили в дозе 30 мг/кг.
Крыс помещали в индивидуальные клетки со сво-
бодным доступом к воде. У каждой крысы собирали 
суточную мочу. Анализ проб мочи животных прово-
дили с использованием ВЭЖХ с флуориметрическим 
детектированием. Методики экстракции и количе-
ственного определения исследуемых веществ описаны 
Прониной О.Г. и соавт. [7].

Изучение влияния длительности введения
 крысам тропоксина в дозе 30 мг/кг 

на изменение активности изоформы CYP2C9
Исследования проводили на 2 группах крыс. 

В каждую группу входило по 8 животных. Субхрони-
ческое 3-дневное введение тропоксина – группа I и 
субхроническое 4-дневное введение тропоксина –
группа II. Крысам I группы сначала вводили перо-
рально лозартан (контроль), затем по истечении 3 сут 
этим же животным вводили в/б тропоксин в течение 
3 дней, трёхкратно через каждые 3 ч. Крысам II группы 
сначала вводили лозартан (контроль), затем по истече-
нии 3 сут этим же животным вводили в/б тропоксин в 
течение 4 дней, трёхкратно через каждые 3 ч. Лозартан 
в дозе 30 мг/кг животным обеих групп вводили через 
30 мин после последнего введения тропоксина.

Изучение влияния тропоксина на изменение 
активности изофермента цитохрома P450 

CYP1А2 по данным экскреции с мочой
На данном этапе исследования определяли МО 

(теобромин/кофеин и параксантин/кофеин) по-
сле введения кофеина без тропоксина (контроль; I) 
в сравнении с введением кофеина на фоне 4-дневного 
введения тропоксина в дозе 30 мг/кг – II. 

Крысам вводили сначала перорально кофеин (кон-
троль), затем по истечении 4 сут этим же животным 
вводили в/б тропоксин в течение 4 дней, трёхкратно 
через каждые 3 ч (субхроническое введение). Кофеин 
животным вводили через 30 мин после последнего 
введения тропоксина.

Препарат-маркер кофеин вводили животным в 
дозе 50 мг/кг. Крыс помещали в индивидуальные 
клетки со свободным доступом к воде. У каждой 
крысы собирали суточную мочу. Анализ проб мочи 
животных проводили с использованием ВЭЖХ с 
УФ-детектированием. Методики экстракции и ко-
личественного определения исследуемых веществ 
подробно описаны Новицкой и соавт. [6].

Достоверность различий между величинами МО 
после введения препаратов-маркеров (лозартана и 
кофеина) без тропоксина (контроль) и на фоне суб-
хронического введения тропоксина оценивали с по-
мощью парного t-критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждения
На рис. 1 представлены отношения концентра-

ций метаболита к препарату-маркеру в суточной моче 
крыс, т. е. МО после введения крысам лозартана без 
тропоксина (контроль; I) и введения лозартана на 
фоне субхронического введения тропоксина в дозе 
30 мг/кг (II). Так, после введения лозартана без тро-
поксина МО составило 1,70 ± 0,67, а после введения 
лозартана на фоне субхронического введения тропок-
сина – 2,12 ± 0,81.

При сравнении величин МО (Е-3174/лозартан) по-
сле введения лозартана без тропоксина (контрольная 
группа) и после введения лозартана на фоне 4-днев-
ного введения тропоксина статистически значимые 
различия не выявлены (p < 0,05).

На рис. 2 представлены значения МО, полученные 
в контрольных группах в сравнении с аналогичными 
параметрами, полученными после введения лозартана 
на фоне 3- и 4-дневного введения тропоксина.

При сравнении величин МО не выявлены стати-
стически значимые различия в контрольных груп-
пах в сравнении с введением лозартана на фоне 3- и 
4-дневного введения тропоксина (р < 0,05).

МО в контрольной группе составило 2,06 ± 1,01, 
а после субхронического 3-дневного введения тро-
поксина – 2,04 ± 1,09. Результаты 4-дневного экс-
перимента показали, что МО в контроле составило 
1,70 ± 0,67, а после субхронического 4-дневного вве-
дения тропоксина – 2, 12 ± 0,81.

Рис. 1. Значения МО (Е-3174/лозартан) после много-
кратного введения тропоксина крысам в дозе 30 мг/кг 
(n = 8; х  ± Sx):
I – введение лозартана без тропоксина (контроль, I); II – введение ло-
зартана на фоне 4-дневного введения тропоксина в дозе 30 мг/кг (II)
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При сравнении МО, рассчитанных после 3- и 
4-дневного введения тропоксина, статистически зна-
чимые различия не были выявлены (р < 0,05). МО по-
сле субхронического 3-дневного введения тропоксина 
составило 2,04 ± 1,09; после 4-дневного введения –
2,12 ± 0,81. Таким образом, продолжительность вве-
дения тропоксина (3 или 4 дня) в дозе 30 мг/кг не 
оказывает ни ингибирующего, ни индуцирующего 
эффекта на изофермент CYP2C9.

Также было установлено, что тропоксин в эффек-
тивной дозе не оказывал индуцирующего/ингибиру-
ющего эффекта на изофермент CYP1А2 (р < 0,05).

На рис. 3 представлены величины МО метаболита 
кофеина – теобромина к неизменённому веществу 
после введения кофеина без тропоксина и на фоне 
4-дневного в/б введения тропоксина в дозе 30 мг/кг.

Среднее значение МО после 4-дневного введения 
крысам тропоксина в эффективной дозе практически 
не отличалось от аналогичного параметра в контроль-
ной группе животных. Так, МО в группе I составило 
1,68 ± 1,00 и в группе II – 1,49 ± 0,91.

На рис. 4 представлены величины МО метаболита 
кофеина – параксантина к неизменённому веществу 
после введения кофеина без тропоксина (I) и на фоне 
4-дневного в/б введения тропоксина в дозе 30 мг/кг (II).

Статистический анализ не выявил достоверно зна-
чимых различий между величинами МО параксантина 
в суточной моче животных после введения кофеина 
без тропоксина (I) и на фоне субхронического введе-
ния тропоксина (II). Так, для крыс из группы I этот 
параметр равнялся 1,70 ± 0,96 и для животных группы 
II – 1,88 ± 0,90, соответственно. То есть, введение 
кофеина на фоне 4-дневного в/б введения тропокси-
на в дозе 30 мг/кг не вызвало изменения активности 
изофермента CYP1A2.

Заключение
На крысах изучено влияние тропоксина на из-

менение активности изофермента цитохрома Р450 
CYP2C9 (маркерный субстрат – лозартан) и CYP1A2 
(маркерный субстрат – кофеин). Изучение влияния 
дозы 30 мг/кг на изменение активности изофермен-
тов CYP2C9 и CYP1A2 показало, что тропоксин в 
эффективной дозе после 4-дневного введения (3 раза 
в день) не вызывает изменения активности данных 
изоформ. Изучение влияния продолжительности 
введения тропоксина в дозе 30 мг/кг на изменение 
активности изофермента CYP2C9 показало, что вве-
дение тропоксина в течение 3 или 4 дней не оказывает 
ни ингибирующего, ни индуцирующего эффекта на 
изофермент CYP2C9.

Рис. 2. Значения МО (Е-3174/лозартан) после субхро-
нического введения тропоксина крысам в дозе 30 мг/кг 
(n = 8; х  ± Sх): 
I – введение лозартана в дозе 30 мг/кг без тропоксина (контрольные 
группы); II – введение лозартана в дозе 30 мг/кг на фоне 3-дневно-
го введения тропоксина (группа II); III – введение лозартана в дозе 
30 мг/кг на фоне 4-дневного введения тропоксина (группа III)

Рис. 3. МО (теобромин/кофеин) после введения тро-
поксина в дозе 30 мг/кг; I – контроль; II – тропоксин 
30 мг/кг (n = 8; х  ± Sx)

Рис. 4. МО (параксантин/кофеин) после введения тро-
поксина в дозе 30 мг/кг; I — контроль; II — тропоксин 
30 мг/кг (n = 8; µх  ± Sx)
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Динамика распределения лития в различных тканях 
после перорального приёма цитрата лития у крыс
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Резюме. Для цитрата лития в дозе 1 000 мг/кг получены фармакокинетические кривые для цельной крови и гомогенатов тканей 
11 различных биосубстратов (головной мозг, лобная доля головного мозга, сердце, аорта, лёгкие, печень, почки, селезёнка, надпо-
чечники, бедренная кость, моча). В рамках бескамерного анализа динамики концентраций в цельной крови получены следующие 
значения фармакокинетических параметров цитрата лития: Cmax = 54,1 мкг/л, Tmax = 1,50 ч, Clast = 33,7 мкг/л, AUCt = 1776 мкг/л×ч,  
MRTt = 22,7 ч, Lz = 0,004 1/ч, T1/2 = 146 ч, CL = 0,014 л/ч, Vd = 3,0 л. Концентрации лития в цельной крови и в лобной доли головного 
мозга оставались стабильными в течение, по крайней мере, 40–50 ч после прохождения пика концентрации. Многокамерный 
фармакокинетический анализ показал, что стабилизация уровней лития в крови и в головном мозге поддерживается за счёт 
специального «депо» лития, в состав которого входят головной мозг, аорта, почки и бедренная костьи.

Ключевые слова: цитрат лития, бескамерная модель, многокамерное моделирование, фармакокинетика, биосубстраты

Dynamics of distribution of lithium in different tissues after oral administration of lithium citrate in rats
Pronin A.V.1, Gromova O.A.1, Torshin I.IU.2, Grishina T.R.1

1 – Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education "Ivanovo State Medical Academy"  
of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation
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Resume. Сoncentration time curves for whole blood and tissue homogenates of 11 different bio-substrates (brain, frontal lobe, heart, 
aorta, lungs, liver, kidneys, spleen, adrenal capsules, femur, urine) were obtained for lithium citrate at a dose of 1 000 mg/kg. In the course of 
a non-compartmental analysis of the concentrations dynamics in the whole blood the following values of the pharmacokinetic parameters 
of lithium citrate were obtained: Cmax = 54,1 mcg/l, Tmax = 1,50 h, Clast = 33,7 mcg/l, AUCt = 1776 mcg/l × h, MRTt = 22,7 h, Lz = 0,004 1/h, 
T1/2 = 146 h, CL = 0,014 l/h, Vd = 3,0. Lithium concentrations in the whole blood and in the brain frontal lobe were stable for at least 40…50 
hours after overcoming the peak concentration. Multi-compartmental pharmacokinetic analysis showed that the stabilization of the 
lithium levels in the blood and in the brain is maintained due to the special lithium “depot” that includes brain, aorta, kidneys and femur.
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Введение

Ион лития характеризуется широким спектром 
важных фармакологических эффектов, включая ней-
ропротекторное, нейротрофическое, антидиабетиче-
ское, нормотимическое действие. Наиболее известной 
фармакологической формой лития является карбонат 
лития, использующийся в психиатрии для терапии 
биполярных расстройств [1], маний [2] и др. Однако 
клиническое использование карбоната лития суще-
ственно ограничивается необходимостью: (1) регу-
лярных измерений концентраций лития в крови [3]; 
(2) поддержания узкого терапевтического коридо-
ра концентраций лития в плазме (0,6–1,2 ммоль/л, 
концентрации >2,5 ммоль/л ассоциированы с тяжё-
лым отравлением [4]); (3) использования высоких доз  
(1–3 г/сут, в остром периоде – до 9 г/сут) [5]. Поэтому, 
для повышения безопасности литиевой терапии ис-

следуются эффекты других солей лития и, в частности, 
цитрата лития.

Перспективность цитрата лития как нейропротек-
торного и нейротрофического средства обусловлена 
тем, что нейропротекторные и нейротрофические эф-
фекты цитрата лития проявляются в достаточно низких 
дозах (сотни микрограмм – единицы миллиграмм в рас-
чёте на элементный литий) [6]. Цитрат-анион в составе 
соли способствует преимущественной компартмента-
лизации лития в нервной ткани (в частности, в лобной 
доле), где осуществляет мультитаргетное действие: 
ингибирует киназу-3 гликоген синтетазы (GSK-3), 
NMDA рецепторы, проявляет анти-апоптотическое 
действие, стимулирует увеличение секреции BDNF и 
др. [7]. На моделях хронической двусторонней окклю-
зии общих сонных артерий нами было установлено, 
что глюконат лития и цитрат лития являются эффек-
тивными средствами профилактики неврологического 
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дефицита при ишемических или нейродегенеративных 
повреждениях головного мозга [8]. В клинических 
исследованиях установлены нарушения литиевого го-
меостаза у пациентов с ишемическим инсультом [9], в  
т. ч. на фоне артериальной гипертонии [10]; установле-
на коморбидность дисциркуляторной энцефалопатии 
с диабетической полинейропатией, лобной атаксией 
и сниженными уровнями лития в крови [11].

В настоящей работе представлены результаты 
комплексного экспериментального исследования 
фармакокинетики цитрата лития в дозе 1000 мкг/кг. 
Выбор данной дозировки обусловлен тем, что фар-
макологические эффекты органических форм ли-
тия достоверны уже при дозах в 30–100 мкг/кг (при 
приёме в течение 1–3 мес) [6, 8]. Для исследования 
фармакокинетики и распределения лития в тканях 
было решено использовать однократное введение 
10-кратной дозы от 100 мкг/кг, т. е. 1 000 мкг/кг, т. к. 
LD50 цитрата лития составляет 3200 мг/кг [6], то доза 
в 1 000 мкг/кг элементного лития достаточно далека 
от остро-токсичной.

Материалы и методы

В качестве модельного объекта были использованы 
самцы белых крыс линии Вистар массой 200–250 г  
(n = 54, 9 групп по 6 животных в каждой). Все проце-
дуры и опыты на крысах проводились в соответствии 
с международными правилами обращения с живот-
ными; исследование проводилось в соответствии с 
решением этического комитета ИвГМА от 24 марта 
2016 г. Животные содержались в комнатах с одинако-
выми условиями, в клетках по 6 крыс в каждой, при 
температуре 19–21 °С. Животных ежедневно кормили 
комбикормом из расчёта 40–50 г на особь.

Приготовление растворов. Зондирование прово-
дилось раствором цитрата лития, 1 мл которого содер-
жал 250 мкг элементного лития. Для получения дозы  
1000 мкг/кг животному массой 250 г необходимо полу-
чить 250 мкг элементного лития, т. е. 1 мл раствора. 
Необходимый объём раствора рассчитывался исходя 
из массы животного. Для приготовления раствора ис-
пользовался порошок цитрата лития. Молекулярная 
масса безводного цитрата лития – 218 г/моль, так 
что литий и цитрат-анион представлены в молярном 
соотношении 3:1, а в массовом соотношении 18:218,  
т. е. 1:12,1. Таким образом, 250 мкг элементного лития 
содержится в 250 × 12,1 = 3,025 мг цитрата лития.

Проведение эксперимента. Проводилось зонди-
рование раствором цитрата лития в дозе 1000 мкг/кг  
(в расчёте на элементный литий), затем проводился от-
бор групп в 9 временных точках – 0 мин, 45 мин, 1 ч, 1,5 ч, 
3 ч, 6 ч, 12 ч, 24 ч, 48 ч. Методом масс-спектрометрии 
определялись уровни лития в 11 различных биосуб-
стратах – цельная кровь, головной мозг, лобная доля 
головного мозга, сердце, аорта, лёгкие, печень, почки, 
селезёнка, надпочечники, бедренная кость, моча.

Определение уровней лития. При определении 
уровней лития были получены гомогенаты тканей, 
исследованных биосубстратов. Образцы гомогенатов 
отбирались в пластиковые пробирки и разбавлялись в 
5 раз бидистиллированной и деионизированной водой. 
При проведении масс-спектрометрии, в качестве вну-
треннего стандарта в растворы вводили индий в кон-
центрации 25 мкг/л. Калибровочные растворы были 
приготовлены из стандартных растворов фирмы VTRC 
с известным содержанием в диапазоне 5–1000 мгк/л 
(10–7 %). Полученные растворы анализировались на 
масс-спектрометре с ионизацией в индуктивно-свя-
занной плазме «Plasma Quad PQ2 Turbo» (VG Elemental, 
Англия). Рабочая мощность СВЧ генератора была  
1,3 кВт. Расход плазмообразующего газа (аргон)  
14 л/мин, расход транспортирующего газа 0,89 мл/
мин. Проводилось от 3 до 10 экспозиций каждого об-
разца, время интегрирования сигнала составило 60 с.

Фармакокинетический анализ. В ходе настоящего 
анализа был использованы методы бескамерного и 
многокамерного фармакокинетического анализа. 
Многокамерный анализ проводился посредством 
пакета SimBiology в составе программного комплекса 
MATLAB-2016 [12], а бескамерный анализ – с исполь-
зованием электронных таблиц Excel, дополненных 
модулями программного пакета PKSolver [13].

Результаты и их обсуждение

В результате проведения фармакокинетического 
эксперимента были получены фармакокинетические 
кривые (ФК-кривые, т. е. зависимости концентра-
ций от времени) для гомогенатов тканей различных 
органов (рис. 1).

ФК-кривые, полученные для различных био-
субстратов, существенно отличаются по характеру и 
степени изменения концентраций лития во времени. 
Оценка «расстояния» между данными кривыми как 
среднеквадратичного отклонения кривых друг от друга 
позволила произвести кластеризацию ФК-кривых с 
использованием метода анализа метрических сгущений 
[14]. В результате кластеризации было установлено, 
что все ФК-кривые, за исключением ФК-кривых для 
мочи, печени, сердца и бедренной кости образуют 
единственный кластер (рис. 2).

Очевидно, что в течение 1–2 ч после зондирования 
цитратом лития происходит интенсивное накопление 
лития во всех исследованных тканях. Максимальные 
пиковые концентрации лития (Cmax) отмечены именно в 
гомогенатах тканей печени и сердца, а минимальные – 
в моче и в гомогенатах лёгких и аорты.

Важно отметить, что концентрации лития в цель-
ной крови и в лобной доли головного мозга оставались 
весьма стабильными в течение, по крайней мере, 45 ч 
после прохождения пика концентрации. Данное на-
блюдение может указывать, во-первых, на преимуще-
ственное накопление лития в цельной крови и в лобных 
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долях при использовании цитрата лития и, во-вторых, 
на поддержание концентраций лития в этих органах 
за счёт некоторого «депо» лития. 

