
и

№3.2018
 www.PharmacoKinetica.ru

ISSN 2587-7836





Фармакокинетика
и фармакодинамика

СОДЕРЖАНИЕ

СОДЕРЖАНИЕ

№3
2018

Главный редактор
Жердев Владимир Павлович
д. м. н., профессор, заслуженный деятель науки РФ, Москва

Зам. главного редактора
Фирсов Александр Алексеевич
член-корр. РАН, д. б. н., профессор, Москва

Ответственный секретарь
Литвин Александр Алексеевич
д. б. н., Москва

Редакционная
коллегия
Белолипецкая
Вера Геннадиевна
к. б. н., Москва
Бондарева
Ирина Борисовна
д. б. н., Москва
Воронина
Татьяна Александровна
заслуженный деятель науки
РФ д. м. н., профессор, Москва
Громова Ольга Алексеевна
д. м. н., профессор, Москва
Дурнев Андрей Дмитриевич
член-корр. РАН, д.м.н,
профессор, Москва
Казей Василий Игоревич
к. б. н., Москва
Ковалёв Георгий Иванович
д. м. н., профессор, Москва
Кулмагамбетов
Ильяс Райханович
д. м. н., профессор, академик
НАН, Казахстан, Алматы
Мирзоян Рубен Симонович
заслуженный деятель науки
РФ, д. м. н., профессор, Москва
Насонов Александр Сергеевич
к. б. н., Москва
Раменская
Галина Владиславовна
д. ф. н., профессор, Москва
Сариев Абрек Куангалиевич
д. м. н., профессор, Москва

Соколов Андрей Владимирович
д. б. н., Москва
Спасов Александр Алексеевич
академик РАН, д. м. н.,
профессор, Волгоград
Стародубцев
Алексей Константинович
д. м. н., профессор, Москва
Сычёв Дмитрий Александрович
член-корр. РАН, д. м. н.,
профессор, Москва
Тюренков Иван Николаевич
член-корр. РАН, д. м. н.,
профессор, Волгоград
Чистяков Виктор Владимирович
д. ф. н., профессор, Москва

Выпускающая
группа

Белоусов
Дмитрий Юрьевич
Ответственный за выпуск
журнала
+7 (910) 449-22-73
e-mail: clinvest@mail.ru
Афанасьева
Елена Владимировна
Генеральный директор
ООО «Издательство ОКИ»
подписка
+7 (916) 986-04-65
e-mail: eva88@list.ru
сайт: www.izdat-oki.ru

Демидова Яна Владимировна
Дизайн и верстка
e-mail: yan4ik_dem@mail.ru

Подписано в печать 01.10.2018 г.  Тираж 400 экз.
Типография: ООО «Буки Веди», www.bukivedi.com
115093, г. Москва, Партийный переулок, д. 1, корп. 58, стр. 3, пом. 11

Адрес редакции: 125315, Москва, ул. Балтийская, 8 ФГБНУ «НИИ фармакологии
имени В.В. Закусова» РАН Тел./Факс: +7 (495) 601-21-57; e-mail: zherdevpharm@mail.ru

Журнал «Фармакокинетика и Фармакодинамика» является приложением к журналу «Ка-
чественная клиническая практика». Журнал «Качественная клиническая практика заре
гистрирован Комитетом РФ по печати 28.05.2001 г. Свидетельство о регистрации средства
массовой информации ПИ № 77-9142. Авторские материалылы не обязательно отражают 
точку зрения редакции. Редакция не несет ответственности за достоверность информации, 
содержащейся в рекламных материалах.

Сайты 

www.Antibiotics-Chemotherapy.ru
www.ClinVest.ru
www.Clinical-Pharmacy.ru
www.PharmacoGenetics-PharmacoGenomics.ru

www.HealthEconomics.ru
www.Market-Access-Solutions.ru
www.izdat-Oki

Журналы

Антибиотики и Химиотерапия
Качественная клиническая практика
Клиническая фармация
Фармакогенетика и Фармакогеномика

Центр Фармакоэкономических Исследований
Market Access Solutions
Издательство ОКИ

WEB-порталы

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОДИ-
НАМИКИ

Афобазол предотвращает нарушения двигательной активно-
сти мышей при моделировании болезни паркинсона 6-ги-
дроксидофамином
Кадников И.А., Воронин М.В, Середенин С.Б. ..................................... 3

Нейропротекторное действие миоинозитола на клеточной 
модели глутаматного стресса как основа для профилактики 
нарушений внутриутробного развития головного мозга
Калачева А.Г., Торшин И.Ю., Стельмашук Е.В., Генрихс Е.Е.,
Александрова О.П., Хаспеков Л.Г., Громова О.А. .................................. 9

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ

Афобазол ослабляет индуцированную этанолом
поведенческую сенсибилизацию у мышей DBA/2
Надорова А.В., Колик Л.Г. ................................................................... 21

Метаболит афобазола М-11 ингибирует хинон-редуктазу-2
Кадников И.А., Воронин М.В, Середенин С.Б. ............................. 27

Нейропротекторные свойства in vitro новых замещённых 
глипролинов
Антипова Т.А., Колясникова К.Н., Волкова Ю.С.,
Антипов П.И., Кузнецова Е.А., Николаев С.В. ............................ 31

Сравнение нейропротекторных свойств дипептидных ми-
метиков 1-й, 2-й и 4-й петель мозгового нейротрофического 
фактора на модели окислительного стресса in vitro
Логвинов И.О., Тарасюк А.В., Сазонова Н.М., Антипов П.И., 
Антипова Т.А., Гудашева Т.А. ........................................................... 37

Влияние ноотропных препаратов на 5-НТ2А-рецепторы 
стриатума аутбредных мышей с различной эффективностью 
исследовательского поведения
Фирстова Ю.Ю., Васильева Е.В., Ковалёв Г.И. ........................... 42

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОКИ-
НЕТИКИ

Изучение фармакокинетики [3H]-циклопролилглицина в 
крови крыс
Ковалёв Г.И., Золотарёв Ю.А., Дадаян А.К., Шрам С.И.,
Абдуллина А.А., Васильева Е.В., Колыванов Г.Б., Жердев В.П. 
...................................................................................................................... 48

Фармакокинетический анализ препаратов витамина D для 
перорального приёма
Торшин И.Ю., Громова О.А., Фролова Д.Е., Гришина Т.Р.,
Лапочкина Н.П. ........................................................................................ 57



PHARMACOKINETICS AND
PHARMACODYNAMICS

CONTENTS

CONTENTS

№3
2018

Chief editor
Zherdev Vladimir
Ph. D., Professor, Honored Scientist of the Russian Federation, Moscow

Deputy chief editor
Firsov Alexander
Corresponding Member RAS, Ph. D., Professor, Moscow

Executive secretary
Litvin Alexander
Ph. D., Moscow

Editotial Board
Belolipetskaia Vera
Ph. D., Moscow

Bondareva Irina
Ph. D., Moscow

Voronina Tatiana
Honored Scientist RF,
Ph. D., Professor, Moscow

Gromova Olga
Ph. D., Professor, Ivanovo

Durnev Andrey
Corresponding Member RAS,
Ph. D., Professor, Moscow

Kazey Vasily 
Ph. D., Professor, Moscow

Kovalev Georgy
Ph. D., Professor, Moscow

Kulmagambetov Ilyas
Ph. D., Professor, Academician National 
Academy of Sciences,
Almaty, Kazakhstan

Mirzoyan Ruben
Honored Scientist RF, Ph. D.,
Professor, Moscow

Nasonov Alexander
Ph. D., Moscow

Ramenskaya Galina
Ph. D., Professor, Moscow

Sariev Abrek
Ph. D., Professor, Moscow

Sokolov Andrey
Ph. D.,  Moscow

Spasov Alexander
RAS, Ph. D., Professor, Moscow

Starodubtcev Alex
Ph. D., Professor, Moscow

Sychev Dmitry
Corresponding Member RAS, Ph. D., 
Professor, Moscow

Tyurenkov Ivan
Corresponding Member PAS,
Ph. D., Professor, Volgograd

Chistyakov Viktor
Ph.D., Professor, Moscow

Graduate group

Belousov Dmitry
Responsible for this issue
+ 7 (910) 449-22-73
e-mail: clinvest@mail.ru

Afanasyeva Elena
CEO in LLC «Publishing OKI» 
subscription
+7(916)986-04-65
e-mail: eva88@list. ru
site:www.izdat-oki.ru

DemidovaYana
Design and layout
e-mail: yan4ik_dem@mail.ru

Signed in print 01.10.2018 г. Circulation 400 copies.
Typography: LLC Buki Vedi, www.bukivedi.com
115093, Moscow, Partiynyj pereulok, 1/58, bld. 3, o�  ce 11

Editorial address: 125315, Moscow, ul. Baltiiskay, 8 
FSBI «ZAKUSOV INSTITUTE OF PHARMACOLOGY»
Тel./Fax: + 7 (495) 601-21-57;  e-mail: zherdevpharm@mail.ru

Journal «Pharmacokinetics and Pharmacodynamics» is a supplement to the journal «Good 
Clinical Practice». Journal «Good Clinical Practice» registered by Russian Committee for Press 
28.05.2001 Certi� cate of registration of mass media PI №77-9142. Copyring material does not 
necessarily re� ect the views of the publisher. We take no responsibility for the accuracy of the 
information contained in promotional materials.