ФК-кривые цитрата лития для 6 из 11 исследован-
ных биосубстратов имели только один пик (Tmax в рай-
оне 1–1,5 ч) с последующим медленным снижением 
концентрации лития (печень, головной мозг, лобная 
доля, цельная кровь, сердце, почки) происходящим, 
вероятно, вследствие выведения лития. Для 6 из 11 
биосубстратов (надпочечники, селезёнка, аорта, 
бедренная кость, лёгкие, почек) ФК-кривые харак-
теризовались присутствием второго, пологого пика 
концентраций лития, наблюдаемого через 10–20 ч
после начала эксперимента (в случае бедренной кости –
через 20–30 ч, см. рис. 1). Можно предположить, 

что именно надпочечники, почки, селезёнка, аорта, 
бедренная кость, а также головной мозг и образуют 
своего рода «депо» лития, которое способствует 
поддержанию стабильных концентраций лития в 
цельной крови и в головном мозге. Существование 
такого «депо» лития подтверждается результатами 
проведённого нами многокамерного фармакокине-
тического анализа.

Результаты многокамерного фармакокинети-
ческого анализа цитрата лития

Для многокамерного ФК-анализа была исполь-
зована усреднённая ФК-кривая для содержания 
лития в цельной крови, характеризовавшаяся вы-
раженным пиком концентраций лития через 1–1,5 ч 
после зондирования и довольно пологим участком, 
указывающим на медленное выведение лития из 
крови (рис. 3).

Для получения наиболее адекватной много-
камерной модели были исследованы одно-, двух-,

Рис. 1. Фармакокинетические кривые содержания лития в гомогенатах тканей после при-
ёма цитрата лития в дозе 1000 мкг/кг (в расчёте на элементный литий)

Рис. 2. Результаты кластеризации ФК-кривых для раз-
личных биосубстратов

Рис. 3. Фармакокинетика уровней лития в цельной 
крови, усреднённая ФК-кривая



¹ 4. 2017 19 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

трёх- и четырёхкамерные модели в различных кон-
фигурациях. В результате моделирования было уста-
новлено, что самой простой моделью, наиболее точ-
но описывающей исследуемую ФК-кривую (рис. 3) 
является трёхкамерная модель, включающая ЖКТ 
(1-й компартмент), цельную кровь (центральный, 2-й 
компартмент) и депо лития (3-й компартмент), причём 
элиминация лития осуществляется из центрального 
компартмента, но не из депо (рис. 4).

Качество исследованных многокамерных моде-
лей характеризовалось значениями стандартного от-
клонения концентраций между теоретической и экс-
периментально полученной ФК-кривыми, а также 
коэффициентом корреляции между теоретическими и 
экспериментальными значениями концентраций лития 
в цельной крови (рис. 5). Для полученной трёхкамерной 
модели, представленной на рис. 4, значение среднеква-
дратичного отклонения концентраций составило a = 3,9 
мкг/л (при коэффициенте корреляции – r = 0,89), что 
указывает на приемлемое качество полученной модели.

Полученная модель является оптимальной по каче-
ству и сложности. Более простые многокамерные ФК-
модели характеризовались гораздо более низким ка-
чеством. Например, удаление компартмента «депо» из 
модели на рис. 4 приводило к существенному сниже-
нию качества модели (ср. кв. откл. a = 10 мкг/л), также 
как и удаление компартмента «ЖКТ» (a = 15 мкг/л).
Моделирование процесса элиминации только из депо 
также снижало качество модели (a = 4,6 мкг/л).

Более сложные модели не приводили к суще-
ственному повышению качества модели. В частности, 
моделирование элиминации и из депо, и из централь-
ного компартмента не улучшало качество модели 
(a = 3,9 мкг/л). Включение в модель процесса обмена 
между депо и ЖКТ также снижало качество модели 
(a = 4,5 мкг/л).

Таким образом, трёхкамерная модель фармакоки-
нетики цитрата лития, в которой раствор соли пере-

ходит из ЖКТ в центральный компартмент (цельную 
кровь), затем – в депо, а элиминация происходит 
только из центрального компартмента (см. рис. 4) 
в «нулевой» компартмент (т. е. мочу) является наи-
более адекватной из исследованных многокамерных 
моделей. ФК моделирование позволило получить 
количественные оценки соответствующих констант 

Рис. 4. Трёхкамерная модель фармакокинетики цитрата лития, полученная в результате 
многокамерного фармакокинетического моделирования в среде MATLAB. Приведены ус-
ловные обозначения соответствующих констант (k12, Kcd, Kdc, Ke_central), использую-
щиеся в тексте статьи

Рис. 5. Показатели качества трёхкамерной ФК-модели: 
а — Экспериментально полученные точки ФК-кривой («цельная 
кровь») и теоретическая ФК-кривая («трёхкамерная модель»). Сред-
неквадратичное отклонение концентраций составило а = 3,9 мкг/л; 
б — Корреляция между теоретическими и экспериментальными зна-
чениями концентраций лития. Коэффициент корреляции r = 0,89

а

б
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скорости и объёмов компартментов (табл. 1). Резуль-
таты приводятся в сравнении с результатами фар-
макокинетического исследования аскорбата лития, 
проведённого с использованием той же трёхкамерной 
модели [15].

Результаты многокамерного ФК-анализа позво-
ляют выявить ряд интересных особенностей сравни-
тельной фармакокинетики цитрата лития и аскорбата 
лития. Так, при практически одинаковых относитель-
ных объёмах компартментов «ЖКТ» (V(GI)) и «депо» 
(V(D)), объём центрального компартмента (V(C)) 
был несколько ниже в случае цитрата лития (V(C) =
= 3,6), чем в случае аскорбата лития (V(C) = 4,4). 
При сравнимых значениях константы элиминации из 
центрального компартмента (т. е. цельной крови) для 
цитрата лития (ke_Central  = 0,010 ч–1) и для аскорбата 
лития (ke_Central  = 0,0068 ч–1) и константы переноса 
из ЖКТ в цельную кровь (k12~0,7 ч–1), константа пере-
носа из цельной крови в депо была в 2,5 раза выше 
для цитрата лития (Kcd = 1,1 ч–1), чем для аскорбата 
лития (Kcd = 0,41 ч–1). Соотношение констант Kcd  /Kdc 

составило 1,5 для аскорбата лития и 2,1 для цитрата 
лития. Все эти отличия указывают на более интенсив-
ное всасывание цитрата лития в депо из центрального 
компартмента, что соответствует большой интенсив-
ности накопления лития в тканях при использовании 
цитрата лития.

К сожалению, имеющиеся ФК-данные не позво-
ляют сделать количественно достоверных выводов 
о том, какие же именно органы составляют обсуж-
даемое «депо» лития. Однако сравнение динамики 
концентраций лития в депо, полученном в результате 
моделирования, с динамикой концентрации лития в 
«депо», состоящем из головного мозга, аорты, почек 
и бедренной кости указывает на определённую схо-
жесть изменения концентраций (рис. 6). Очевидно, 
что депо, состоящее из этих органов, по крайней 
мере, позволяет стабилизировать концентрации 
лития после первых 10–15 ч эксперимента.

Результаты ФК-моделирования в соответствии 
с описанной трёхкамерной моделью также соот-

Таблица 1

Параметры полученной трёхкамерной модели фармакокинетики цитрата лития

Параметр Расшифровка Ед. Цитрат лития Аскорбат лития

V(GI) Объём компартмента «ЖКТ» у.е. 1,00 1,00

V(C) Объём центрального компартмента у.е. 3,6 4,40

V(D) Объём компартмента «депо» у.е. 1,82 1,81

k12 Константа переноса из ЖКТ в цельную кровь 1/ч 0,73 0,67

ke_Central Константа элиминации из цельной крови 1/ч 0,01 0,0068

Kcd Константа переноса из цельной крови в депо 1/ч 1,1 0,41

Kdc Константа переноса из депо в цельную кровь 1/ч 0,5 0,27

Примечание: Среднеквадратичное отклонение концентраций – a = 3,9 мкг/л, коэффициент корреляции – r = 0,89. Проводится сравнении 
с опубликованными ранее результатами фармакокинетического исследования аскорбата лития (a = 3,4 мкг/л, r = 0,92).

Рис. 6. Динамика концентраций в «депо» лития, по-
лученном в результате многокамерного ФК-модели-
рования. Экспериментальные данные для «депо» были 
получены суммированием содержания лития в голов-
ном мозге, аорте, почек и бедренной кости:
а — ФК-кривые, экспериментальная и вычисленная в соответствии с 
трёхкамерной моделью; б — Корреляция между теоретическими и экс-
периментальными значениями, коэффициент корреляции – r = 0,87

а

б
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ветствуют экспериментально определённым уров-
ням лития в моче, которая соответствует «нулевому 
компартменту» трёхкамерной модели (рис. 7). Ко-
эффициент корреляции между теоретическими и 
экспериментальными значениями составил r = 0,91.

Бескамерный фармакокинетический анализ 
цитрата лития

Бескамерный анализ позволяет охарактеризовать 
такие повсеместно используемые ФК параметры пре-
парата, как площадь под кривой, клиренс, период 
полувыведения, время и максимальное значение 
достигаемой концентрации Tmax, Cmax

, объём рас-
пределения и др. (табл. 2). Параметры бескамер-
ной модели были рассчитаны для всех исследован-
ных биосубстратов на основании соответствующих 
ФК-кривых (табл. 3).

Полученные в рамках бескамерного анализа зна-
чения ФК параметров цитрата лития подтверждают 
сделанные выше выводы. Во-первых, время до-
стижения максимума (Tmax) составило 1–1,5 ч для 
большинства биосубстратов (за исключением аорты, 
лёгких, селезёнки, надпочечников и бедренной кости, 

в которых Tmax = 12–24 ч). Во-вторых, низкое зна-
чение наклона участка финального выведения (Lz) 
и высокое значение периода полувыведения (Т1/2) 
были характерны для всех биосубстратов, особенно 
для цельной крови (Lz = 0,005×1/ч, Т1/2 = 146 ч), го-
ловного мозга (Lz = 0,001×1/ч, Т1/2 = 602 ч), почек 
(Lz = 0,0006×1/ч, Т1/2 = 1143 ч) и бедренной кости 
(Lz = 0,0008×1/ч, Т1/2 = 918 ч). Накопление лития в 
головном мозге и в кости подтверждается наиболее 
низкими значениями клиренса именно для этих 
биосубстратов (головной мозг – CL = 0,004 л/ч; 
бедренная кость – CL = 0,0026 л/ч). Таким образом, 
цитрат лития способствует поддержанию стабильных 
концентраций иона лития в цельной крови и в го-
ловном мозге, что важно для осуществления профи-
лактического и терапевтического потенциала лития.

Сравнение ФК-данных для цитрата лития и аскор-
бата лития [15], полученных для бескамерной модели 
при введении в дозе 1 000 мкг/л (см. табл. 3), подтверж-
дает приводимые выше результаты многокамерного 
анализа. Наиболее выраженные отличия в значениях 
фармакокинетических параметров бескамерной мо-
дели для двух солей лития касались ФК-кривых для 
головного мозга, аорты, почек и бедренной кости 

Рис. 7. Динамика концентраций в моче, соответствую-
щей «нулевому компартменту» трёхкамерной модели:
а — ФК-кривые; б — Корреляция между теоретическими и экспери-
ментальными значениями, коэффициент корреляции r = 0,91

а

б

Таблица 2

Изученные фармакокинетические параметры бескамерной 
модели цитрата лития

Пара-
метр

Ед. Комментарий

C
max

мкг/л Максимальная концентрация лития в 
биосубстрате

T
max

ч Время достижения максимальной кон-
центрации

C
last

мкг/л Последняя измеренная концентрация 
лития

AUC
t

мкг/лµч Площадь под кривой (характеризует 
биодоступность)

MRTt ч

Среднее время удержания – среднее 
общее время ионы лития препарата 
проводят в биосубстрате после приёма 
цитрата в заданной дозе

Lz 1/ч Наклон участка финального выведения 
(последние 3–4 точки ФК-кривой)

T
1/2

Ч
Период полувыведения – время, за ко-
торое из биосубстрата выводится поло-
вина ионов лития

CL л/ч
Клиренс – объём биосубстрата, из ко-
торого все ионы лития удаляются за 
единицу времени

V
d

Л

Объём распределения – отношение об-
щего содержания вещества в организме 
к его концентрации в исследуемом био-
субстрате, т. е. некий условный объём, в 
котором должно было бы распреде-
литься данное вещество, если бы его 
концентрация везде была такой же, как 
в биосубстрате
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(табл. 4), т. е. биосубстратов, составляющих пред-
полагаемое депо лития (см. выше).

В целом, полученные оценки параметров бес-
камерной модели показывают, что при приёме ци-
трата лития тенденция накопления лития в тканях 
условного «депо» более выражена. Так, значения Lz 
(наклон участка финального выведения) были в 2–8 
раз ниже для цитрата лития, чем для аскорбата лития, 
в то время как значения времени полувыведения лития 
из головного мозга, аорты, почек и бедренной кости 
были в 2–6 раз выше. Значения клиренса лития были 
в 3–10 раз ниже для цитрата лития, а значения объёма 
распределения, наоборот, в 1,5–2,5 раза выше (табл. 4). 
Все эти отличия указывают на большее «сродство» ли-
тия, поступающего в составе цитрата лития, к тканям 
головного мозга, аорты, почек и бедренной кости.

Таблица 3

Значения фармакокинетических параметров для бескамерной модели при введении в дозе 1000 мкг/л

(А)

Биосубстрат
Cmax, 
мкг/л

Тmax, ч
Clast, 

мкг/л
AUCt,  

мкг/л × ч
MRTt, ч Lz, 1/ч T1/2, ч CL, л/ч Vd, л

Цельная кровь 54,11 1,50 33,71 1 776,35 22,70 0,0048 145,86 0,0141 2,97

Головной мозг 41,77 1,50 31,00 1 551,65 23,67 0,0012 602,62 0,0044 3,81

Лобная доля 52,98 6,00 36,23 2 230,21 22,32 0,0092 75,72 0,0202 2,21

Сердце 69,58 3,00 29,64 2 588,14 20,25 0,0202 34,25 0,0308 1,52

Аорта 38,92 24,00 26,72 1 538,49 23,76 0,0019 356,11 0,0082 4,21

Лёгкие 32,82 12,00 17,02 1 281,33 21,61 0,0131 53,03 0,0484 3,70

Печень 89,83 1,50 31,66 1 979,30 20,45 0,0097 71,25 0,0239 2,46

Почки 47,71 1,00 36,53 1 649,55 23,89 0,0006 1143,00 0,0020 3,33

Селезёнка 45,67 12,00 27,08 1 794,92 22,24 0,0095 72,96 0,0269 2,83

Надпочечники 56,66 12,00 34,56 2 041,13 22,02 0,0096 71,97 0,0222 2,31

Бедренная кость 40,79 24,00 35,00 1 793,29 24,01 0,0008 916,90 0,0026 3,44

(Б)

Биосубстрат
Cmax, 
мкг/л

Tmax, ч
Clast, 

мкг/л
AUCt, 

мкг/л£ × ч
MRTt, ч Lz, 1/ч T1/2, ч CL, л/ч Vd, л

Цельная кровь 50,59 1,50 33,71 1 750 22,9 0,005 140,65 0,029 5,91

Головной мозг 46,51 1,50 23,99 1 406 22,2 0,007 96,71 0,053 7,34

Лобная доля 51,94 1,00 40,51 2 094 23,3 0,003 209,71 0,017 5,27

Сердце 65,40 1,50 28,98 2 123 20,6 0,017 40,87 0,065 3,85

Аорта 39,20 1,50 24,22 1 300 22,2 0,008 89,62 0,056 7,30

Лёгкие 31,82 1,50 17,47 1 144 21,3 0,010 66,59 0,089 8,51

Печень 93,39 1,50 30,41 2 031 20,3 0,018 38,91 0,067 3,75

Почки 48,85 1,00 32,02 1 625 23,1 0,004 179,31 0,025 6,53

Селезёнка 44,73 12,00 25,56 1 749 21,7 0,009 73,65 0,056 5,95

Надпочечники 52,47 12,00 33,95 1 969 22,0 0,008 84,48 0,041 4,99

Бедренная кость 42,43 24,00 31,10 1 710 23,9 0,002 451,44 0,011 7,41

Примечание: (А) — цитрат лития; (Б) — аскорбат лития.

Таблица 4

Наиболее выраженные отличия в значениях 
фармакокинетических параметров

Био 
суб-

страт

Головной 
мозг

Аорта Почки
Бедренная 

кость

Соль ЦЛ АЛ ЦЛ АЛ ЦЛ АЛ ЦЛ АЛ

Lz, 1/ч 0,001 0,007 0,002 0,008 0,0006 0,004 0,0008 0,002

T1/2, ч 602 96 356 89 1143 179 916 451

CL, 
л/ч 0,004 0,053 0,008 0,056 0,002 0,025 0,003 0,011

Vd, л 3,81 7,34 4,21 7,3 3,33 6,53 3,44 7,41

Примечание: цитрат лития (ЦЛ) и аскорбат лития (АЛ) для беска-
мерной модели при введении в дозе 1 000 мкг/л
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Заметим, что модель «депо» лития, полученная 
при анализе ФК аскорбата лития включала надпо-
чечники, аорту, бедренную кость и головной мозг. В 
случае цитрата лития, модель депо включала почки и, 
опять же, аорту, бедренную кость и головной мозг. Дан-
ный результат вполне отвечает физиологии аскорбат- и 
цитрат-аниона. Так, аскорбат-анион, действительно, 
преимущественно накапливается в надпочечниках, 
где поддерживает секрецию катехоламинов. Цитрат-
анион выполняет в почках важнейшую функцию – он 
препятствует преципитации (выпадению) кристаллов 
низкорастворимых солей кальция, тем самым про-
филактируя образование почечных камней.