Sites

www.Antibiotics-Chemotherapy.ru
www.ClinVest.ru
www.Clinical-Pharmacy.ru
www.PharmacoGenetics-PharmacoGenomics.ru

www.HealthEconomics.ru
www.Market-Access-Solutions.ru
www.izdat-Oki

Journals

Antibiotics and Chemotherapy
Good Clinical Practice
Clinical Pharmacy
Pharmacogenetics and Pharmacogenomics

Center of Pharmacoeconomics Reseаrch Market 
Access Solutions
Publisher OKI

WEB-portals

STUDIES OF PHARMACODYNAMICS

Afobazole prevents motor function impairment in mice with 
6-OHDA induced Parkinsonism
Kadnikov I.A., Voronin M.V., Seredenin S.B. .............................................. 3

Neuroprotective e� ect of myoinositol on the cellular model of 
glutamate stress as a basis for the prevention of disorders of 
intrauterine development of the brain
Kalacheva A.G., Torshin Y.U. , Stelmashuk E.V. , Genrikhs E.E., 
Aleхandrova O.P., Khaspekov L.G. Gromova O.A. ................................... 9

MODE OF ACTION

Afobazole inhibits ethanol-induced behavioral sensitization in 
DBA/2 mice
Nadorova A.V., Kolik L.G.. ......................................................................... 21

Afobazole metabolite M-11 inhibits quinone reductase 2
Kadnikov I.A., Voronin M.V., Seredenin S.B. ........................................... 27

Neuroprotective properties of novel substituted glyprolines 
in vitro
Antipova T.A., Kolyasnikova K.N., Volkova Y.S., Antipov P.I.,
Kuznetsova E.A., Nikolaev S.V. ................................................................. 31

Comparison of neuroprotective properties of the dipeptide 
mimetics of the 1st, 2nd and 4th loops of the brain-derived 
neurotrophic factor on the model oxidative stress in vitro
Logvinov I.O., Tarasiuk A.V., Sazonova N.M., Antipov P.I., Antipova T.A., 
Gudasheva T.A. .......................................................................................... 37

The E� ects of Nootropic Drugs on Striatal 5-НТ2А-Receptors 
in Outbred Mice with Di� erent E�  cacy of Exploratory 
Behavior
Firstova Yu.Yu., Vasileva E.V., Kovalev G.I. ............................................... 42

PRECLIC PHARMACODYMAMIC AND 
PHARMACOKINETIC STUDIES

The Study of [3H]-Cycloprolylglycine Pharmacokinetics in 
Rat Blood
Kovalev G.I., Zolotarev Yu.A., Dadayan A.K., Shram S.I., Abdullina А.А., 
Vasileva E.V., Kolyvanov G.B., Zherdev V.P. ............................................. 48

Pharmacokinetic analysis of drugs vitamin D for oral 
administration
Torshin I.Yu., Gromova O.A., Frolova D.E.,
Grishina T.R., Lapochkina N.P. .................................................................. 57



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОДИНАМИКИ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА3

Афобазол предотвращает нарушения двигательной 
активности мышей при моделировании болезни 

Паркинсона 6-гидроксидофамином
Кадников И.А., Воронин М.В., Середенин С.Б.

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

Резюме. Актуальность. Недостаточная эффективность терапии болезни Паркинсона обусловливает поиск новых 
фармакологических мишеней для достижения нейропротекторного действия и уменьшения выраженности моторных 
нарушений. Известно, что лигандная активация шаперона sigma-1 (SigmaR1) и ингибирование хинон-редуктазы-2 (NQO2) 
оказывают защитное влияние на клетки. Анксиолитик афобазол (5-этокси-2-[2-(морфолино)-этилтио] бензимидазола 
дигидрохлорид) взаимодействует с SigmaR1 и регуляторным сайтом NQO2, ингибируя фермент. Афобазол обладает 
нейропротекторной активностью в экспериментах in vitro и in vivo, однако комплексного изучения влияния препарата 
на координацию движений и уровень моторного дефицита при моделировании болезни Паркинсона не проводилось. 
Цель. Изучить влияние афобазола на время удерживания мышей в тесте «вращающийся стержень» при моделирова-
нии болезни Паркинсона введением 6 гидроксидофамина (6-OHDA). Методы. Исследовали поведение мышей самцов 
CD-1 (ICR) в тесте «вращающийся стержень» при постоянной и возрастающей скоростях вращения. Афобазол вводили в 
дозе 2,5 мг/кг в/б в течение 14 суток с началом курса через 30 мин после унилатерального интрастриатного введения 
5 мкг 6-OHDA. Результаты. Хроническое введение афобазола увеличивает время удерживания опытных животных в 
3,9 раза при тестировании на стержне с постоянной скоростью вращения по сравнению с группой плацебо. Афобазол 
нивелирует действие 6-OHDA при тестировании на стержне с возрастающей скоростью вращения, увеличивая время 
удерживания опытных животных в 1,6 раза по сравнению с группой плацебо. Заключение. Афобазол предотвращает 
нарушения поведения мышей в тесте «вращающийся стержень» при моделировании болезни Паркинсона 6-OHDA. Вы-
явленный эффект афобазола может быть следствием его нейропротекторных свойств, обусловленных воздействием 
на SigmaR1 и NQO2.