Заключение
Проведено комплексное экспериментальное ис-

следование фармакокинетики цитрата лития (в дозе  
1 000 мкг/кг). Получены фармакокинетические кри-

вые для цельной крови и гомогенатов тканей 11 раз-
личных биосубстратов (головной мозг, лобная доля 
головного мозга, сердце, аорта, лёгкие, печень, почки, 
селезёнка, надпочечники, бедренная кость, моча). 
Результаты многокамерного и бескамерного подхо-
дов к фармакокинетическому анализу показали, что 
цитрат лития характеризуется большим сродством к 
«депо», состоящему из головного мозга, аорты, почек 
и бедренной кости, чем соль сравнения (аскорбат 
лития). Концентрации лития в цельной крови, в го-
ловном мозге, в аорте и в почках оставались весьма 
стабильными в течение, по крайней мере, 40–50 ч по-
сле прохождения пика концентрации. Таким образом, 
цитрат лития способствует поддержанию стабильных 
концентраций иона лития в крови и в головном мозге, 
что важно для осуществления профилактического и 
терапевтического потенциала ионов лития.
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Резюме. Протеомный анализ указал на 6 таргетных белков тиоктовой кислоты (ТК) и 11 белков метаболизма ТК. Все установленные 
белки являются митохондриальными белками. В таргетных белках (P-белок, H-белок, липоамид ацилтрансфераза, дигидролипо-
иллин ацетилтрансфераза, Х-белок пируватдегидрогеназы, дигидролипоиллизин сукцинилтрансфераза) ТК является кофактором, 
ковалентно связанным со специфическими остатками лизина и необходима для переработки глицина и других аминокислот, 
поддержания активности цикла Кребса. Недостаточная активность этих таргетных белков (вследствие генетических дефектов или 
глубокого дефицита ТК) приводит к митохондриальной недостаточности, гиперглицинемии, билиарному циррозу, синдрому «мочи 
кленового сиропа» и другим нарушениям метаболизма. Недостаточная активность 11 белков метаболизма ТК ассоциирована со 
множественными нарушениями функции митохондрий, лактоацидозом и анемией. Таким образом, ТК принципиально важна для 
поддержки функции митохондрий и энергетического метаболизма клетки.

Ключевые слова: тиоктовая кислота, меглюмина тиоктат, протеомика, митохондриальная недостаточность, биоинформатика, 
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Resume. Proteomic analysis indicated 6 target proteins of thioctic acid (TA) and 11 proteins of TA metabolism, all of which are 
mitochondrial proteins. In the structure of the target proteins (namely, P-protein, H-protein, lipoamide acyltransferase, dihydrolipoyline 
acetyltransferase, X-protein pyruvate dehydrogenase, dihydrolyloylizine succinyltransferase), TA is a cofactor which is covalently bound 
to specific lysine residues and which is required for processing glycine and other amino acids, thus maintaining the activity of the Krebs 
cycle. Insufficient activity of these target proteins (due to either genetic defects or nutritional TA deficiency) leads to mitochondrial 
insufficiency, hyperglycinemia, biliary cirrhosis, "maple syrup urine" syndrome and other metabolic disorders. Insufficient activity of 
the 11 proteins of TA metabolism is associated with multiple disorders of mitochondrial function, lactic acidosis and anemia. Thus, TA is 
fundamentally important for supporting the function of mitochondria and of the cellular energy metabolism.
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Введение

Тиоктовая кислота (ТК, известна также как липое-
вая кислота или витамин N) используется как безопас-
ное противодиабетическое средство из группы витами-
ноподобных веществ, способствующее преодолению 
инсулинорезистентности и нормализации концентра-
ции глюкозы в крови [1] (рис. 1). Тиоктовая кислота 
применятся как сама по себе, так и в составе ионных 
солей (таких как тиоктат меглюмина, см. рис. 1). 
Являясь кофактором ряда белков энергетического 
метаболизма, ТК повышает чувствительность клеток 
к инсулину, стимулирует утилизацию углеводов и 
аминокислот, снижает гиперинсулинемию. Тиокто-

Рис. 1. Химическая структура тиоктовой кислоты и ме-
глюмина тиоктата. Выделены два атома серы в составе 
молекулы ТК



¹ 4. 2017 25 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

вая кислота также оказывает гепатопротекторное, 
гиполипидемическое, гипохолестеринемическое, 
противовоспалительное действие [2–4]. ТК не только 
используется для лечения диабетической перифе-
рической невропатии, но и может оказывать ней-
ропротекторное действие при болезни Альцгеймера 
[5, 6]. В базе данных PUBMED представлены 5170 
исследований по ТК.

С целью формулировки более детальных меха-
низмов осуществления биологических и фармако-
логических эффектов ТК в ходе настоящей работы 
был проведён анализ возможных взаимодействий ТК 
с белками протеома человека. Для оценки реально-
го масштаба воздействия ТК на организм человека 
следует рассмотреть их эффекты в постгеномной пер-
спективе (рис. 2): т.е. в рамках воздействия на геном 
(совокупность всех генов организма), транскриптом 

(совокупность всех РНК), протеом (совокупность всех 
белков) и метаболом (совокупность всех метаболитов).

Важно отметить, что за биологические роли ТК 
отвечают специфические взаимодействия ТК и её 
производных с белками протеома. Взаимодействия 
отрицательно заряженных молекул ТК с отрицательно 
заряженными молекулами ДНК и РНК нестабильны, 
низкоспецифичны и не представляют биологического 
интереса. В то же время, проведённые нами поиски 
по базам данных протеома человека (NCBI PROTEIN, 
EMBL, UNIPROT, Human Proteome Map (HPM), 
BIOCYC-HUMAN и др.) показали, что в протеоме 
человека существуют, по меньшей мере, 17 белков, 
активность которых связана с метаболизмом ТК. 
Системно-биологический и биоинформационный 
анализ этого массива белков посредством метода 
функционального связывания [7] позволил выделить 
6 таргетных белков, посредством которых осущест-
вляются фармакологические эффекты ТК.

Материалы и методы
Протеомные эффекты тиоктовой кислоты ана-

лизировались с использованием метода функцио-
нальных взаимосвязей – одной из информационных 
технологий современной биоинформатики. Данный 
метод основан на системном рассмотрении органов, 
тканей, клеток и их мельчайших компонентов – бел-

Рис. 2. Биологические эффекты тиоктовой кислоты в 
постгеномной перспективе

Рис. 3. Основы системно-биологического подхода к анализу белков, имеющих отношение к ме-
таболизму ТК
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ков, ДНК, метаболитов (в т. ч. витаминов и других 
микронутриентов), в рамках фундаментальных ос-
нов молекулярной биологии и биохимии [7]. Так, на 
основе информации определённой геномной ДНК 
синтезируется соответствующий белок, выполняющий 
строго очерченный круг специфических функций. Как 
врождённые мутации гена, так и дефициты кофакто-
ров белков, имеющих отношение к метаболизму ТК, 
будут приводить к падению активности тех или иных 
белков и проявлению той или иной специфической 
клинической симптоматики (рис. 3).

Метод анализа функциональных взаимосвязей, со-
единяя данные различных уровней информации (данные 
о моногенных заболеваниях, биохимические данные о 
кофакторах белков, данные о клеточных ролях белков, 
симптоматику и критерии диагностики заболеваний и 
т. д.) в различных базах данных (БД) позволяет систе-
матически рассмотреть все возможные биологические 
роли ТК [7]. В целом, при использовании метода анализа 
функциональных взаимосвязей (см. рис. 3) каждый 
белок протеома человека представлен строкой в списке, 
включающем такие описания белка/гена как:

• аминокислотная последовательность белка;
• список аминокислотных паттерном белка (на-

пример, паттернов, соответствующих сайтам связы-
вания тиоктовой кислоты, активным центрам соот-
ветствующих ферментов и др.);

• список эссенциальных кофакторов белка (про-
изводные витаминов, микроэлементы и т. п.);

• список моногенных заболеваний, связанных 
с полной или частичной потерей активности этого 
белка и соответствующего гена;

• список клинических симптомов рассматривае-
мых моногенных заболеваний;

• список клеточных функций белка (по БД Gene 
Ontology, GO и др.);

• список отдельных симптомов заболеваний, 
список диагнозов по МКБ-10 и другая информация 
из баз данных.

Далее, в полученном списке выделяются гены, 
соответствующие таргетным белкам ТК и белкам 
метаболизма ТК, проводятся последующие анали-
зы биологических ролей этих белков на основании 
статистических критериев. Для статистической об-
работки результатов исследования использовались 
методы математической статистики, включающие 
расчёт числовых характеристик случайных величин, 
проверки статистических гипотез с использовани-
ем параметрических и непараметрических крите-
риев, корреляционного и дисперсионного анализа. 
Сравнение прогнозируемых и наблюдаемых частот 
встречаемости исследуемых признаков проводилось с 
помощью критерия µχ-квадрат, критерий Вилкоксона–
Манна–Уитни и тест Стьюдента. Для статистической 
обработки материала использовалась прикладная 
программа STATISTICA 6.0 и электронные таблицы 
Microsoft Excel.

Результаты исследования

В результате проведения анализа генома и про-
теома человека методом функциональных взаимос-
вязей были установлены 6 таргетных белков, которые 
осуществляют механизмы воздействия препаратов 
на основе ТК на метаболизм и регенерацию хряща и  
11 белков метаболизма ТК (табл. 1). Следует подчер-
кнуть, что все перечисленные в табл. 1 ТК-зависимые 
белки являются белками митохондрий.

Белки с тиоктатным кофактором  
(таргетные белки ТК)

В результате проведённого анализа протеомных 
баз данных было найдено 6 белков, в которых тиок-
товая кислота является эссенциальным кофактором, 
ковалентно связанным со специфическими остатками 
лизина в структурах этих белков. Все 6 белков прин-
ципиально важны для энергетического метаболизма 
клетки и поддержки функции митохондрий. Дефицит 
тиоктовой кислоты приведёт к резкому снижению ак-
тивности этих белков, что будет приводить к клиниче-
ской картине, схожей с теми или иными клиническими 
проявлениями описываемых ниже дефектов генов.

Глицин-декарбоксилирующая дегидрогеназа ми-
тохондрий или Р-белок (ген GLDC) катализирует 
переработку глицина, связывая NH-группу глицина 
пиридоксальфосфатным кофактором (рис. 4). При 
этом высвобождается молекула СО2, а остающаяся 
часть глицина в форме метиламина переносится на 
липоамидный кофактор H-белка (GCSH). Глицин-
декарбоксилирующая дегидрогеназа стимулируется 
тиоктовой кислотой. Дефекты гена GLDC приводят к 
некетотической гиперглицинемии, сопровождающей-
ся накоплением значительных количеств глицина в 
жидкостях организма и характеризующейся тяжёлыми 
неврологическими симптомами (OMIM: 605899).

H-белок расщепления глицина в митохондриях (ген 
GCSH) участвует во второй стадии переработки гли-
цина, переносит метиламиновую группу глицина из 
рассмотренного выше P-белка (GLDC) в T-белок 
(GCST). В структуре данного белка (рис. 5) молекула 
тиоктовой кислоты является кофактором, ковалент-
но связанным с остатком лизин-107 с образованием 
липоиллизина. При дефектах гена GCSH возника-
ет некетотическая гиперглицинемия и глицинурия 
(OMIM: 605899).

Липоамид-ацилтрансфераза митохондрий (ген 
DBT) конвертирует альфа-кетокислоты в ацил-
кофермент-А и СО2. Данный фермент состоит из 
трёх субъединиц: декарбоксилазы альфа-кетокислот 
с разветвлённой цепью (субъединица E1), липоамид-
ацилтрансферазы (субъединица E2) и липоамидде-
гидрогеназы (субъединица E3). Тиоктат – кофактор, 
связанный ковалентно с лизином-105 липоил-связы-
вающего домена белка (рис. 6). При дефектах гена DBT 
активность фермента резко снижается и формируется 
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Результаты полнопротеомного анализа тиоктовой кислоты

Ген Белок Функция Роль ТК Генетические заболевания

Белки с тиоктатным кофактором

GLDC
Глицин-декарбоксилирую-
щая дегидрогеназа мито-
хондрий (P-белка)

Переработка глицина с 
выделением СО2, активация 
H-белка (GCSH)

Активация 
белка

Некетотическая гиперглици-
немия (OMIM: 605899)

GCSH H-белок расщепления 
глицина в митохондриях

Переработка глицина, актива-
ция T-белка (GCST)

Кофактор, 
связанный 
ковалентно 

Некетотическая гиперглици-
немия (OMIM: 605899)

DBT Липоамид-ацилтрансфера-
за митохондрий

Конверсия альфа-кетокислот 
в ацил-кофермент-А и СО2. 

Кофактор, 
связанный 
ковалентно 

Первичный билиарный 
цирроз (OMIM: 245348), 
синдром «мочи кленового 
сиропа» (OMIM: 248600)

DLAT

Дигидролипоиллин 
ацетилтрансфераза пиру-
ватдегидрогеназы мито-
хондрий

Конверсия пирувата в ацетил-
СоА и СО2 

Ковалентно 
связанный 
кофактор

Первичный билиарный 
цирроз (OMIM: 245348)

PDHX Х-белок пируватдегидроге-
назы митохондрий

Закрепление молекулы 
дигидролипамидадегидрогена-
зы (E3) 

Кофактор, 
связанный 
ковалентно 

Дефицит пируватдегидроге-
назы (OMIM: 245349)

DLST

Дигидролипоиллизин 
сукцинилтрансфераза 
оксоглутаратдегидрогеназы 
митохондрий

Конверсия 2-оксоглутарата в 
сукцинил-СоА и СО2, перера-
ботка лизина

Кофактор, 
связанный 
ковалентно

Дефицит DLST

Белки биосинтеза и метаболизма тиоктовой кислоты

NFU1
Белок сборки железо-сер-
ных кластеров в митохон-
дриях

Сборка [4Fe-2S] кластеров и 
их доставка в целевые белки

Биосинтез 
тиоктовой 
кислоты

Множественный синдром 
митохондриальной дисфунк-
ции (OMIM: 605711)

OXSM 3-оксоацил-протеин 
синтаза митохондрий

Биосинтез тиоктовой кисло-
ты, поддержка митохондри-
альной функции

Биосинтез 
тиоктовой 
кислоты

Дефицит OXSM

SLC5A6 Na-зависимый мультиви-
таминный транспортер

Транспортирует пантотенат, 
биотин и тиоктат 

Транспорт 
тиоктовой 
кислоты

Дефицит SLC5A6, наруше-
ния обмена витаминов  
В5 и Н

BOLA3 BolA-подобный белок 3
Сборка митохондриальных 
железо-серных кластер-ко-
факторов

Биосинтез 
тиоктовой 
кислоты

Множественный синдром 
митохондриальной дисфунк-
ции 2 (OMIM: 614299)

IBA57 Трансфераза CAF17 
митохондрий

Созревание белков с 4Fe-4S 
кластерами, биосинтез гема

Биосинтез 
тиоктовой 
кислоты

Синдром множественных 
митохондриальных дисфунк-
ций 3 (OMIM: 615330)

DLD Дигидролипоилдегидроге-
наза митохондрий

Переработка глицина, компо-
нент пируватдегидрогеназы

Метаболизм 
тиоктовой 
кислоты

Дефицит дегидролипоамид 
дегидрогеназы (OMIM: 
246900)

ACSM1 Ацил-кофермент синтета-
за-1 митохондрий

Тиоктат-активирующий 
фермент, необходим для 
поддержки активности 
липоилтрансферазы

Активация 
тиоктовой 
кислоты

Дефицит ACSM1

LIAS Липоилсинтаза митохон-
дрий

Синтез эндогенной тиоктовой 
кислоты 

Биосинтез 
тиоктовой 
кислоты

Гиперглицинемия и лактоа-
цидоз с судорогами (OMIM: 
614462)

LIPT1 Липоилтрансфераза 1 
митохондрий

Переносит липоильную 
группу на остатки лизинов 
тиоктат-зависимых ферментов

Липоилирова-
ние белков

Дефицит липоилтрансфера-
зы-1, лактоацидоз (OMIM: 
616299)

LIPT2 Липоилтрансфераза 2 
митохондрий

Перенос октановой кислоты 
на тиоктат-зависимые фер-
менты

Липоилирова-
ние белков Дефицит LIPT2

GLRX5
Связанный с глутаредок-
сином белок-5 митохон-
дрий

Сборка железо-серных 
кластеров для липоилирования 
белков, синтез гемоглобина 

Липоилирова-
ние белков

пиридоксин-резистентная 
сидеробластная анемия 
(OMIM: 616860)
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первичный билиарный цирроз – прогрессирующее 
холестатическое заболевание печени, характеризу-
ющееся наличием аутоантител против субъединицы 
E2 в сыворотке крови, воспалительной облитерацией 
внутрипечёночного желчного протока, приводящей к 

повреждению паренхимы печени и циррозу. Дефекты 
гена DBT также ассоциированы с синдромом «мочи 
кленового сиропа» – дефектом катаболического пути 
аминокислот с разветвленной цепью (лейцин, изолей-
цин и валин), накопление которых приводит к энцефа-
лопатии, прогрессирующей нейродегенерации, задержке 
умственного и физического развития (OMIM: 248600).

Дигидролипоил ацетилтрансфераза митохондрий 
(ген DLAT) является компонентом пируватдегидро-
геназы. Пируватдегидрогеназный комплекс конвер-
тирует пируват в ацетил-СоА и СО

2
 и представляет 

собой центральный узел метаболизма, соединяющий 
гликолиз и цикл Кребса. В цикле Кребса происходит 
превращение двух- и трёх-углеродных соединений, 
образующихся как промежуточные продукты в живых 
организмах при распаде углеводов, жиров и белков, до 
CO

2
. Кроме синтеза АТФ, цикл Кребса – важный ис-

точник молекул-предшественников, из которых в ходе 
других биохимических превращений синтезируются та-
кие важные для жизнедеятельности клетки соединения 
как аминокислоты, углеводы, жирные кислоты и др. 
Все реакции цикла Кребса в эукариотических клетках 
протекают внутри митохондрий, причём катализиру-
ющие их ферменты (кроме сукцинатдегидрогеназы) 
находятся в митохондриальном матриксе.