Ключевые слова: 6-гидроксидофамин; вращающийся стержень; афобазол

Для цитирования:
Кадников И.А., Воронин М.В., Середенин С.Б. Афобазол предотвращает нарушения двигательной активности мышей при 
моделировании болезни Паркинсона 6-гидроксидофамином // Фармакокинетика и фармакодинамика. – 2018. – №3. 
– С.3–8. DOI: 10.24411/2587-7836-2018-10017.

Afobazole prevents motor function impairment in mice with 6-OHDA induced Parkinsonism
Kadnikov I.A., Voronin M.V., Seredenin S.B.

FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow
Resume. Objective. Current insufficiency in treatment of Parkinson’s disease determines the search for new pharmacological 

targets to achieve neuroprotection and reduce the severity of motor impairment. It is known that ligand activation of chaperone 
sigma-1 (SigmaR1) and inhibition of quinone reductase 2 (NQO2) cause cytoprotection. Anxiolytic drug afobazole (5-Ethoxy-
2-[2-(morpholino)-ethylthio]benzimidazole dihidrochloride) interacts with SigmaR1 and regulatory site of NQO2, inhibiting it. 
In vivo and in vitro experiments have demonstrated neuroprotective effect of afobazole. However, the effect of afobazole on 
motor deficit and motion coordination in model of Parkinson’s disease was not studied. Aim. To study the influence of afobazole 
on latency to fall in rotarod test in mice with induced 6-hydroxydopamine (6-OHDA) Parkinsonism. Methods. Male CD-1 (ICR) mice 
were tested at accelerated and constant speed rotarod. Afobazole was administered during 14 days (2.5 mg/kg, ip) at course 
start 30 minutes after unilateral intrastriatal injection of 5 µg 6-OHDA. Results. Chronic administration of afobazole (2.5 mg/kg) 
to hemiparkinsonian mice increases their latency to fall 3.9 fold contrary to placebo treated mice in constant speed rotarod. 
Afobazole negates 6-OHDA in accelerating rotarod increasing latency to fall 1.6 fold as compared to placebo group. Conclusion. 
Afobazole prevents motor function impairment in hemiparkinsonian mice with 6-OHDA lesion in rotarod test. Observed effect of 
afobazole can be a result of it neuroprotective properties derived from SigmaR1 and NQO2 interaction.

Keywords: 6-OHDA; rotarod; afobazole

For citations:
Kadnikov IA, Voronin MV, Seredenin SB. Afobazole prevents motor function impairment in mice with 6-OHDA induced Parkinsonism. 
Farmakokinetika i farmakodinamika. 2018;3:3–8. (In Russ). DOI: 10.24411/2588-0519-2018-10017.



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОДИНАМИКИ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА4

Введение

Болезнь Паркинсона (БП) – хроническое ней-
родегенеративное заболевание, вызванное про-
грессирующим разрушением нейронов чёрной 
субстанции. Ведущими симптомами заболевания 
являются гипокинезия, тремор, постуральная не-
устойчивость и мышечная ригидность. Одним 
из критериев успешности терапии БП является 
уменьшение тяжести этих симптомов [1]. Однако 
современные противопаркинсонические средства 
оказывают временное симптоматическое действие, 
что обусловливает поиск новых фармакологиче-
ских мишеней для эффективной терапии БП. Ряд 
исследований указывает, что такими мишенями 
могут быть шаперон sigma-1 (SigmaR1) и фермент 
хинон-редуктаза-2 (NQO2). Шаперон SigmaR1 
играет важную роль в адаптации клеток нервной 
системы к стрессовым воздействиям, регулируя 
процессы фолдинга белков в ЭПР и энергетиче-
ский баланс митохондрий [2–4]. Лигандная акти-
вация SigmaR1 способствует его внутриклеточному 
перераспределению и проявлению шаперонной 
активности в отношении ионных каналов, рецеп-
торов и ферментов цитоплазматической мембра-
ны, что вносит важный вклад в нейропротекторное 
влияние [5, 6]. NQO2 катализирует восстановление 
орто- и пара-хинонов, в том числе хинонных про-
изводных дофамина, до гидрохинонов [7]. Извест-
но, что гидрохинонные производные дофамина 
являются нестабильными соединениями, подвер-
женными автоокислению, которое сопровождает-
ся генерацией супероксиданион радикала [8–10]. 
Поэтому ингибирование NQO2 может приводить к 
снижению продукции АФК и оказывать защитное 
действие на нейроны [11].

Анксиолитик афобазол (5-этокси-2-[2-(мор-
фолино)-этилтио] бензимидазола дигидрохлорид) 
обладает сродством к SigmaR1 рецептору и ме-
латонинзависимому регуляторному сайту NQO2 
(MT

3
-рецептор) [12], при взаимодействии с кото-

рым афобазол ингибирует фермент [13]. В моделях in 
vitro и in vivo афобазол проявляет цитопротекторную 
и нейропротекторную активность. Данные научной 
периодики и собственные результаты показывают, 
что обе мишени вносят вклад в действие препарата 
[14–16]. В нашем недавнем исследовании выявле-
на способность афобазола препятствовать падению 
уровня дофамина в стриатуме мышей на модели БП, 
вызванной интрастриатным введением 6-OHDA 
[17]. При моделировании БП в эксперименте разви-
тие дискинезии у животных является важным кри-
терием повреждения дофаминергических структур 
[18]. Одной из наиболее распространённых методик 

оценки нарушений двигательной активности явля-
ется тест «вращающийся стержень» [19], который 
широко применяется для оценки эффективности 
действия различных соединений с противопаркин-
сонической активностью. Таким образом, целью 
нашей работы стало изучение влияния афобазола на 
время удерживания мышей в тесте «вращающийся 
стержень» при моделировании БП унилаинтрастри-
атным интрастриатным введением 6-OHDA.

Материалы и методы

Реактивы

Афобазол (5-этокси-2-[2-(морфолино)-этилтио] 
бензимидазола дигидрохлорид); ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова»), 6-гидрокси-
дофамина гидрохлорид (6-OHDA), аскорбиновая 
кислота, NaCl (Sigma-Aldrich), хлоралгидрат (Serva).

Животные

В работе использовали мышей-самцов аутбред-
ной линии CD-1 (ICR) весом 25-30 г (n = 30). Жи-
вотные были получены из НПП Питомника лабо-
раторных животных ФИБХ. Мышей содержали в 
условиях вивария (20-22 °С, относительная влаж-
ность 30-70 %, 12-часовой световой цикл) по 10 осо-
бей в пластиковых клетках со свободным доступом к 
пище и воде.

Все процедуры с животными в исследовании 
были рассмотрены и утверждены комиссией Инсти-
тута по биоэтике на предмет соответствия этическим 
принципам обращения с животными.

Моделирование болезни Паркинсона 
интрастриатным введением 6-OHDA

За 30 минут до операции животное анестезиро-
вали хлоралгидратом (400 мг/кг, внутрибрюшинно). 
Анестезированное животное помещали в стерео-
таксические рамки (Stoelting Motorized Stereotaxis, 
Stoelting Co., Великобритания), где 6-OHDA одно-
кратно вводили в правый стриатум в координатах 
A = 0,4; L = 1,8; V = -3,5, относительно брегмы [24]. 
Концентрация 6-OHDA составляла 5 мкг на 1 мкл 
раствора, содержащего 0,9 % NaCl и 0,02 % аскорби-
новой кислоты. Опытным животным (рис. 1) вводили 
1 мкл раствора 6-OHDA со скоростью 0,5 мкл/мин га-
мильтоновским шприцом с иглой из нержавеющей 
стали (30 gauge), спустя 2 минуты после инъекции 
иглу извлекали. Ложно-оперированным животным 
вводили 1 мкл контрольного раствора, содержащего 
0,9 % NaCl и 0,02 % аскорбиновой кислоты, в тех же 
координатах (рис. 1).
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Схема введения афобазола

Афобазол в дозе 2,5 мг/кг в/б и плацебо (вода 
для инъекций) вводили ежедневно на протяжении 
14 суток с началом курса через 30 минут после ин-
трастриатной инъекции 6-OHDA или контроль-
ного раствора (рис. 1). Животные были разделены 
на 3 группы: ложно оперированные, получавшие 
плацебо (n = 10); опытные, получавшие плацебо 
(n = 10); опытные, получавшие афобазол (n = 9).