Важно отметить, что ферменты, осуществляю-
щие химические реакции цикла Кребса, нуждаются в 
определённых микронутриентных кофакторах, среди 
которых наиболее известны витамины группы В и ТК. 
Во-первых, «вход» в цикл Кребса через пируватный ка-
скад обеспечивается пируватдегидрогеназой, для актив-
ности которой принципиально важны ТК, ионы Mg2+ 
и витамин B1 (в форме тиамин фосфата). Во-вторых, 

Рис. 4. Пространственная структура глицин-декарбок-
силирующей дегидрогеназы митохондрий (Р-белок, 
ген GLDC). Модель на основе PDB 4lhd. Поверхность 
жёлтого цвета обозначает сайты связывания молекул 
глицина и тиоктовой кислоты в данном белке

Рис. 5. Пространственная структура липоил-связываю-
щего домена H-белка расщепления глицина в митохон-
дриях (ген GCSH). Модель на основе PDB 3wdn. По-
верхность жёлтого цвета обозначает сайт связывания 
тиоктовой кислоты

Рис. 6. Пространственная структура липоил-связываю-
щего домена липоамид ацилтрансферазы митохондрий 
(ген DBT). Модель на основе PDB файла 1k8m. Жёл-
тым цветом выделен остаток лизина-105, к которому 
производится ковалентное присоединение молекулы 
тиоктовой кислоты
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в четырёх реакциях цикла участвует никотинамид 
аденин динуклеотид (NAD), производное витамина 
РР (В3). Во-третьих, не менее четырёх реакций цик-
ла осуществляются посредством ацил-кофермента А 
(СоА), производное пантотеновой кислоты (витамин 
В5). Для протекания цикла реакций также необходимы 
такие кофакторы, как кофермент Q, гем, железо-серный 
кластер (4Fe-4S), кальций, марганец и магний и др [8].

Для активности тиоктат-зависимой дигидролипоил 
ацетилтрансферазы необходимо ковалентное при-
соединение тиоктовой кислоты к соответствующему 
остатку лизина в структуре белка. Нуклеотидные де-
фекты гена DLAT приводя к первичному билиарному 
циррозу с аутоантителами к субъединице E2 комплекса 
пируватдегидрогеназы, лактоацидозу, что клинически 
выражается неврологической дисфункцией, сопрово-
ждающейся гипотонией и атаксией (OMIM: 245348).

Х-белок пируватдегидрогеназы митохондрий (ген 
PDHX) необходим для прикрепления молекулы ди-
гидролипамидадегидрогеназы (субъединица E3) к 
комплексу пируватдегидрогеназы. Тиоктат – кофактор, 
ковалентно связанный с лизином-97 Х-белка (рис. 7). 
Генетические дефекты ассоциированы с дефицитом 
пируватдегидрогеназа-Е3-связывающего белка, что 
клинически проявляется гипотонией и задержкой 
психомоторного развития (OMIM: 245349).

Дигидролипоиллизин сукцинилтрансфераза мито-
хондрий (ген DLST) является частью 2-оксоглутарат-
дегидрогеназы, которая конвертирует 2-оксоглутарат 
в сукцинил-СоА и СО

2
, состоит из 2-оксоглутарат-

дегидрогеназы (субъединица E1), дигидролипамид 
сукцинилтрансферазы (субъединица E2) и липоа-
миддегидрогеназы (субъединица E3). Дефекты гена 
DLST или глубокий дефицит тиоктовой кислоты, 
которая является ковалетно связываемым кофактором 
фермента (рис. 8), приводят к дефициту активности 
2-оксоглутаратдегидрогеназы и резкому падению 
энергетического метаболизма митохондрий и клетки 
в целом.

Белки биосинтеза и метаболизма тиоктовой 
кислоты

Несмотря на то что белки этой группы, так или иначе, 
взаимодействуют с молекулой тиоктовой кислоты, экзо-
генная (т. е. вносимая с препаратом) тиоктовая кислота 
не будет оказывать существенного влияния на активность 
этих белков. Эти белки важны, во-первых, для биосин-
теза эндогенной тиоктовой кислоты и, во-вторых, для 
липоилирования рассмотренных выше белков таргетных 
белков ТК. Важность этих белков состоит и в том, что для 
пациентов с дефектами генов, приводящих к нарушению 
биосинтеза тиоктовой кислоты, принципиально необ-
ходимы дотации тиоктовой кислоты со специальными 
препаратами (например, Тиогамма).

При отсутствии дефектов генов метаболизма тиок-
товой кислоты, эндогенная тиоктовая кислота синте-
зируется в митохондриях клеток из октановой кислоты 
и железо-серных кластеров типов «4Fe-4S» и «4Fe-2S». 
Эти железо-серные кластеры необходимы для переноса 
двух атомов серы в молекулу октановой кислоты с об-
разованием ТК. Данный процесс может протекать по 
двум различным биохимическим маршрутам. В соответ-
ствии с первым маршрутом, тиоктовая кислота сначала 
синтезируется при участии железо-серных кластеров и 
затем участвует в липоилировании белков в митохон-
дриях (посредством фермента липоилтрансферазы-1, 
ген LIPT1). По второму маршруту, к описанным в пре-
дыдущем разделе таргетным белкам сначала ковалентно 
присоединяется октановая кислота (посредством липо-
илтрансферазы-2, ген LIPT2), которая затем преобра-
зуется в тиоктовую кислоту при участии железо-серных 
кластеров. И в том, и в другом случае, для эндогенного 
биосинтеза тиоктовой кислоты важны процессы сборки 
железо-серных кластеров в митохондриях и доставка их 
в структуры целевых белков (прежде всего, в структуру 
липоилсинтазы митохондрий, ген LIAS).

В метаболизме железо-серных кластеров митохон-
дрий принимают участие следующие белки (см. табли-
цу): белок сборки железо-серных кластеров (ген NFU1), 

Рис. 7. Пространственная структура Х-белка пиру-
ватдегидрогеназы митохондрий (ген PDHX). Жёлтым 
цветом выделен остаток лизина-97, к которому произ-
водится ковалентное присоединение молекулы тиокто-
вой кислоты

Рис. 8. Пространственная структура липоил-связыва-
ющего домена дигидролипоиллизин сукцинилтранс-
феразы 2-оксоглутаратдегидрогеназы митохондрий (ген 
DLST). Модель на основе PDB 1pmr. Жёлтым цветом вы-
делен остаток лизина-44, к которому производится ко-
валентное присоединение молекулы тиоктовой кислоты
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BolA-подобный белок 3 (ген BOLA3), трансфераза CAF17 
(ген IBA57), связанный с глутаредоксином белок-5 (ген 
GLRX5). Генетические дефекты в соответствующих этим 
белкам генах нарушают сборку железо-серных кластеров, 
что, в свою очередь, тормозит липоилирование белков, 
синтез гемоглобина и повышает окислительный стресс. В 
частности, дефекты ТК-зависимых генов NFU1, BOLA3 
и IBA57 приводят к синдромам множественной митохон-
дриальной дисфункции (OMIM: 605711, OMIM: 614299, 
OMIM: 615330) – снижению интенсивности дыхания 
митохондрий, сопровождающемуся лактоацидозом и 
гиперглицинемией. У пациентов отмечаются слабость, 
респираторная недостаточность, замедляются темпы 
неврологического развития и повышается риск пре-
ждевременной смерти.

Нарушения активности ТК-зависимой липоил-
синтазы митохондрий (ген LIAS), синтезирующей 
эндогенную тиоктовую кислоту посредством присо-
единения двух атомов серы из кофактора ([4Fe-4S] 
кластер) к октановой кислоте, приводят к наруше-
ниям метаболизма митохондрий, ассоциированным 
с гиперглицинемией и лактоацидозом. У пациентов 
отмечается неонатальная эпилепсия, судороги, тя-
жёлая энцефаломиопатия, задержка развития, пси-
хомоторная задержка, мышечная гипотония (OMIM: 
614462). Подчеркнём ещё раз, что пациенты с дефек-
тами перечисленных генов биосинтеза тиоктовой 
кислоты нуждаются в пожизненной высокодозной 
терапии препаратами тиоктовой кислоты.

Описанная выше клиническая симптоматика от-
носится к врождённым генетическим патологиям. 
Дефекты генов приводят к аминокислотным заменам 
в белках и, соответственно, к нарушениям конфор-
мации активных центров ТК-зависимых ферментов, 
перечисленных в табл. 1. В результате активность 
ферментов резко падает и развиваются генетически-
обусловленные заболевания, характеризующиеся 
выраженной клинической симптоматикой (зачастую, 
в очень тяжёлой форме).

Однако дефицит тиоктовой кислоты, возникаю-
щий вследствие: (1) недостаточного поступления ТК 
с пищей или (2) повышенной потребности в ней (на-
пример, при нарушениях обмена сахаров) или (3) при 
снижении эндогенного синтеза ТК в митохондриях 
(вследствие гипоксии, интоксикации, дефицитов 
других кофакторов и др.), будет приводить к недо-
статочному липоилированию этих же ферментов.  
В результате, активная конформация ферментов (см., 
например, рис. 4–8) также будет нарушена, что будет 
приводить к падению их ферментативной активно-
сти и развитию клинической симптоматики, весьма 
схожей с описанной симптоматикой генетически об-
условленных нарушений обмена тиоктовой кислоты 
(но, как правило, в более лёгкой форме).

Дефицит ТК необходимо компенсировать высоко-
очищенными препаратами ТК (например, Тиогамма). 

Особенностью этого препарата является использова-
ние ионной соли ТК с меглюмином (рис. 1), которая 
повышает биодоступность ТК при приёме внутрь и при 
в/в введении. Сама ТК характеризуется достаточно не-
высокой растворимостью в воде (0,9 г/л) [9] вследствие 
достаточно длинного гидрофобного «хвоста» этой 
молекулы (рис. 1). В комбинации с гидрофильным 
меглюмином, содержащим 5 гидроксильных (–OH) 
групп, растворимость ТК существенно повышается и, 
как следствие, повышается биодоступность (до 60 %).

Заключение
Протеомный анализ указал на 6 таргетных белков 

тиоктовой кислоты (ТК) и 11 белков метаболизма 
ТК. Все установленные белки являются митохон-
дриальными белками. В таргетных белках (P-белок, 
H-белок, липоамид ацилтрансфераза, дигидролипо-
иллин ацетилтрансфераза, Х-белок пируватдегидро-
геназы, дигидролипоиллизин сукцинилтрансфераза) 
ТК является кофактором, ковалентно связанным со 
специфическими остатками лизина и необходима 
для переработки глицина и других аминокислот, под-
держания активности цикла Кребса. Недостаточная 
активность этих таргетных белков (вследствие гене-
тических дефектов или глубокого дефицита ТК) при-
водит к гиперглицинемии, билиарному циррозу, син-
дрому «мочи кленового сиропа» и другим нарушениям 
метаболизма. Недостаточная активность 11 белков 
метаболизма ТК ассоциирована со множественными 
нарушениями функции митохондрий. Таким образом, 
ТК принципиально важна для поддержки функции 
митохондрий и энергетического метаболизма клетки.

Работа выполнена при поддержке государственного 
задания Минобрнауки РФ (4.1929.2017/4.6).
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фактора роста нервов ГК-6, активирующий PI3K/AKT 

и МЕК/MAPK/ERK, вызывает дифференцировку 
клеток РС12 по нейрональному типу
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Резюме. Димерный дипептидный миметик 1-й петли NGF ГК-6 (10–6М), активирующий как фосфатидилинозитол-3/Akt-киназный, 
так и митоген-активируемый протеинкиназный (MEK/MAPK/ERK) сигнальные каскады, вызывает дифференцировку клеток РС12 
по нейрональному типу. В то же время димерный дипептидный миметик 4-й петли NGF ГК-2 (10–6М), активирующий только фос-
фатидилинозитол-3/Akt- киназный путь, не обладает дифференцирующим действием.
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Dimeric dipeptide mimetic the 1st loop of nerve growth factor of GK-6, which activates  
PI3K/AKT and MEK/MAPK/ERK, causes a neuronal type differentiation of PC12 cells
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Resume. Dimeric dipeptide mimetic 1st loop of NGF GK-6 (10–6M) activating as phosphatidylinozitol 3-kinase/Akt and mitogen-
activated protein kinase MEK/MAPK/ERK) signaling cascades causes PC12 cell differentiation into neuron-like cells. At the same time 
dimeric dipeptide mimetic the 4th loop of NGF GK-2 (10–6M), which activates only phosphatidylinozitol 3-kinase/Akt, does not possess 
the differentiating effect.
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Введение

Развивающиеся нейроны для своего выживания и 
дифференцировки нуждаются в нейротрофинах, наи-
более изученным из которых является фактор роста 
нервов (NGF). Известно, что эффекты этого нейро-
трофина на выживаемость и рост отростков нейронов 
обусловлены взаимодействием с TrkА рецептором. 
Связывание с NGF ведёт к димеризации и активации 
TrkA путём аутофосфорилирования внутриклеточных 
тирозиновых остатков [13]. Это инициирует запуск 
сигнального трансдукционного каскада, включаю-
щего фосфатидилинозитол-3 киназный (PI3K/AKT) 
и митоген-активируемый протеинкиназный (МЕК/
MAPK/ERK) пути. Активация PI3K/AKT способствует 
выживанию нейронов. MEK/MAPK/Erk-киназный 
путь контролирует в основном деление и дифферен-
цировку клеток [10, 12].

В НИИ фармакологии имени В.В. Закусова была 
сформулирована гипотеза, что разные функции NGF 
контролируются взаимодействием разных петель с 

одним и тем же TrkА-рецептором [7]. В рамках этой 
гипотезы были получены ГК-2 (гексаметилендиа-
мид бис-(N-моносукцинил-L-глутамил-L-лизина)), 
димерный дипептидный миметик 4-й петли NGF, и 
ГК-6 (гексаметилендиамид бис-(N-аминокапроил-
глицил-L-лизина)), миметик 1-й петли NGF. Оба 
миметика активировали TrkA-рецептор, PI3K/AKT, 
и обладали нейропротекторным эффектом [2]. ГК-6, 
кроме того, активировал ещё и MEK/MAPK/Erk-
киназный путь [1].

Цель исследования

Целью настоящего исследования было показать, 
что миметик 1-й петли ГК-6, но не миметик 4-й петли 
NGF ГК-2, обладает дифференцирующей активно-
стью.

Материалы и методы

Все манипуляции с клетками выполнялись в строго 
стерильных условиях. Клетки культивировали при 
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температуре 37µ°С, 5 % СО2 в среде ДМЕМ (Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium, HyClone, США), содержащей 
5 % FBS (фетальной бычьей сыворотки, Gibco, США) 
для клеток линий НТ-22 и РС12 и 10 % FBS для нейро-
бластомы человека линии SH-SY5Y, 2мМ L-глутамина 
(ICN Pharmaceuticals, США). Смену культуральной 
среды производили через 24 ч после рассева и каждые 
последующие 3 дня. Рассев на культуральные флако-
ны общей площадью 75 см2 (Corning-Costar, США) 
осуществляли каждую неделю.

Недифференцированые клетки РС12 рассеивали 
с плотностью 3,5 тыс на лунку в среде ДМЕМ с 1 % 
сывороткой FBS. В момент посева в среду культиви-
рования добавляли NGF в качестве положительного 
контроля в конечной концентрации 100 нг/мл (BD 
Bioscience, Великобритания), пептиды ГК-2 и ГК-6 в 
конечных концентрациях 10–5–10–8М. Концентрация 
NGF (≈10–9 М) используется в экспериментах по вы-
явлению нейропротекторной и дифференцирующей 
активности на клетках РС12 [6] и не является токсич-
ной для клеток [16].

В дальнейшем исследуемые пептиды и NGF вно-
сили в среду каждые 48 ч в течение 6 сут. О степени 
дифференцировки клеток судили по форме и размерам 
клеток, количеству и длине отростков. Дифферен-
цированными считались клетки, имевшие отростки 
размером более, чем величина диаметра тела клетки.

Для окраски клеток РС12 на нейрональный маркер 
бета-тубулин 3 (Abcam, Великобритания) пептиды 
вносили по той же схеме. После этого клеточную 
среду отбирали, клетки промывали 2 раза холодным 
PBS и фиксировали 4 % формальдегидом в PBS. 
Окрашивание клеток антителами на бета-тубулин 3 
 в разведении 1:100 проводили в течение ночи при  
4 °С в PBS, содержащем 1 % BSA и 0,1 % Tween. В ка-
честве вторичных использовали антитела козы против 
иммуноглобулина кролика конъюгированные флуо-
ресцентным красителем DyLight 488 (Abcam, США) 
в разведении 1:250 в течение 1 ч. Фотографирование 
клеток проводили с использованием флуоресцентно-
го микроскопа Nikon Eclipse TS100-F (Япония) при 
увеличении µ100.

Результаты и обсуждение

Для определения дифференцирующей активности 
пептидных миметиков фактора роста нервов исполь-
зовали клетки феохромоцитомы крысы линии РС12. 
Известно, что эти клетки содержат TrkА рецепторы 
и при добавлении NGF дифференцируются по ней-
рональному типу [5]. 

Дипептидный миметик ГК-2 в отличие от NGF не 
вызывал дифференцировку клеток линии РС12 ни в 
одной из исследуемых концентраций от 10–5 до 10–8 М. 
Внешний вид клеток РС12 после обработки ГК-2 не 
отличался от контроля, образование отростков не 
наблюдалось (рис. 1).

В то же время на 6-й день после внесения в среду 
культивирования ГК-6 в конечной концентрации 10–6 М 
недифференцированные клетки РС12 образовывали 
цитоплазматические отростки, величина которых 
превышала диаметр клетки (см. рис. 1).

Для подтверждения дифференцировки клеток 
РС12 по нейрональному типу  было использовано 
окрашивание на нейрональный маркер бета-тубулин 
III, поскольку последний экспрессируется в дендритах, 
аксонах и окончаниях аксонов нейронов исключи-
тельно при дифференцировке клеток по нейрональ-
ному типу [4, 11]. Как видно на рис. 2, в терминалях 
дифференцированных клеток РС12 как под действием 
ГК-6 (10–6 М), так и NGF (≈10–9 М) действительно 
обнаруживается бета-тубулин III.

Таким образом, дипептидный миметик 1-й петли 
фактора роста нервов ГК-6 вызывает дифференциров-
ку клеток РС-12 по нейрональному типу.

Полученные нами данные об отсутствии диффе-
ренцирующего действия у ГК-2, который активирует 
Akt-путь и не активирует Erk и наличия дифференци-
рующей активности у ГК-6, который активирует оба 
сигнальных пути, согласуются с данными литературы 
[3, 8] о необходимости активации MEK/MAPK/Erk-
киназного пути для дифференцировки клеток по 
нейрональному типу.

Таким образом, выявленная нами способность у 
исследованных пептидов вызывать дифференцировку 
(ГК-6) либо отсутствие таковой (ГК-2) свидетельствует 
в пользу того, что разные петли NGF могут быть от-
ветственны за разные функции этого белка.