Тест вращающийся стержень

Исследование двигательной активности мышей 
линии CD-1 в тесте вращающийся стержень прово-
дили на экспериментальной установке Rota-rod/RS 
LE 8500 (диаметр стержня 3,2 см) (Panlab/Harvard 
Apparatus) (рис. 1). Для адаптации мышей в установ-
ке и исключения из исследования малоподвижных 
животных в эксперимент были включены две обу-
чающие сессии. Первую обучающую сессию прово-
дили на 12-е сутки после введения 6-OHDA (рис. 1). 
Каждое животное дважды помещалось в экспе-
риментальную установку при скорости вращения 
стержня 4 об./мин с перерывом не менее 60 минут. 
Вторую обучающую сессию проводили на 13-е сут-
ки после введения 6-OHDA при скорости вращения 
стержня 10 об./мин (рис. 1). Манипуляции с живот-
ными были аналогичны первой обучающей сессии. 
Животные, находившиеся на вращающемся стерж-
не менее минуты в одной из обучающих сессий, ис-
ключались из эксперимента [20].

На 14-е сутки после введения 6-OHDA исследо-
вали способность мышей удерживаться в тесте при 
постоянной и увеличивающейся скоростях враще-
ния стержня (рис. 1). Для этого экспериментальное 
животное помещали на вращающийся стержень с 
постоянной скоростью 20 об./мин и засекали время 
до падения животного со стержня на платформу. Во 
втором варианте теста экспериментальное животное 
помещали на стержень, вращающийся с начальной 
скоростью 4 об./мин, и замеряли время до паде-
ния на платформу. Максимальное число оборотов 
(40 об./мин) [21] достигалось за 1 минуту. Каждое 
животное проходило оба варианта теста по 3 раза с 
перерывом 30 минут между попытками. Замер вре-
мени прекращали после 120 секунд удерживания 
животного на стержне. Для статистической обработ-
ки данных каждого варианта теста отбиралось мак-
симальное время удерживания из трёх попыток.

Математическая обработка 
экспериментальных данных

Табличные данные представлены в виде медианы 
и квартилей (Mdn (q25-75)). Проверку эксперимен-

тальных данных на соответствие нормальному рас-
пределению проводили с помощью теста Д’Агости-
но–Пирсона. Оценку статистической значимости 
полученных результатов проводили с применением 
одностороннего дисперсионного анализа Краске-
ла–Уоллиса (Kruskal–Wallis test, Dunn’s post hoc). 
Статистическую обработку и визуализацию полу-
ченных данных осуществляли с помощью программ-
ного пакета GraphPad 5.0.2 (GraphPad Software, San 
Diego California USA, www.graphpad.com). 

Результаты

В условиях постоянной и возрастающей ско-
ростей вращения стержня медианы времени удер-
живания для ложно-оперированных животных со-
ставили 117,5 секунды и 36 секунд соответственно 
(табл. 1). На 14-е сутки после унилатерального ин-
трастриатного введения 6-OHDA животные, полу-
чавшие плацебо, демонстрировали статистически 
значимые признаки моторного дефицита и нару-
шения координации движений. А именно, время 
удерживания опытных животных на стержне при 
постоянной скорости вращения уменьшалось на 
82 % по сравнению с ложно-оперированными жи-
вотными (табл. 1). При тестировании опытных мы-
шей на стержне с возрастающей скоростью враще-
ния время их удерживания на стержне снизилось 
на 50 % в сравнении с ложно-оперированными жи-
вотными (табл. 1).

Хроническое введение афобазола в дозе 2,5 мг/кг 
на протяжении 14 суток после унилатерального 
интрастриатного введения 6-OHDA приводит к 
увеличению времени удерживания в 3,9 раза при 
тестировании на стержне с постоянной скоростью 
вращения по сравнению опытными животными, 
получавшими плацебо, что составляет 70 % време-
ни удерживания ложно-оперированных животных 
(табл. 1). Афобазол нивелировал действие 6-OHDA 
при тестировании на стержне с возрастающей ско-
ростью вращения, увеличивая время удерживания 
опытных животных в 1,6 раза (табл. 1) по сравне-
нию с опытными животными, получавшими пла-
цебо.

Обсуждение результатов

Использованные в работе варианты теста «вра-
щающийся стержень» дают возможность ком-
плексно описать параметры поведения животных в 
модели БП с учётом влияния таких факторов, как 
адаптация к условиям теста, продолжительность 
проведения теста [22] и степень повреждения ни-
гростриатного пути [23]. Вариант теста с постоян-
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тора NQO2 в чёрную субстанцию головного мозга 
мышей снижало в тканях мозга содержание мало-
нового диальдегида – маркёра перекисного окис-
ления липидов [31].

Таким образом, в настоящей работе показано, 
что афобазол при двухнедельном введении в дозе 
2,5 мг/кг в/б предотвращает нарушения поведения 
мышей в тесте «вращающийся стержень» при мо-
делировании БП унилатеральным интрастриатным 
введением 6-OHDA. Выявленный эффект афобазо-
ла может быть следствием его нейропротекторных 
свойств, обусловленных воздействием на SigmaR1 
и NQO2.

ной скоростью вращения обладает высокой чув-
ствительностью при оценке моторного дефицита, 
вызванного небольшими морфологическими и 
функциональными изменениям нигростриатно-
го пути. Вариант теста с возрастающей скоростью 
вращения преимущественно отражает нарушение 
координации движений [23, 24]. Полученные в 
нашем исследовании параметры поведения лож-
но-оперированных животных при фиксированной 
скорости вращения стержня соответствуют ранее 
опубликованным данным, где большинство живот-
ных находились на стержне на протяжении всего 
времени тестирования [20, 25]. Снижение времени 
удерживания опытных животных на стержне в обо-
их вариантах теста в сравнении с ложно-опериро-
ванными животными свидетельствует о нарушении 
двигательной активности, характерном для повреж-
дения нигростриального пути в условиях унилате-
рального интрастриатного введения 6-OHDA [25]. 
Полученные данные соответствуют снижению 
уровня дофамина в стриатуме опытных животных, 
получавших плацебо, зафиксированном нами в 
данной экспериментальной модели БП [17]. Пре-
дотвращение нарушений двигательной активности 
афобазолом в дозе 2,5 мг/кг в тесте «вращающийся 
стержень» соответствует нейропротекторному дей-
ствию и согласуется с антипаркинсоническими эф-
фектами других соединений [20, 26, 27]. 

Полученные результаты могут быть следствием 
регуляции SigmaR1 и NQO2. В ряде эксперимен-
тов было продемонстрированно агонистическое 
действие препарата на SigmaR1. Афобазол снижал 
вход ионов Ca2+ и H+ в кортикальные нейроны в 
условиях ишемии и ацидоза. Антагонист SigmaR1 
BD-1063 препятствовал развитию действия афо-
базола [28]. Афобазол блокирует миграцию ми-
гроглии в ответ на ATP и UTP. Эти эффекты также 
статистически значимо ослаблялись антагониста-
ми SigmaR1 [29]. Известно, что агонисты SigmaR1 
оказывают нейропротекторное действие при мо-
делировании БП. Хроническое введение селектив-
ного агониста SigmaR1 PRE-084 приводит к вос-
становлению нервных волокон при повреждении 
среднемозгового пучка головного мозга мышей, 
вызванном 6-OHDA [30]. На модели менадионовой 
генотоксичности in vitro было установлено, что ци-
топротекторное действие афобазола обусловлено 
не только взаимодействием препарата с SigmaR1, 
но и с MT

3
-рецептором [14]. Вклад регуляции 

NQO2 в защитные механизмы подтверждён на мо-
дели нейродегенерации, вызванной паракватом. 
Установлено, что введение селективного ингиби-

Рис. 1. Дизайн эксперимента
Примечания: 6-OHDA – однократное унилатеральное 
интрастриатное введение 6-гидроксидофамина, А – начало 
курса введения афобазола, П – начало курса введения плацебо, 
С1 – первая обучающая сессия, С2 – вторая обучающая 
сессия, Т – тест «вращающийся стержень».

Таблица 1

Влияние 14-суточного введения афобазола 
на время удерживания в тесте «вращающийся 

стержень» мышей линии CD-1 при однократном 
унилатеральном интрастриатном введении 6-OHDA

Экспериментальные группы
Время удерживания (с)

20 об./мин 4–40 об./мин

Л.О. 
Плацебо
n = 10

117,5
(101–120)

36
(24,75–42,25)

6-OHDA

Плацебо
n = 10

21
(16,25–37,75)
** p < 0,001

18
(14,5–26,5)
* p = 0,031

Афобазол 
(2,5 мг/кг)

n = 9

82
(69,5–102)
# p = 0,024

28
(24,5–33)

Примечания: Данные представлены в виде Mdn (q25–75). N – 

количество животных в группе. Л.О. – ложно-оперированные животные. 