При изучении активации TrkA рецептора после 
внесения ГК-2 и ГК-6 нами были использованы анти-
тела на TrkA, содержащий фосфорилированный ти-
розин Y490. Было показано, что оба этих дипептида 
вызывали фосфорилирование TrkA рецептора по этому 
тирозину. При этом ГК-2 и ГК-6 имели разный пат-
терн активации пострецепторных сигнальных киназ. 
Можно предположить, что фосфорилирование других 
тирозиновых последовательностей вовлечено в акти-
вацию разных пострецепторных сигнальных путей 
под действием димерных миметиков разных петель 
фактора роста нервов и, в конечном итоге, в дивер-
генцию функций NGF. Согласно данным литературы, 
существует несколько тирозиновых остатков, фосфо-
рилирование которых приводит к активации внутри-
клеточных сигнальных путей. Три из них, Y670, Y674 и 
Y675, представлены в активирующей петле киназного 
домена и регулируют киназную активность рецептора. 
Фосфорилирование этих остатков необходимо для 
конформационных изменений, обеспечивающих вза-
имодействие каталитического центра и С-концевых 
последовательностей тирозина. Фосфорилирование 
Y785 связано с активацией фосфолипазы PLС-γ, от-
ветственной за процесс клеточной дифференцировки 
и активацию Erk1/2 [8]. Мутация хотя бы одного из 
трёх остатков Y670, Y674 и Y675 активирующей петли 
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Контроль NGF 10–9M

ГК-2 10–6М ГК-6 10–6М

Рис. 1. Дифференцировка клеток PC-12 после внесения NGF, ГК-2 и ГК-6. Фазовый контраст. Увеличение ×µ200
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NGF 10–9M

ГК-6 10–6М

Контроль

ГК-2 10–6М

Рис. 2. Обнаружение нейронального маркера µβ-тубулина III после внесения NGF, ГК-2 и ГК-6 в культуру кле-
ток феохромацитомы крысы PC-12. Увеличение ×µ200. Иммуногистохимическое окрашивание антителами к µ 
β-тубулину III
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полностью предотвращают фосфорилирование Y785 
и последующую активацию Erk1/2 и PLС-γ. Фосфо-
рилирование Y499 приводит к активации адапторного 
белка Shc, фосфорилирование Y760 – к активации PI3 
киназы, Y794 – к активации PLС-γµ [15]. Отдельные 
мутации этих трёх остатков тирозина ингибируют рост 
нейритов в культуре клеток РС12 [9].

Кроме того, существует также независимый от 
фосфорилирования остатка 490 путь, приводящий 
к дифференцировке и повышению выживаемости 
клеток через другие адаптеры. Например, имеются два 
дополнительных адаптера, rAPS и SH2-B, фосфори-
лирующиеся при активации Trk-рецептора. Они могут 
образовывать гомо- и гетеродимеры и образовывать 
комплекс с адаптерным белком Grb2, обеспечивающий 
проведение сигнала через белок SOS к Ras/МАРК/ERk 
и через комплекс белков Ras/Gab к фосфоинозитол-
3-киназе. Показано, что использование антител к 
SH2-B препятствует NGF-зависимой выживаемости, 
активации Erk и аксональному росту симпатических 
нейронов [14].

Arevalo J. et al. указывают на наличие ещё одного 
сигнального комплекса, ответственного за селектив-

ную активацию Erk-киназ [3]. Этот комплекс образу-
ется после взаимодействия трансмембранных доменов 
TrkА и ARMS. Тирозин Y1096 ARMS фосфорилируется 
после связывания нейротрофинов с рецепторами и 
обеспечивает образование докинг сайтов для CrkL, 
приводящее к Rap1-зависимой долговременной ак-
тивации Erk-киназ. Нарушения взаимодействия Trk с 
ARMS или ARMS с CrkL (белком, содержащим домен 
SH2 и два домена SH3 (src-гомологичные домены)) с 
помощью мутаций тирозина Y1096 ARMS существенно 
снижает пролонгированный нейротрофиновый сигна-
линг Erk, но не влияет на Ras или Akt активацию [3].

Таким образом, конечный ответ клетки на разные 
сигналы бывает различным, в зависимости от перво-
го участника проведения сигнала от TrkA-рецептора. 
Активация под действием ГК-2 или ГК-6 одного или 
двух сигнальных каскадов, а также наличие или от-
сутствие дифференцирующего действия может быть 
связано, в частности, с фосфорилированием тирози-
новых остатков, отличных от Y490 и далее различных 
вариантов образующихся комплексов адаптерных 
белков, участвующих в трансдукции сигнала, что 
требует дальнейшего изучения.
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Содержание возбуждающих и тормозных амино-
кислот в мозге крыс при литий-пилокарпиновых 
судорогах и на фоне предварительного введения 
леветирацетама и нового производного рацетама 

ГИЖ-290
Ковалёв И.Г., Боков Р.О., Кудрин В.С., Воронина Т.А., Ковалёв Г.И.

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

Резюме. С помощью метода ВЭЖХ с флуоресцентной детекцией изучено влияние нового производного рацетама с противо-
судорожной активностью (2-оксо-4-фенилпирролидин-1-ил)уксусной кислоты; ГИЖ-290) и вещества сравнения леветирацетама 
на содержание нейроактивных аминокислот аспартата, глутамата, таурина, глицина и ГАМК в гомогенатах гиппокампа и префрон-
тальной коры (ПФК) мозга крыс. В гиппокампах интактных крыс ГИЖ-290 (5 мг/кг, в/б) повышал уровни глутамата, глицина и ГАМК 
на 22, 42 и 28%, а леветирацетам (600 мг/кг), напротив, приводил к снижению этих показателей на 18, 26 и 26 %. На максимуме 
литий-пилокарпиновых судорог обнаруживалось уменьшение концентрации аспартата (-19 %) и увеличение глицина в ПФК (+24 %). 
Предварительное введение ГИЖ-290 и леветирацетама не влияло на эти показатели, но вызывало возрастание концентраций 
таурина в гомогенатах ПФК. Таким образом, изученные показатели не являются маркерами противосудорожного действия леве-
тирацетама и ГИЖ-290, но указывают на различия в механизмах формирования их противосудорожного эффекта.

Ключевые слова: нейроактивные аминокислоты, «литий-пилокарпиновая» модель судорог, леветирацетам, производное 4-фе-
нил-пирролидона, гиппокамп, префронтальная кора, крысы

The brain excitatory and inhibitory amino acids content in rats with lithium-pilocarpine-evoked seizures and after  
the preliminary administration of levetiracetam and novel racetam derivative GIZH-290

Kovalev I.G., Bokov R.O., Kudrin V.S., Voronina T.A., Kovalev G.I.
FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow

Resume. The effects of a new racetam derivative with anticonvulsant activity GIZh-290 (2-oxo-4-phenylpyrrolidin-1-yl) acetic acid 
and levetiracetam for the content of neuroactive amino acids aspartate, glutamate, taurine, glycine and GABA in homogenates of the 
hippocampus and prefrontal cortex (PFC) of rat brain using the HPLC method with fluorescent detection were studied. In the hippocampi 
of intact rats HIZh-290 (5 mg/kg, ip) increased the levels of glutamate, glycine and GABA by 22, 42 and 28 %, and levetiracetam  
(600 mg/kg), on the contrary, reduced them by 18, 26 and 26 %. At the maximum of lithium-pilocarpine seizures, a decrease in the 
content of aspartate (-19 %) and an increase in glycine in the PFC (+24 %) were detected. Preliminary administration of GIZh-290 and 
levetiracetam did not affect these parameters, but caused an increase in taurine concentrations in the PFC homogenates. Thus, the 
indicators studied are not markers of anticonvulsant action of levetiracetam and GIZH-290, but indicate differences in the mechanisms 
of the drugs anticonvulsant effect formation.

Keywords: neuroactive amino acids, "lithium-pilocarpine" model of seizures, levetiracetam, 4-phenyl-pyrrolidone derivative, hippocampus, 
prefrontal cortex, rats
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Введение

Леветирацетам обладает не только уникальным 
противоэпилептическим эффектом [1], но и спец-
ифическим профилем действия на животных моделях 
[2]. Одной из моделей является т. н. «литий-пило-
карпиновая», адекватная для тестирования ПЭП, 
эффективных по отношению к парциальным и вто-
рично-генерализованным судорогам, блокирующих 
эпилептогенез, а также проявляющих активность 
при индуцированном судорогами поведенческом 
дефиците [3].

В 2016–2017 гг. нами было обнаружено и фар-
макологически охарактеризовано новое произво-
дное рацетама, 2-оксо-4-фенилпирролидин-1-ил)
уксусной кислоты (ГИЖ-290), значительно превос-
ходящее леветирацетам не только по специфической 
противосудорожной активности [4], но и по спектру 
поведенческой активности [5].

Целью настоящей работы стало сравнение влияний 
ГИЖ-290 и леветирацетама на содержание тормозных 
(ГАМК, таурина, глицина) и возбуждающих (глу-
тамата, аспартата) аминокислот в префронтальной 
коре (ПФК) и гиппокампе мозга у нативных крыс,  
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а также при литий-пилокарпиновых судорогах на фоне 
предварительного введения обоих веществ.

Материалы и методы

Животные: самцы белых аутбредных крыс (200–250 г) 
были поставлены из питомника «Столбовая» (Москов-
ская обл., РФ) и помещены в условия с контролируемой 
постоянной температурой и влажностью (40–60 %) 
воздуха, регулярно сменяемым циклом день–ночь  
(12 ч–12 ч), доступом к воде и еде ad libitum. Органи-
зация экспериментов соответствовала этическим нор-
мам, регламентирующим эксперименты на животных 
(Европейская конвенция о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в иных 
научных целях: EST № 123 от 18 марта 1986 г., Страсбург;  
Об утверждении правил лабораторной практики: приказ 
Министерства здравоохранения Российской Федерации 
№ 267 от 19 июня 2003 г. М., 2003).

Вещества: пилокарпин, хлорид лития (оба Sigma, 
St. Louis, МО); леветирацетам (Некст Фарма САС 17, 
Франция); производное 4-фенил-пирролидона-2  
(ГИЖ-290) синтезировано в Отделе химии ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В.Закусова».

Литий-хлорид-пилокарпиновая модель судорог. Экс-
перименты проводили на аутбредных крысах-самцах 
массой 220–240 г. Согласно принятому протоколу [1, 6], 
животным вводили водный раствор хлорида лития –  
127 мг/кг (в/б), а через 16 ч – пилокарпин (в/б) в дозе 
40 мг/кг. В результате у 97–100 % животных развива-
ется эпилептический статус и гибель. Леветирацетам 
и ГИЖ-290 вводили внутрибрюшинно за 40 мин до 
введения пилокарпина.

Животные были случайным образом разделены на  
6 групп по 7 особей в каждой. Группа I: контроль (физра-
створ); группа II: леветирацетам (600 мг/кг, в/б); группа 
III: ГИЖ-290 (5 мг/кг, в/б); группа IV: LiCl+пилокарпин 
и физраствор; группа V: LiCl+пилокарпин и левети-
рацетам; группа VI: LiCl+пилокарпин и ГИЖ-290. 
Декапитацию крыс проводили через 40 мин после по-
следних инъекций, фронтальную кору и гиппокампы 
извлекали на льду, быстро замораживали в жидком 
азоте и сохраняли в криопробирках при –80 °С для 
проведения хроматографического анализа.

Хроматография. Определение содержания тормоз-
ных (ГАМК, глицин, таурин) и возбуждающих (аспартат, 
глутамат) нейромедиаторных аминокислот в экстрактах 
ткани мозга проводили методом ВЭЖХ с флуоресцент-
ной детекцией, согласно модифицированной методике 
[7]. Поскольку исследуемые аминокислоты в нативной 
форме являются очень слабыми хромофорами (не 
флюоресцируют и не поглощаются в UV области), 
для устойчивой детекции они были предварительно 
дериватизированы ортофталевым диальдегидом (ОФА), 
который обладает флуоресцентными свойствами и, 
вступая в реакцию с аминокислотой, образует флуорес-
цирующий комплекс. Для деривации аминокислот к  

25 мкл супернатанта добавляли 25 мкл 0,1 М боратного 
буфера и 10 мкл о-фталальдегид-сульфитного реактива 
в 0,1 М боратном буфере (рН 9,5). ГАМК, аспартат, 
глутамат, таурин, глицин в начальной концентрации 
0,1 мкМ/мл в 0,1 н НClО4 использовали в качестве 
стандартной смеси для калибровки.

Через 20 мин после инкубации при комнатной 
температуре, 20 мкл реакционной смеси наносили на 
колонку Hypersil ODS 5 mkM, 4,6 × 250. Регистрацию 
продуктов разделения проводили на флюоресцентном 
детекторе Agilent 1100, США, при длине волны воз-
буждения 230 нм и длине волны эмиссии 392 нм. Под-
вижная фаза для определения нейромедиаторных ами-
нокислот состояла из 0,06 M NaH2PO4 × 

H2O, 0,0032 M 
Na2HPO4, 0,025 mМ ЭДТА, и 1,24 mM CH3OH, pH 5,6. 
Скорость подвижной фазы составляла 1,5 мл/мин.

Cтaтиcтичecкую oбpaбoтку экcпepимeнтaльных 
дaнных пpoвoдили c пoмoщью пpoгpaммы Statisti-
ca 6.0 с привлечением мeтoдов пapaмeтpичecкoй и 
нeпapaмeтpичecкoй cтaтиcтики (t-тест Стьюдента, 
тест Манна–Уитни). Тканевое содержание аминокис-
лот выражали в мкмоль/мг сырой ткани. В таблицах 
пpeдcтaвлeны cpeдниe знaчeния c учётoм cтaндapтнoй 
oшибки cpeднeгo (mean ± S.E.M).

Результаты и обсуждение

На первом этапе исследования изучали влия-
ние леветирацетама (ЛВТ, 600 мг/кг, в/б) и ГИЖ-290  
(5 мг/кг, в/б) на содержание возбуждающих (глутамата 
и аспартата) и тормозных (ГАМК, таурина, глицина) в 
префронтальной коре (ПФК) и гиппокампе нативных 
крыс (группы II и III). Было показано (табл. 1), что под 
воздействием ЛВТ в гиппокампе происходит увеличение 
концентрации глутамата до 9,17 ± 0,66 мкмоль/мг сырой 
ткани (контроль – 7,5 ± 0,44 мкмоль/мг), глицина до 
2,01 ± 0,21 (контроль – 1,42 ± 0,13 мкмоль/мг), а также 
ГАМК – до 6,57 ± 0,42 мкмоль/мг по сравнению с 5,14 ± 
± 0,36 в контроле (для всех р < 0,05).

Напротив, в аналогичных условиях ГИЖ-290 про-
являл выраженную тенденцию к снижению уровней 
этих аминокислот в гиппокампе: 6,14 ± 0,51 мкмоль/мг 
для глутамата, 1,05 ± 0,07 мкмоль/мг (оба р < 0,1) для 
глицина и 3,79 ± 0,30 мкмоль/мг для ГАМК (р < 0,05). 
В образцах ПФК никаких значимых изменений ами-
нокислот не наблюдалось, равно как и в гиппокампах 
для аспартата и таурина (табл. 1).

Таким образом, значимые изменения в мозге натив-
ных крыс наблюдаются только в гиппокампах, причём 
под воздействием ЛВТ содержание глутамата, глицина 
и ГАМК возрастают, соответственно, на 22, 42 и 28 % 
по сравнению с контролем (p < 0,05), тогда как после 
введения ГИЖ-290, напротив, происходит уменьшение 
уровней ГАМК (–26 %; p < 0,05), а также в некоторой 
степени глутамата и глицина (0,05 < p < 0,10). 

На следующем этапе тканевые уровни нейроактив-
ных аминокислот измеряли на пике судорог, вызванных 
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комбинацией литий+пилокарпин. Результаты свиде-
тельствуют, что в фазе, соответствующей максимуму 
судорожной активности, в группе IV происходит не-
которое снижение концентрации аспартата в ПФК 
(0,05 < p < 0,10) и гиппокампе (–20 %; p < 0,05), а 
также возрастание уровней глутамата (0,05 < p < 0,10) 
и глицина (+24 %; p > 0,05) в ПФК (табл. 2).

Предварительное введение ни ЛВТ (группа V), 
ни ГИЖ-290 (группа VI) не изменяло описанных 
выше эффектов просудорожной комбинации литий + 
+ пилокарпин. Кроме того, под влиянием обоих ве-
ществ обнаруживалось увеличение уровней таурина 
в ПФК, более выраженное для ГИЖ-290: +21 % по 
сравнению с группой IV (табл. 2). Таурин относится к 
нейроактивным аминокислотам тормозного действия, 
вызывающим гиперполяризацию и ингибицию разряда 
нейронов. Существует предположение, что таурин за-
щищает нейроны от глутаматной токсичности, снижая 

внутриклеточное содержание кальция и последующие 
события для обзора см. [8].

Принято считать, что системное введение пилокар-
пина вызывает судороги, которые избирательно пода-
вляются с помощью ПЭП, модулирующих ГАМКерги- 
ческую нейропередачу [9]. Хотя убедительные дан-
ные о прямом воздействии ЛВТ на ГАМК-систему 
пока отсутствуют, но у крыс после введения 375 мг/кг  
пилокарпина было описано снижение уровня аспар-
тата, возрастание глутамина и ГАМК при неизмен-
ности концентрации глицина. Защитное действие 
леветирацетама (34 мг/кг) выражалось в увеличении 
аспартата и уменьшении глутамина, ГАМК, а также 
глицина [10]. 

В наших экспериментах изменений концентраций 
этих аминокислот не отмечено ни под воздействием 
комбинации литий + пилокарпин, ни при предвари-
тельном введении обоих веществ, что не позволяет счи-

Таблица 1

Влияние леветирацетама (ЛВТ) и ГИЖ-290 на содержание (мкмоль/мг ткани) нейроактивных аминокислот  
в мозге интактных крыс (m + S.E.M.)

Аминокислоты Структура мозга Контроль (n = 15) ЛВТ (n = 7) ГИЖ-290 (n = 7)

Аспартат
ПФК 2,30 ± 0,07 2,36 ± 0,12 2,22 ± 0,14

Гиппокамп 1,66 ± 0,09 1,88 ± 0,15 1,42 ± 0,08

Глутамат
ПФК 7,28 ± 0,20 6,95 ± 0,21 7,52 ± 0,39

Гиппокамп 7,5 ± 0,44 9,17 ± 0,66* 6,14 ± 0,51#

Глицин
ПФК 3,74 ± 0,12 3,93 ± 0,19 3,57 ± 0,24

Гиппокамп 1,42 ± 0,13 2,01 ± 0,21* 1,05 ± 0,07#

Таурин
ПФК 12,30 ± 0,47 11,2 ± 0,30 13,0 ± 0,94

Гиппокамп 14,0 ± 1,24 16,50 ± 2,37 11,2 ± 0,84

ГАМК
ПФК 3,57 ± 0,16 3,23 ± 0,21 3,86 ± 0,28

Гиппокамп 5,14 ± 0,36 6,57 ± 0,42* 3,79 ± 0,30*

Примечание: #/* – достоверность отличия от Контроля при р < 0,1/0,05 (критерий Манна-Уитни).

Таблица 2

Влияние профилактического введения леветирацетама (ЛВТ) и ГИЖ-290 на содержание нейроактивных аминокислот 
(мкмоль/мг ткани) в мозге крыс с вызванными литий-пилокарпиновыми судорогами (m + S.E.M.)

Аминокислоты Структура мозга
Контроль  
(n = 15)

Ф.р.+ Токсин  
(Li + пилокарпин) (n = 7)

ЛВТ + Токсин  
(n = 7)

ГИЖ-290 + Токсин
(n = 7)

Аспартат
ПФК 2,30 ± 0,07 2,00 ± 0,13# 2,10 ± 0,18# 1,83 ± 0,05*

Гиппокамп 1,66 ± 0,09 1,34 ± 0,10* 1,38 ± 0,07# 1,30 ± 0,06*

Глутамат
ПФК 7,28 ± 0,20 7,99 ± 0,20# 8,00 ± 0,37# 7,27 ± 0,48

Гиппокамп 7,50 ± 0,44 7,64 ± 0,38 6,93 ± 0,47 7,46 ± 0,41

Глицин
ПФК 3,74 ± 0,12 4,63 ± 0,13* 4,72 ± 0,22* 4,59 ± 0,28*

Гиппокамп 1,42 ± 0,13 1,17 ± 0,05 1,18 ± 0,12 1,28 ± 0,09

Таурин
ПФК 12,30 ± 0,47 13,30 ± 0,72 14,60 ± 1,44# 16,10 ± 1,0*,^

Гиппокамп 14,0 ± 1,24 15,3 ± 1,83 12,9 ± 0,98 14,6 ± 0,44

ГАМК
ПФК 3,57 ± 0,16 4,02 ± 0,24 3,78 ± 0,13 4,05 ± 0,12#

Гиппокамп 5,14 ± 0,36 4,92 ± 0,12 4,80 ± 0,27 5,94 ± 0,60
Примечание: #/* – достоверность отличия от Контроля при р < 0,1/0,05; ^ – достоверность отличия от группы IV (критерий Манна–Уитни).
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тать изученные показатели нейрохимическими марке-
рами противосудорожного эффекта ЛВТ и ГИЖ-290. 
Вместе с тем, разнонаправленность влияний обоих 
веществ с рацетамовой структурой на уровни глута-
мата, глицина и ГАМК в гиппокампах нативных крыс 
(увеличение под влиянием ЛВТ и уменьшение после 
ГИЖ-290) допускает предположение о различиях 
механизмов их противосудорожных эффектов.

Выводы
1. Новое производное рацетама, 2-оксо- 

4-фенилпирролидин-1-ил)уксусной кислоты (ГИЖ-290) 
в дозе 5,0 мг/кг через 80 мин после в/б введения вы-
зывает в гиппокампах интактных крыс увеличение 
содержания глутамата, глицина и ГАМК на 22, 42 и  
28 %, соответственно. Вещество сравнения леветира-
цетам (600 мг/кг), напротив, приводит к снижению 
этих показателей на 18, 26 и 26 %, соответственно.

2. В условиях моделирования судорожного состо-
яния у крыс, вызываемого комбинацией литий + пи-
локарпин, обнаруживается уменьшение концентрации 
аспартата в гиппокампе на 19 % и повышение уровня 
глицина в префронтальной коре мозга на 24 % отно-
сительно контроля.

3. Предварительное введение ГИЖ-290 и леветира-
цетама практически не влияет на указанные показатели, 
но вызывает рост концентрации аминокислоты таурина 
в гомогенатах префронтальной коры мозга крыс, более 
выраженное у ГИЖ-290.

4. Полученные результаты не позволяют рассма-
тривать изученные показатели маркерами противо-
судорожного действия леветирацетама и ГИЖ-290, но 
указывают на различия в механизмах формирования их 
противосудорожного эффекта.
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Значение количественной ЭЭГ в интерпретации 
бензодиазепинового теста у больных  

в вегетативном состоянии
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Резюме. Основной целью проведения бензодиазепинового теста у больных в вегетативном состоянии является поиск прогно-
стически значимых показателей ЭЭГ для оценки функционального состояния мозга. С использованием многопараметрического 
метода анализа ЭЭГ с комплексным исследованием когерентных межзональных связей с топографическим картированием и 
локализацией эквивалентных дипольных источников отдельных ЭЭГ-составляющих получены характерные признаки изменений 
межцентральных нейрональных связей, на разных стадиях вегетативного состояния, получены характерные признаки измене-
ний межцентральных нейрональных связей характерных для вегетативного состояния на фоне болюсного введения диазепама.

Ключевые слова: ЭЭГ, бензодиазепиновый тест, вегетативное состояние

The importance of quantitative EGG for patients in a vegetative state in benzodiazepine test interpretation
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Resume. Using the multiparameter method of EEG analysis with a complex study of coherent interband links with topographic mapping 
and localization of equivalent dipole sources of individual EEG components, characteristic signs of changes in intercentral neuronal 
connections at different stages of a vegetative state were obtained, features of structural and functional interrelations for patients 
in a vegetative state in benzodiazepine test interpretation of which identification can represent and interest for the output prediction 
and selection of adequate therapy.
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Введение

Поиск критериев для дифференциального диагноза 
минимального сознания, устойчивого вегетативного 
состояния, комы и смерти мозга продолжает оста-
ваться важным для неврологов и проблемы всё ещё 
не решены. Определение «вегетативное состояние», 
предложенное в 1992 году ассоциацией неврологов 
США, получило широкое распространение и при-
знание [1–5]. Одной из наиболее важных проблем, с 
которыми сталкиваются фармако-ЭЭГ исследования, 
является трудность оценки эффектов препаратов у 
больных в критических состояниях. Количествен-
ная фармако-ЭЭГ представляет собой ценный метод 
определения как при контроле дозировки препарата, 
так и для демонстрации влияния препаратов на опре-
делённые структуры мозга, что было недоступно при 
визуальном анализе ЭЭГ. Остаётся важным вопрос о 
прогнозировании по картине ЭЭГ восстановления 
нормальной деятельности мозга, определении состоя-
ния его жизни или смерти. ЭЭГ корреляции являются 
наиболее надёжными для прогнозирования выхода 
больных с устойчивым вегетативным состоянием [6, 7]. 
Исходный паттерн ЭЭГ является отражением функ-

циональной активности устойчивой патологической 
системы [8]. Для прогнозирования результатов лече-
ния больных с устойчивым вегетативным состоянием 
(УВС) предлагается проведение бензодиазепинового 
фармако-ЭЭГ теста: при непрерывной регистрации 
электроэнцефалограммы пациенту внутривенно мето-
дом титрования в возрастающих дозах вводят препарат 
бензодиазепинового ряда короткого действия. Тест 
считается положительным, если на фоне внутривенного 
введения бензодиазепинов наблюдается перестройка 
паттерна ЭЭГ. Исходный паттерн ЭЭГ являлся от-
ражением функциональной активности устойчивой 
патологической системы. Появление в паттерне био-
электрической активности головного мозга на ЭЭГ 
альфа- и бета-волн оценивается как положительный 
прогностический признак, чем ниже доза препарата, 
при которой выявляются положительные перестройки 
ЭЭГ, тем благоприятнее прогноз [9, 10]. 

В настоящем исследовании предпринята попытка 
поиска особенностей структурно-функциональных 
взаимоотношений в интерпретации бензодиазепи-
нового теста у больных в вегетативном состоянии с 
использованием комплексного исследования коге-
рентных межзональных связей с топографическим 
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картированием и локализацией эквивалентных ди-
польных источников отдельных ЭЭГ- составляющих.

Материалы и методы 
Исследование проводилось на базе центра инно-

вационных медицинских технологий (Европейская 
онкологическая клиника) г. Москвы. Регистрация ЭЭГ 
проводилась с использованием 8-канального электро-
энцефалографа Нейрон-спектр 1 (Россия), с установ-
ленными фильтрами на 32 Гц и постоянной по времени 
0,3. Использовался монополярный способ регистрации 
ЭЭГ. 8 активных электродов располагались в соответ-
ствии с международной системой Джаспера «10–20»,  
с охватом основных зон конвекситальной поверхности 
головы: фронтальные, центральные, окципитальные 
и темпоральные. В качестве референтных использо-
вались ушные билатеральные электроды (А1, А2). 
Запись фоновой ЭЭГ проводилась в течение 10 мин 
с проведением функциональных проб (ритмическая 
фотостимуляция). Проведение бензодиазепинового 
теста осуществлял врач анестезиолог-реаниматолог. 
Обязательным условием являлось наличие возмож-
ности проведения искусственной вентиляции лёгких, 
если возникнет необходимость. Для введения пре-
парата бензодиазепинового ряда (диазепам 20 мг/кг) 
заранее устанавливался венозный катетер. 

Компьютерный анализ ЭЭГ осуществлялся с 
помощью программы «BRAINSYS». Программный 
комплекс выполнял следующие функции: ввод в ком-
пьютер многоканальной ЭЭГ и её визуальное редак-
тирование, включающее фильтрацию (использовался 
полосовой фильтр в интервале частот от 32 до 1,5 Гц), 
выделение артефактов и их устранение из анализиру-
емого отрезка ЭЭГ; спектрально-когерентный анализ 

ЭЭГ и статистическую обработку полученных резуль-
татов. При проведении спектрально-когерентного 
анализа использовались 30-секундные фрагменты 
многоканальной безартефактной записи ЭЭГ. Ко-
герентный анализ проводился для близлежащих и 
удалённых областей мозга в пределах каждого из по-
лушарий и для одноимённых областей мозга правого 
и левого полушарий, что позволяло характеризовать 
короткие и длинные внутри- и межполушарные связи 
соответственно. Средние внутриполушарные связи 
определялись для пар: Fp1 — C3, С3 — O1, О1 — Т5,  
Fp2 — C4, C4 — O2, O2 — T6, Fp2 — O2, Fp1 — O1; 
межполушарные: для Fp1 — Fp2, C3 — C4, O1 — O2, 
T5 — T6. Для исследования пространственной орга-
низации ЭЭГ и взаимосвязей между зонами коры для 
каждой пары анализируемых отведений учитывали 
показатели значений когерентности (КОГ) более 
0,7 в частотном диапазоне 32–1,5 Гц. с шагом в 1 Гц. 
Локализация источников генерации биопотенциалов 
определялась методом эквивалентных дипольных ис-
точников с применением программы «BRAINLOC». 
Перед проведением процедуры для определения зоны 
локализации, отобранные 10-секундные безартефакт-
ные отрезки ЭЭГ подвергались цифровой фильтрации 
в исследуемых диапазонах.

Результаты исследования
При визуальном анализе ЭЭГ учитывались на-

рушения основного ритма и наличие патологических 
знаков. Было показано, что отклонения от нормы 
характеризовались дезорганизацией биоэлектриче-
ской активности, что проявлялось в отсутствии реги-
онарных особенностей с наличием диффузной тета- и 
дельта-активности с признаками пароксизмальной 

Рис. 1. Примеры различных типов ЭЭГ (слева) и топограммы спектров мощности ЭЭГ и КОГ (справа), б-го К-ва 
в вегетативном состоянии, до проведения бензодиазепинового теста
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активности в виде синхронных билатеральных групп 
высокоамплитудных дельта/тета-волн в лобных отде-
лах, во всех отведениях левого полушария регистри-
ровалась отчётливая бета-активность (рис. 1, слева). 

Анализ средних уровней межполушарной КОГ 
в диапазоне дельта- и тета-частот выявил высокий 
уровень межполушарных височно-височных, височ-
но-лобных и центрально-центральных связей, повы-
шение уровня внутриполушарных КОГ отмечалось в 
центрально-лобных и височно-лобных отделах обоих 
полушарий без достоверного различия по полушариям. 
В диапазоне альфа-и бета частот в основном отмеча-
лось снижение среднего уровня КОГ, при этом были 
нарушены полностью межполушарные связи лобных 
отделов полушарий, что отражает функциональное 
рассогласование активности, сохранялись лишь вну-
триполушарные затылочно-височные и затылочно-
центральные связи левого полушария (рис. 1, справа).

При динамическом анализе средних уровней меж-
полушарной КОГ в диапазоне дельта- и тета-частот на 
фоне проводимого теста была выявлена определённая 
последовательность изменений межполушарных свя-
зей: в передних отделах мозга уже на первых минутах 
отмечалось снижение уровня височно-височных, 
височно-лобных и центрально-центральных межполу-
шарных связей и повышение в центрально-затылочных 
и височно-затылочных отделах обоих полушарий. В 
диапазоне альфа-и - бета - частот отмечалось сниже-
ние всех межцентральных связей и усиление среднего 
уровня КОГ для внутриполушарных затылочно-височ-
ных, затылочно-центральных и лобно-центральных, 
височно-центральных связей (рис. 2)

Сравнение двух ЭЭГ- записей с использованием 
метода попарного сравнения показал, что по срав-
нению с фоновой записью на фоне проведения теста 

отмечалось достоверное снижение уровня когерент-
ности дельта-активности для межполушарных височ-
но-височных и лобно-височных связей и коротких 
внутриполушарных лобно-височных и лобно-цен-
тральных связей правого полушария. Вместе с тем, 
в диапазоне бета-активности отмечалось усиление 
связей в средних височно-лобных и височно-заты-
лочных парах и длинных внутриполушарных связей 
в лобно-затылочных парах левого полушария (рис. 3). 

Трёхмерная компьютерная локализация дипольных 
источников пароксизмальной дельта-активности, на-
блюдаемой в виде синхронных билатеральных групп 
высокоамплитудных дельта/тета-волн в лобных отде-
лах выявила источник её генерации в области лобного 
полюса, нижней и средней лобных извилин и верхней 
височной извилины правого полушария. Локализация 
дипольных источников генерализованных разрядов 
бета-активности отмечалась в лобно-височных об-
ластях левого полушария с захватом амигдало-гип-
покампальных структур (рис. 4).

Анализ доминирующих видов пароксизмальной 
активности методом эквивалентных диполей пока-
зал, что изменение характера патологической актив-
ности, наблюдаемое на фоне проводимой терапии, 
сопровождался сменой источников её генерации. На 
фоне болюсного введения диазепама уже на первых 
минутах заметно изменился характер пароксизмаль-
ной активности, что выражалось в значительной ре-
дукции медленноволновых пароксизмов и разрядов 
полиспайков. Анализ пароксизмальной активности 
отобранных отрезков ЭЭГ с цифровой фильтрацией 
в диапазоне частот 20–30 Гц показал снижение ак-
тивности источников её генерации в лимбико-гипо-
таламических структурах и базальных ядрах левого 
полушария. Анализ пароксизмальной активности 

Рис. 2. Примеры различных типов ЭЭГ (слева) и топограммы спектров мощности ЭЭГ и КОГ (справа), б-го К-ва 
в вегетативном состоянии, на фоне проведения бензодиазепинового теста (через 15 минут)
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Рис. 3. Сравнение показателей КОГ двух ЭЭГ- записей (N1 – через час после введения диазепама, N2- фоновая 
запись). Выведены значения t-Стьюдента со знаком (N1 - N2) = 4,23 (достоверные различия при t-2)

Рис. 4. ЭЭГ и трёхмерная локализация источников пароксизмальной дельта и бета-активности больного К-ва,  
(до проведения теста)
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отобранных отрезков ЭЭГ с цифровой фильтрацией в 
диапазоне дельта-частот выявил смещение источни-
ков её генерации в область височных извилин левого 
полушария (рис. 5). 

Обсуждение
ЭЭГ-активность является важным инструментом, 

который позволяет оценивать различные аспекты 
когнитивной остаточной функции, обнаруживать 
наличие сознания и установить способность общения 
пациента с внешним миром при отсутствии мышечных 
реакций. Введение новых компьютерных технологий 
для обработки ЭЭГ позволяет выявить высокоспеци-
фичные ЭЭГ-паттерны у больных с разными вари-
антами критических состояний. В настоящее время 
для оценки пациентов с нарушениями сознания всё 
чаще используется математический анализ электро-
энцефалограмм, и накопленные данные указывают 
на важность ЭЭГ при оценке степени повреждения 
головного мозга и прогноза восстановления сознания 
после тяжёлой черепно-мозговой травмы [11–18].

При нарушениях высших корковых функций воз-
никают картины разрушения сбалансированных в 
норме межцентральных отношений. Показано [19], 
что в коматозных состояниях, особенно при неблаго-
приятном течении патологического процесса, уро-
вень КОГ ЭЭГ глобально падает, происходит распад 
функциональных связей. В наших исследованиях на 
фоне проведения бензодиазепинового теста в диапа-
зоне бета-активности отмечалось усиление средних 
и длинных внутриполушарных связей в лобно-за-
тылочных, височно-затылочных и лобно-височных 
парах левого полушария, что является признаком 
восстановления активности структур среднего мозга и 

диэнцефальных структур, трёхмерная компьютерная 
локализация дипольных источников бета-активности 
выявила источник её генерации в лобно-височных 
областях левого полушария с захватом амигдало-
гиппокампальных структур, что в данном случае про-
гнозировало благоприятный исход, Прогностическая 
точность для пациентов в вегетативном состоянии 
вызывает серьёзную этическую озабоченность, по-
скольку решения о лечении обычно включают в себя 
возможность отмены жизнеобеспечения. 
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Регуляция формирования соединительной ткани  
при спайкообразовании блокаторами медленных 

кальциевых каналов
Скальский С.В.1, Соколова Т.Ф.1, Зырянов С.К.2
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2 – Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования  

«Российский университет дружбы народов», г. Москва

Резюме. Изучены фармакологические эффекты блокаторов медленных кальциевых каналов (БМКК): производных фенилал-
киламина (верапамил), бензотиазепина (дилтиазем), дигидропиридина (нифедипин) в концентрации 0,1 мг/мл культуральной 
среды в регуляции формирования соединительной ткани при перитонеальном спайкообразовании. Эксперименты выполнены на 
89 беспородных белых крысах массой тела 230–240 г на 10-е сутки после моделирования гемоперитонеума в первичной культуре 
перитонеальных фибробластов и макрофагов. Установлено, что развитие спаечного процесса в брюшной полости сопровождается 
чрезмерной пролиферативной активностью исследованных клеток с усилением синтеза белковосвязанного оксипролина и гиа-
луроновой кислоты, провоспалительных цитокинов: TNF-α и IL-1. Верапамил (0,1 мг/мл) подавлял пролиферацию фибробластов, 
препятствовал трансформации моноцитов в макрофаги, снижал избыточную продукцию оксипролина и гиалуроновой кислоты, 
уменьшал синтез провоспалительных цитокинов. Дилтиазем (0,1 мг/мл) оказывал нормализующий эффект на функциональную 
активность перитонеальных фибробластов и макрофагов, избыточную продукцию компонентов межклеточного матрикса и ци-
токинов, однако эффект был менее значим (в среднем на 35,5 %, р < 0,05), чем у верапамила. У нифедипина (0,1 мг/мл) данный 
эффект отсутствовал.

Ключевые слова: верапамил, дилтиазем, нифедипин, фибробласты, макрофаги, оксипролин, гиалуроновая кислота, цитокины

Regulation of connective tissue development by calcium channel blocking agents in adhesion process
Skalskii S.V.1, Sokolova T.F.1, Zyryanov S.K.2
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Resume. It has been studied the pharmacological effects of calcium channel blocking agents (CCBA), the derivatives of phenylalkilamin 
(verapamil), benzothiazepine (diltiazem), dihydropyridine (nifedipine) at a concentration of 0,1 mg/ml of the culture medium in the regulation 
of connective tissues development in the process of peritoneal adhesion. The experiments were carried out on 89 non-native white rats weighing 
230–240 g on the 10th day after hemoperitoneum simulation in the primary culture of peritoneal fibroblasts and macrophages. It was specified 
that the development of peritoneal adhesion was accompanied by excessive proliferative activity of the cells studied with the enhancement of 
the synthesis of protein-bound oxyproline and hyaluronic acid, the pro-inflammatory cytokines, such as TNF-α and IL-1. Verapamil (0,1 mg/ml) 
suppressed the proliferation of fibroblasts, prevented the transformation of monocytes into macrophages, reduced the excess production of 
hydroxyproline and hyaluronic acid, and reduced the synthesis of pro-inflammatory cytokines. Diltiazem (0,1 mg/ml) had a normalizing effect on 
the functional activity of peritoneal fibroblasts and macrophages, the excess production of the intercellular matrix and cytokines, but the effect 
was less significant (on average 35,5 %, p <0,05) than in application of verapamil. In using of nifedipine (0,1 mg / ml) this effect was not detected
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Введение

До 90 % пациентов, перенёсших большие полостные 
хирургические операции и, в частности, от 55 до 100 % 
женщин после гинекологических операций имеют ту 
или иную степень спаечного процесса, а большинство 
применяемых в настоящее время способов профилакти-
ки спайкообразования недостаточно эффективны [1, 2]. 
В этой связи большой интерес представляет исполь-
зование лекарственных средств, способных действо-
вать на патогенетические звенья спаечного процесса 
и прежде всего на основные клетки соединительной 
ткани — фибробласты и клетки их микроокружения. 

В последние годы появились сообщения о действии 
блокаторов медленных кальциевых каналов (БМКК) 
на функциональную активность фибробластов и макро-
фагов, сопровождающуюся уменьшением образования 
послеоперационных эпидуральных и внутрисустав-
ных спаек, келоидных и гипертрофических рубцов 
[3–5]. Однако сведений по предотвращению БМКК 
избыточного образования соединительной ткани в 
брюшной полости при асептическом воспалении брю-
шины практически нет. Более того, БМКК – большая 
и достаточно неоднородная по химической структуре 
группа лекарственных средств, включающая высокоспе-
цифичные в отношении медленных кальциевых каналов 
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(производные фенилалкиламина, бензотиазепина, 
дигидропиридина) и неспецифичные (производные 
прениламина, дифенилпиперазины и др.) препараты. 
Уместно предположить, что БМКК разных групп, даже 
в одной и той же дозе, обладают различной активностью 
в отношении регуляции соединительной ткани. В связи 
с этим возникает необходимость выявления не описан-
ного ранее фармакологического действия у известных, 
зарекомендовавших себя в кардиологической практике 
БМКК: производных фенилалкиламина, бензотиазе-
пина, дигидропиридина на функции перитонеальных 
фибробластов и активность клеток микроокружения. 
Изучение действия фармакологических веществ не-
посредственно на клетки, исключающее влияние бо-
лее сложных каскадов реакций на уровне организма, 
целесообразно проводить культуральным методом. 
Тестирование лекарственных средств на клеточных 
культурах, согласно Российскому законодательству и 
международным нормам биоэтики, является наиболее 
прогрессивным и этичным методом доклинических 
испытаний на живых системах [6].

Целью работы явилось исследование влияния 
БМКК верапамила, дилтиазема и нифедипина на 
морфофункциональные состояния фибробластов и 
макрофагов в культуре перитонеальных клеток крыс, 
перенесших гемоперитонеум.

Материалы и методы

Опыты проводились в первичной культуре пери-
тонеальных фибробластов, инкубируемых совместно 
с макрофагами. Исследовали перитонеальные клетки 
89 беспородных белых крыс с массой тела 230–240 г 
из питомника Института цитологии и генетики СО 
РАН (г. Новосибирск), которым путём введения в 
брюшную полость аутокрови моделировали спаечный 
процесс [7]. Опыты проводили в соответствии с при-
казами МЗ СССР № 755 от 12.08.77 и № 701 от 27.07.78 
об обеспечении принципов гуманного обращения 
с экспериментальными животными. На 10-е сутки 
гемоперитонеума для извлечения клеток перитоне-
альную полость забитых животных дважды промывали  
10 мл среды RPMI-1640, содержащей 250 ЕД гепарина,  
100 ЕД/мл пенициллина, 100 ЕД/мл стрептомицина. 
Образцы перитонеальных смывов центрифугировали 
при 800 об/мин в течение 10 мин для осаждения кле-
точных элементов, которые затем трижды отмыва-
ли средой RPMI-1640 («Sigma») с добавлением 10 % 
эмбриональной телячьей сыворотки, 2 % глутамина, 
100 ЕД/мл пенициллина и 100 ЕД/мл стрептомицина. 
Клеточные суспензии, содержащие 90–95% живых 
клеток, эксплантировали в чашки Петри диаметром 
40 мм с покровными стеклами, обработанными поли-
D-лизином, в 5 мл полной ростовой среды вышеука-
занного состава по 2 µ× 106 ядросодержащих клеток на 
мл среды. Проведено 2 серии экспериментов. В 1-й 
серии в культуре исследовали активированные in vivo, 

при моделировании гемоперитонеума, фибробласты 
и макрофаги (основная группа) и неактивированные 
перитонеальные клетки, забранные у интактных крыс 
(группа сравнения). Во 2-й серии исследовали влияние 
БМКК на культуру активированных фибробластов и 
клеток их микроокружения. Клеточные культуры 2-й се-
рии были разделены на 3 пула клеток, составлявших ис-
следовательские группы. К культуре клеток 1-й группы 
добавляли верапамил (0,1 мг/мл), 2-й группы – дилти-
азем (0,1 мг/мл), 3-й группы – нифедипин (0,1 мг/мл). 
В эксперименте использовали раствор верапамила 0,25 % 
концентрации в ампулах по 2 мл производства ОАО 
«Биосинтез», г. Пенза, Россия; раствор дилтиазема 
(Diltiazem Hydrochloride Injection) производства ком-
пании Hospira во флаконах по 10 мл в концентрации 
5 мг/мл; раствор нифедипина (Адалат) производства 
компании Bayer, Германия, во флаконах по 50 мл в 
концентрации 100 мкг/мл). Контролем служила куль-
тура активированных фибробластов и макрофагов без 
добавления в ростовую среду лекарственных средств 
(основная группа 1-й серии экспериментов). После 
внесения в чашки Петри суспензии клеток и добавле-
ния БМКК в ростовую среду, чашки помещали в СО2-
инкубатор на 24 ч (t – 37 °С, 5 % СО2). По окончании 
культивирования среду сливали, центрифугировали 
(1 500 об/мин, 10 мин), в супернатантах определяли 
количество оксипролина и гиалуроновой кислоты, 
цитокинов: фактора некроза опухолей альфа (TNF-α) 
и интерлейкина-1βµ (IL-1). Покровные стекла окра-
шивали по Романовскому–Гимза. Микроскопию про-
водили с помощью бинокулярного светового микро-
скопа «Zeiss» (Германия) при иммерсионном увеличе- 
нии ×µ1 000. Пролиферативную активность фибро-
бластов оценивали по количеству клеток с морфоло-
гическими признаками митозов путём определения 
митотического индекса (МИ). Исследование макро-
фагальной трансформации моноцитов проводили по 
Т.А. Демченко [8]. Содержание цитокинов TNF-α, 
IL-1β в культуральной жидкости определяли методом 
твёрдофазного иммуноферментного анализа с исполь-
зованием реактивов фирмы «Иммунотех» (Франция) 
на планшеточном фотометре «Multiscan» (Финляндия). 
Основную коллагенсинтетическую функцию фибро-
бластов оценивали по наличию в культуральной среде 
оксипролина – маркера коллагена. Содержание свобод-
ного, суммарного оксипролина и белковосвязанного 
оксипролина определяли по П.Н. Шараеву [9]. Степень 
стимуляции коллагеногенеза фибробластами в культуре 
клеток оценивали по количеству белковосвязанного 
оксипролина. О синтезе гликозаминогликанов фибро-
бластами судили по количеству гиалуроновой кислоты 
в культуральной жидкости, которую определяли по  
П.Н. Шараеву с соавт. [10]. Статистическую обработ-
ку полученных данных проводили с использованием 
программы Microsoft Excel и Statistica 6,0 для Windows. 
Анализ характера распределения полученных данных 
осуществляли по критерию Шапиро–Уилка. Определя-
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лись средняя арифметическая величина (M) и ошибка 
средней (m). Достоверность различий выявляли по 
критерию Стьюдента. Критический уровень значимости 
был принят на уровне р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Морфологические и функциональные характери-
стики перитонеальных фибробластов и макрофагов 
в культуре клеток представлены в табл. 1. Выявлено, 
что в культуре клеток, полученной от интактных крыс 
группы сравнения, пролиферативная активность фи-
бробластов через 24 ч культивирования была низкой. У 
фибробластов, полученных от крыс основной группы, 
через 10 сут после моделирования гемоперитонеума, 
активность митотического процесса в культуре клеток 
была высокой, она в 5,3 раза (p < 0,05) превышала по-
казатели в группе сравнения. При изучении коллаге-
носинтетической функции фибробластов выявлено, 
что в основной группе наблюдалось стимулирование 
образования белковосвязанного оксипролина. Уста-
новлено повышение уровня синтеза оксипролина 
активированными фибробластами основной группы в 
4,2 раза по отношению к группе сравнения (p < 0,05). 
Анализ гиалуроновой кислоты – одного из основных 
компонентов межклеточного матрикса соединитель-
ной ткани, также выявил увеличение её содержания 
в супернатантах клеточных культур активированных 
фибробластов. Отмечено 3-кратное увеличение синтеза 
гиалуроновой кислоты в культуре активированных 
клеток крыс основной группы (р < 0,05).

Исследование клеток микроокружения (моно-
цитов и макрофагов) перитонеальных фибробластов 
выявило, что моноциты, полученные от крыс на 10-е 
сутки гемоперитонеума, демонстрировали в культуре 
высокую способность к трансформации в макрофаги 
(см. табл. 1). В течение 24 ч культивирования 60,5 ±  
± 3,1 % из них дифференцировались в макрофаги, что 
в 2,5 раза превышало показатели группы сравнения. 
Следствием активации макрофагов при моделиро-
вании асептического воспаления брюшины является 
усиленная секреция ими цитокинов, прежде всего 
провоспалительного характера: TNF-α и IL-1. Наи-

более выраженные отклонения регистрировались при 
определении количества TNF-α, которое превышало 
контрольные значения в 19 раз (табл. 1). Это согласу-
ется с имеющимися данными о биологических свой-
ствах данного цитокина, о его участии в процессах 
деструкции и репарации, сопутствующих воспалению, 
способности TNF-α индуцировать пролиферацию 
фибробластов и синтез коллагена при активации фи-
брогенеза на этапах завершения воспаления [11, 12]. 
Известно, что высокая концентрация TNF-α влечёт 
за собой хроническое воспаление, способствует не-
благоприятному течению патологического процесса 
и является ключевым фактором в развитии спаечной 
болезни [13]. Наряду с усилением выработки TNF-α, 
в культуре клеток основной группы наблюдалось из-
менение уровня IL-1, которое достигало 3,6-кратного 
увеличения по сравнению с группой сравнения (см. 
табл. 1). Известно, что IL-1 индуцирует пролиферацию 
фибробластов и такие изменения их функционирования 
способствуют развитию фиброза [14]. Под влиянием 
IL-1 усиливается формирование рубцов, связанное с 
повышенным образованием соединительной ткани [15].

Исследования, проведённые во 2-й серии экспери-
ментов по определению влияния БМКК (верапамила, 
дилтиазема, нифедипина) на культуру активированных 
фибробластов и макрофагов, выявили, что добавление 
верапамила к культуре клеток (1-я группа) в концентра-
ции 0,1 мг/мл предотвращало чрезмерную активацию 
фибробластов и клеток моноцитарно-макрофагального 
ряда (табл. 2). В присутствии верапамила количество 
оксипролина и гиалуроновой кислоты в культураль-
ной среде через 24 ч инкубации также было ниже (1-я 
группа), чем в контроле. Исследование уровней TNF-α 
и IL-1 выявило, что введение в культуру клеток вера-
памила предотвращало повышение наработки данных 
цитокинов (см. табл. 2).

Выявление наличия фармакологического эффекта у 
дилтиазема в концентрации 0,1 мг/мл в отношении пе-
ритонеальных фибробластов и макрофагов, оценка его 
выраженности по сравнению с верапамилом показали, 
что дилтиазем, хотя и снижает чрезмерную функцио-
нальную активность данных клеток соединительной 
ткани, но его нормализующее действие менее выраже-

Таблица 1

Морфофункциональные показатели перитонеальных фибробластов и макрофагов (M±m)

Показатели
Группы

основная сравнения

МИ фибробластов, % 12,3 ± 0,4* 2,3 ± 0,2

Оксипролин, мкмоль/л 26,7 ± 1,7* 6,5 ± 0,4

Гиалуроновая кислота, ммоль/л 1,6 ± 0,12* 0,5 ± 0,03

МТМ, % 60,5 ± 3,1* 24,1 ± 5,2

TNF-a, пг/мл 321,3 ± 21,1* 17,1 ± 1,8

IL-1, пг/мл 54,4 ± 4,2* 14,9 ± 2,1
Примечание: * – достоверность различий между группами, p < 0,05



¹ 4. 2017 49 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

но, чем у верапамила (см. табл. 2). Добавление к куль-
туральной среде дилтиазема в концентрации 0,1 мг/мл 
приводило к статистически значимому в сравнении с 
контролем снижению уровней митозов фибробластов, 
макрофагальной трансформации моноцитов, коллаге-
на и гиалуроновой кислоты, TNF-α и IL-1 (р < 0,05). 
Нифедипин в концентрации 0,1 мг/мл не оказывал 
действия на культуру активированных фибробластов 
и макрофагов, не влиял на количество оксипролина и 
гиалуроновой кислоты, уровни TNF-α и IL-1. Различия 
между группами с нифедипином (3-я группа) и кон-
тролем были статистически недостоверны (см. табл. 2).

Таким образом, в результате проведённых экспери-
ментов выявлено, что при развитии спаечного процесса 
в брюшной полости через 10 дней после моделирования 
гемоперитонеума наблюдалась чрезмерная активация 
перитонеальных фибробластов и усиление функцио-
нальной активности клеток микроокружения – ма-
крофагов при совместном их культивировании in vitro. 
Активация фибробластов реализовалась 5,3-кратным 
увеличением митотической активности клеток (р < 0,05) 
и синтеза ими основных компонентов межклеточного 
матрикса соединительной ткани: 4,2-кратным повы-
шением уровня оксипролина (р < 0,05) и 3-кратным – 
гиалуроновой кислоты (р < 0,05). Избыточная актив-
ность макрофагов проявлялась 2,5-кратным ростом 
макрофагальной трансформации моноцитов (р < 0,05), 
19-кратным увеличением количества TNF-α (р < 0,05), 
3,6-кратным – IL-1 (р < 0,05).

Исследование не описанного ранее фармакологи-
ческого действия БМКК на клетки соединительной 
ткани показало, что верапамил и дилтиазем оказывали 
различное нормализирующее влияние на усиленную 
асептическим воспалением брюшины пролифератив-
ную активность и основную синтезирующую функцию 
фибробластов и макрофагов. Наиболее выраженный 
модулирующий эффект на культуру клеток оказывал 
верапамил в концентрации 0,1 мг/мл. Выявленные 
фармакологические эффекты верапамила в отношении 
перитонеальных фибробластов реализовались прямым 
угнетением пролиферативной и синтетической актив-
ности последних, а также моделированием функци-
ональной активности их микроокружения, прежде 

всего клеток системы мононуклеарных фагоцитов. В 
культурах фибробластов и макрофагов, инкубируемых 
с верапамилом, активность митотического процесса 
уменьшалась более значимо, чем с дилтиаземом. Син-
тез белковосвязанного оксипролина, гиалуроновой 
кислоты, TNF-α и IL-1 в культуре активированных 
клеток при действии верапамила также был ближе к 
показателям в культуре клеток интактных крыс, чем 
при действии дилтиазема. Результаты исследований 
in vitro позволяют утверждать, что присутствие в ин-
кубационной среде таких БМКК, как верапамил и 
дилтиазем, оказывают дозозависимое влияние на мор-
фофункциональные характеристики перитонеальных 
клеток в культуре, течение процессов пролиферации и 
синтеза компонентов межклеточного матрикса, про-
воспалительных цитокинов. У нифедипина эффекта 
влияния на клетки соединительной ткани (чрезмерную 
пролиферативную и синтетическую активность пери-
тонеальных фибробластов и макрофагов) выявить не 
удалось. Различия между изученными показателями 
в культурах клеток с добавлением нифедипина и без 
него были статистически недостоверны.

Выводы
1. Моделирование гемоперитонеума вызывает по-

вышение (в среднем 6-кратное) пролиферативной 
активности фибробластов в культуре, их коллаген-
синтетической функции, продукции ими гиалуроно-
вой кислоты, усиливает функциональную активность 
макрофагов, увеличивая темпы их трансформации из 
моноцитов, синтез провоспалительных цитокинов 
TNF-α и IL-1.

2. Верапамил (0,1 мг/мл) в культуре клеток тормозит 
чрезмерную при гемоперитонеуме митотическую актив-
ность перитонеальных фибробластов и макрофагальную 
трансформацию моноцитов, снижает избыточную 
продукцию оксипролинана и гиалуроновой кисло-
ты, уменьшает синтез провоспалительных цитокинов 
TNF-α и IL-1.

3. Дилтиазем (0,1 мг/мл) оказывает менее значимый 
(в среднем на 35,5 %, р < 0,05), чем верапамил, нор-
мализующий эффект на функционильные показатели 
фибробластов и макрофагов в культуре.

Таблица 2

Влияние БМКК на морфофункциональные показатели перитонеальных фибробластов и макрофагов (M ± m)

Показатели Верапамил Дилтиазем Нифедипин

МИ фибробластов, % 5,1 ± 0,1* 9,4 ± 0,3* 11,5 ± 0,3

Оксипролин, мкмоль/л 8,9 ± 0,2* 14,3 ± 1,1* 23,1 ± 0,5

Гиалуроновая кислота, ммоль/л 0,98 ± 0,05* 1,28 ± 0,06* 1,48 ± 0,08

МТМ, % 36,2 ± 2,6* 47,3 ± 2,9* 56,1 ± 3,4

TNF-a, пг/мл 97,4 ± 6,8* 198,1 ± 10,1* 271,2 ± 14,2

IL-1, пг/мл 27,1 ± 2,6* 39,8 ± 2,3* 47,4 ± 3,9
Примечание: * – достоверность различий между 1-й группой (верапамил), 2-й группой (дилтиазем), 3-й группой (нифедипин) и контролем 
(основная группа, табл. 1), p < 0,05.
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4. У нифедипина (0,1 мг/мл) эффект влияния на 
клетки соединительной ткани в культуре на этапе про-
лиферации и завершения процесса воспаления при 
гемоперитонеуме отсутствует. Нифедипин не тормозит 

чрезмерную митотическую и коллагенсинтетическую 
активность перитонеальных фибробластов, не обеспе-
чивает ограничение макрофагальной трансформации 
моноцитов, избыточной продукции TNF-α, IL-1.
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Юрий Борисович Белоусов родился 
23 сентября 1942 г. в Москве, в се-
мье служащих. В 1959 году он по-
ступил во 2-й Московский государ-
ственный медицинский институт 
им. Н.И. Пирогова (2-й МГМИ) на 
лечебное отделение. С этого года 
и до последнего дня вся его жизнь 
была связана с этим институтом. 

В 1965 году, после государствен-
ных выпускных экзаменов, Юрий 
Белоусов получив диплом врача-лечеб-
ника, сдаёт кандидатский минимум в 
целевую ординатуру, но вместо неё, берёт 
распределение на работу в качестве главного 
врача Ильинской участковой больницы Кольчу-
гинского района Владимирской области. «Поеду 
работать в деревню, там больше всего нужны руки 
и знания врача» — говорил он. 

В августе 1967 года Юрий Борисович передал 
больницу новому доктору, и вернулся в Москву, 
в аспирантуру, на кафедру госпитальной терапии 
2-й МОЛГМИ, которой руководил в то время из-
вестный кардиолог, видный клиницист широкого 
профиля, академик АМН СССР, профессор Павел 
Евгеньевич Лукомский. Основным направлением 
научной работы аспиранта, ассистента и доцента 
Юрия Борисовича Белоусова было изучение гемо-
стаза, свёртывания крови и тромбообразования при 
сердечно-сосудистых заболеваниях, в том числе, 
возможности их коррекции с помощью антитром-
ботических средств, поэтому его имя тесно связано 
со становлением и развитием современной карди-
ологии в нашей стране.

В 1971 году Юрий Борисович успешно защитил 
кандидатскую диссертацию на тему «Функцио-
нальные свойства тромбоцитов при инфаркте ми-
окарда». После защиты кандидатской диссертации 
его зачислили на должность ассистента кафедры, 
а затем доцента.

В 1976 г. вместе с проф. Люсовым В.А., Бока-
ревым И. им был обобщён опыт лечения больных 
с тромбозами и геморрагиями в книге «Лечение 

тромбозов и геморрагий в клинике вну-
тренних болезней», и даны представле-
ния о механизме нарушения гемостаза 
при наиболее часто встречающихся 
заболеваниях в клинике внутрен-
них болезней (инфаркта миокарда, 
тромбоэмболии лёгочной артерии и 
её ветвей, болезни почек и других). 
В книге подробно описаны механизм 
действия и тактика применения ос-

новных фармакологических средств, 
растворяющих тромбы и снижающих 

или повышающих свёртываемость кро-
ви; приведены конкретные показания и 

противопоказания к применению средств, ак-
тивно влияющих на свёртываемость крови. Описаны 
методы контроля за лечением и тактика борьбы с 
осложнениями.

В 1983 году Юрий Борисович Белоусов обобщил 
большой цикл своих научных исследований в док-
торской диссертации «Клинико-патогенетические 
аспекты диссеминированной внутрисосудистой 
коагуляции при ишемической болезни сердца и 
недостаточности кровообращения».

Юрий Борисович одним из первых в стране ис-
пользовал сегодня уже известные антитромботиче-
ские (стрептокиназа и урокиназа, антиагреганты —
аспирин, пентоксифиллин) и гемостатические 
средства. За цикл работ в этой области он неодно-
кратно награждался дипломами и медалями 2-го 
МОЛГМИ и ВДНХ.

Эти работы сразу выдвинули молодого учёного 
в ряд видных клиницистов, занимающихся иссле-
дованиями лекарственных средств. Однако Юрий 
Борисович вышел далеко за рамки признанного 
специалиста кардиолога-коагулолога. В последние 
три десятилетия его научная деятельность была 
ориентирована на изучение клинической фарма-
кологии лекарственных средств, применяемых для 
лечения различных заболеваний.

В 1984 году он организовал первую в СССР 
кафедру клинической фармакологии лечебного 
и педиатрического факультетов 2-го МОЛГМИ 

Белоусову Юрию Борисовичу
к 75-летию со дня рождения
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им. Н.И. Пирогова, которой и руководил до 2016 
года, а затем был избран её почетным профессором. 
А в 1987 году Юрий Борисович открыл при кафедре 
первые в стране курсы усовершенствования врачей 
по клинической фармакологии и фармакокинетики 
на факультете усовершенствования врачей. За время 
его руководства последипломную подготовку на 
кафедре прошли более 4000 врачей, 200 ординаторов 
и аспирантов.

В это же время Юрий Борисович и его кафедраль-
ный коллектив стали принимать активное участие 
в клинических испытаниях лекарственных средств, 
включая международные исследования. Во многом 
благодаря именно его активности был внесён су-
щественный вклад в столь широкое привлечение 
российских лечебных учреждений к крупнейшим 
интернациональным проектам в этой области, 
ставшими вехами в прогрессе медикаментозного 
лечения важнейших заболеваний.

Как клинический фармаколог он руководил рабо-
тами по изучению антибиотиков, широкого спектра 
препаратов для лечения лёгочных, гастроэнтерологи-
ческих, неврологических заболеваний, артериальной 
гипертонии, сердечной недостаточности.

Преподавание новой для России специальности — 
«клиническая фармакология», научная и практиче-
ская деятельность в этой области требовали боль-
шой организационной работы: создания программ, 
различных методических материалов, освоения и 
внедрения специфических методов исследования.

Он автор более 500 научных работ, в том числе 
первого в стране учебника и руководства для вра-
чей по клинической фармакологии. Такие издания 
как «Клиническая фармакология», «Клиническая 
фармакология и фармакотерапия», «Национальное 
руководство по клинической фармакологии», «Ос-
новы клинической фармакологии и рациональной 
фармакотерапии. Руководство для практикующих 
врачей», «Клиническая фармакокинетика. Прак-
тика дозирования лекарств» выдержали несколько 
переизданий, на них учились и продолжают учиться 
десятки тысяч врачей.

Помимо того, им были выпущены следующие 
монографии: «Клиническая фармакология болезней 
органов дыхания», серия «Атлас лекарственных 
средств» для педиатра, гастроэнтеролога, терапевта, 
уролога.

Следует отдельно отметить, что, являясь одним 
из лидеров клинической фармакологии в стране, 
Юрий Борисович многое сделал для формирования 
системы организации проведения клинических 
исследований лекарственных средств. Для привле-

чения внимания и разрешения этических проблем 
проведения клинических испытаний под его руко-
водством были разработаны и изданы учебные по-
собия и руководства: «Планирование и проведение 
клинических исследований лекарственных средств» 
(2000 г.), «Клинический проектный менеджмент» 
(2003 г.), «Этическая экспертиза биомедицинских ис-
следований. Практические рекомендации» (2005 г.).

Юрием Борисовичем были организованы циклы 
тематического усовершенствования: «Клиническая 
фармакология в клинике внутренних болезней», 
«Клиническая фармакология в кардиологии», «Кли-
ническая фармакокинетика», «Организация и про-
ведение клинических исследований лекарственных 
средств», «Фармакоэкономика», «Фармаконадзор» 
и, наконец, «Клиническая фармакология в педиа-
трии». Последний цикл хотелось бы выделить от-
дельно, так как именно организация преподавания 
клинической фармакологии на педиатрическом фа-
культете является особым вкладом Юрия Борисовича 
в становление и развитие дисциплины в России.

Кроме того, он разработал фармакокинетиче-
ские и фармакодинамические подходы к примене-
нию пролонгированных теофиллинов при муковис-
цидозе и бронхиальной астме. Впервые выявлена 
дисфункция пуриновых и стероидных рецепторов 
при бронхиальной астме и возможность их кор-
рекции препаратами теофиллина. Учёный впервые 
показал благоприятное воздействие антагонистов 
кальция на функцию серотониновых рецепторов у 
больных с артериальной гипертензией.

Под руководством Юрия Борисовича успешно 
проводились изучение сравнительной эффектив-
ности и безопасности современных средств: ан-
тагонистов кальция, µβ-блокаторов, ингибиторов 
ангиотензин-превращающего фермента, которые 
впоследствии успешно внедрялись в клиническую 
практику.

Областью научных поисков Белоусова также 
являлось проведение клинико-фармакологических 
исследований сравнительной оценки эффектив-
ности новых лекарственных средств (сердечно-со-
судистых, бронхолитических, противоязвенных, 
антибактериальных) у детей и взрослых.

В 90-е годы им на кафедре была создана лабо-
ратория фармакокинетических исследований, где 
в течение многих лет проводилось изучение био-
эквивалентности лекарственных средств, а также 
терапевтический лекарственный мониторинг у детей 
и взрослых, который имеет важное практическое 
значение для индивидуализации и повышения 
качества фармакотерапии. Кроме того, в сферу его 



¹ 4. 2017 53 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

научных интересов входили оценка безопасности 
использования лекарственных препаратов в по-
пуляции, фармакоэкономические и фармакоэпи-
демиологические исследования.

Юрий Борисович внёс существенный вклад в 
подготовку терапевтических и педиатрических 
кадров. Под его руководством были защищены 
38 кандидатские и 6 докторские диссертации. Об-
ладая огромным практическим опытом и зная но-
вейшие достижения медицинской науки, он щедро 
передавал их студентам, клиническим ординаторам, 
аспирантам, сотрудникам кафедры и Университета.

Юрий Борисович активно сочетал научную рабо-
ту с общественной: он был главным клиническим 
фармакологом Росздравнадзора РФ, заместителем 
председателя Фармакологического комитета МЗ РФ, 
председателем Межведомственного совета по анти-
биотической политике при МЗ РФ, председатель 
Комиссии по клинической фармакологии и кли-
нической эпидемиологии Формулярного комитета 
РАМН, член рабочей группы по законодательству 
в области лекарственного обеспечения Государ-
ственной думы РФ.

По его инициативе были созданы многие рос-
сийские общественные организации:

Межрегиональное общественное объединение 
«Общество клинических фармакологов и фарма-
котерапевтов» (вице-президент);

Межрегиональная общественная организация 
«Общество фармакоэкономических исследований» 
(вице-президент);

Национальная ассоциация по борьбе с инсуль-
том (вице-президент);

Национальное общество по атеротромбозу 
(генеральный директор);

Российское общество клинических исследова-
телей (президент).

Юрий Борисович был одним из основателей Рос-
сийского национального конгресса «Человек и 
Лекарство», организатор, руководитель научной 
программы и бессменный вице-президент кон-
грессов I-XXI созывов.

Большой вклад внёс Юрий Борисович в укре-
пление и развитие отечественной внутренней ме-
дицины и как президент Российского научного 
медицинского общества терапевтов, и как иници-
атор возобновления, а также один из активнейших 
основателей Национального конгресса терапевтов.

Обширной была и сфера его редакторской де-
ятельности. С 1998 года Юрий Борисович являлся 
членом Научно-редакционного совета системы 
справочников «Регистр лекарственных средств 
России®», а в 2000 году он возглавил совет экс-
пертов редакционно-издательского комитета по 
разработке и созданию «Федерального руководства 
по использованию лекарственных средств (фор-
мулярная система)», которые в настоящее время 
ежегодно обновляются. Ю.Б. Белоусов являлся за-
местителем главного редактора переводного россий-
ского издания «Фармакопея США — Национальный 
формуляр» (USP); под его руководством вышли в 
свет 6 выпусков. Юрий Борисович был председателем 
редакционного совета серии руководств для врачей 
«Рациональная фармакотерапия», являлся глав-
ным редактором ряда рецензируемых медицинских 
журналов: «Качественная клиническая практика»; 
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«Фарматека»; «Архив внутренней медицины», а 
также был членом редколлегий многих журналов: 
«Ремедиум»; «Атеротромбоз»; «Фармакокинетика 
и фармакодинамика»; «Фармакогенетика и фар-
макогеномика»; «Клиническая эпилептология»; 
«Клиническая фармакология и терапия»; «Анти-
биотики и химиотерапия»; «Терапия»; «Системные 
гипертензии»; «Педиатрическая фармакология»; 
«Проблемы женского здоровья» и ещё нескольких 
авторитетных журналов.

Юрий Борисович по праву считается основопо-
ложником клинической фармакологии в РФ, заслу-
жено пользовался авторитетом среди клиницистов 
и специалистов фармотрасли в нашей стране и за 
рубежом. Он неоднократно принимал участие в 
работе всесоюзных, российских и международ-
ных конгрессов по фармакологии и клинической 
фармакологии, кардиологии, пульмонологии и 
гастроэнтерологии.

Юрий Борисович предъявлял высокие требова-
ния к себе и сотрудникам, был принципиальным и 
самокритичным, пользовался заслуженным авто-
ритетом и уважением коллег по работе. Благодаря 
высочайшему профессионализму, пунктуальности 
и постоянному стремлению помочь больному он 
снискал исключительное уважение и большую 
любовь сотрудников РНИМУ и больных.

Юрий Борисович Белоусов войдёт в историю рос-
сийской медицины как кардиолог и коагулолог, 
один из пионеров отечественной клинической 
фармакологии, крупный и успешный организатор, 
талантливый редактор и общественный деятель. 
Занимая многочисленные посты, он не снижал 
требовательности к себе и тем, кто работал с ним в 
этих учреждениях, казалось, что именно эта сфера 
его деятельности является главной.

Высокие профессиональные качества учёного, 
врача, педагога, неизменная доброжелательность и 
открытость всегда привлекали к нему самых раз-
ных людей. Юрий Борисович помог очень многим 
в трудных жизненных ситуациях, нет человека, 
который обратился бы к нему и кому он бы отказал 
в помощи. Эти свойства, а также поразительная 
работоспособность были и останутся примером для 
его учеников, сотрудников и соратников.

23 сентября 2017 г. исполнилось бы 75 лет член-
корреспонденту РАН, профессору, доктору меди-
цинских наук Юрию Борисовичу Белоусову, однако 
11 апреля 2017 года он ушёл из жизни.
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16 лет научно-исследовательской работы 

• Независимая научная организация в области изучения экономики
программ здравоохранения

• Более 200 исследований в области оценки
медицинских технологий

• Опубликовано около 210 научных работ в рецензируемых
медицинских журналах

• Партнёры – 40 ведущих зарубежных и российских
фармацевтических компаний

Основные направления научной деятельности

• разработка научно-методических основ фармакоэкономических,
  фармакоэпидемиологических исследований и оценки качества жизни 

• развитие методологии проведения оценки медицинских технологий

Награждён в 2013 и 2014 гг. Всероссийской социальной премией в области 
организации здравоохранения, фармакоэкономики и рациональной 
фармакотерапии «Da.Signa»

ПОЛНЫЙ СПЕКТР УСЛУГ ПО ЭКОНОМИЧЕСКОЙ ОЦЕНКЕ 

• фармакоэкономические исследования

• фармакоэпидемиологические исследования

• наблюдательные неинтервенционные исследования

• непрямые сравнительные исследования

• оценка технологий здравоохранения

• оценка качества жизни, связанного со здоровьем 

• систематический литературный обзор и мета-анализ 

• разработка математических моделей и локальная адаптация 

• анализ больших баз данных 

• создание мобильных приложений и интерактивных онлайн-презентаций

• формирование доказательной базы

• экспертиза и разработка клинико-экономического досье

• образовательные услуги

• информационно-консультационные услуги
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