6-OHDA – опытные животные. * – статистически значимые различия по 

сравнению с группой ложно-оперированных животных (p < 0,05, Krus-

kal–Wallis test, Dunn’s post hoc). ** – статистически значимые различия по 

сравнению с группой ложно-оперированных животных (p < 0,001, Kru-

skal–Wallis test, Dunn’s post hoc). # – статистически значимые различия 

по сравнению с группой опытных животных, получавших плацебо 

(p < 0,05, Kruskal–Wallis test, Dunn’s post hoc)
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Нейропротекторное действие миоинозитола 
на клеточной модели глутаматного стресса 
как основа для профилактики нарушений 

внутриутробного развития головного мозга
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Резюме. Миоинозитол – основа для синтеза важной группы сигнальных молекул, инозитолфосфатов, которые опосре-
дуют передачу сигнала от рецепторов ростовых факторов и нейротрансмиттеров. Дотации миоинозитола способствуют 
профилактике фолат-резистентных пороков развития и нейропротекции мозга плода в условиях ишемии. В работе пред-
ставлены результаты исследования эффектов миоинозитола на рост нейронов мозжечка в культуре в условиях глута-
матного стресса. Показано, что эффекты миоинозитола на выживание нейронов (+17 %) превосходят эффекты средств, 
которые обычно используются для нейропротекции (пептидные экстракты – +10 %, холиновые препараты – не более 3 %). 
Подтверждённое в настоящей работе прямое нейропротекторное действие миоинозитола указывает на важность исполь-
зования миоинозитола во время беременности с целью нейропротекции мозга плода.

Ключевые слова: нейроцитология; нейропротекция; нейротрофичность; нейропластичность; развитие мозга плода; 
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Neuroprotective effect of myoinositol on the cellular model of glutamate stress as a basis for the prevention 
of disorders of intrauterine development of the brain
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Abstract. Myoinositol is the basis for the synthesis of an important group of signal molecules, inositolphosphates, which 
mediate signal transmission from receptors of growth factors and neurotransmitters. Grants myo-Inositol promote the prevention 
of folate-resistant defects and neuroprotection of the fetal brain ischemia. The paper presents the results of a study of the effects 
of myoinositol on the growth of cerebellar neurons in culture under glutamate stress. It is shown that the effects of myoinositol on 
the survival of neurons (+17 %) exceed the effects of drugs that are usually used for neuroprotection (peptide extracts – + 10 %, 
choline preparations – no more than 3 %). Confirmed in the present work, a direct neuroprotective effect of myo-Inositol indicates 
the importance of the use of myo-Inositol during pregnancy with the aim of neuroprotection of the fetal brain.
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Введение

Нейропротекция мозга плода чрезвычайно важна на 
всех стадиях беременности. На ранних сроках беремен-
ности нейропротекция необходима для профилактики 
врождённых пороков развития мозга (ВПРМ); в течение 
всей беременности (особенно в последнем триместре) – 
для профилактики ишемии головного мозга плода.

Аномалии развития ЦНС плода возникают вслед-
ствие нарушений процессов размножения, миграции, 
дифференциации и программированной гибели клеток 
во время роста эмбриона. Важным фактором формиро-
вания ВПРМ является сахарный диабет, осложняющий 
течение беременности не менее чем у 2,4 % беременных 
[1]. Профилактика ВПРМ фолатами не эффективна в 
случае т. н. «фолат-резистентных» пороков развития, 
так как фолаты далеко не единственный микронутри-
ент, необходимый для развития ЦНС плода.

Одним из важнейших нейроактивных микрону-
триентов, который принимает комплексное участие в 
эмбриогенезе и развитии мозга плода, является миои-
нозитол (витамин В8), специфическая разновидность 
шестиатомных спиртов – инозитолов. Инозитолы (ци-
клогексан-1,2,3,4,5,6-гексолы) представлены девятью 
стереоизомерами, из которых именно миоинозитол (рис. 
1) имеет принципиальное значение для функционирова-
ния всех типов клеток. Миоинозитол и его фосфатные 
производные (инозитолфосфаты, фосфатидилинозито-
ловые липиды) выступали в качестве важных передатчи-
ков сигнала во внутриклеточных сигнальных каскадах.

В реферируемых научных журналах представлено 
более 40 000 публикаций о молекулярно-физиологиче-
ских механизмах действия миоинозитола, включающих 
также и результаты клинических исследований. В рабо-
те [2] представлены результаты анализа всего массива 
публикаций по миоинозитолу, проведённого посред-
ством современных методов интеллектуального анали-
за данных. Показано, что производные миоинозитола 
участвуют в передаче сигналов от рецепторов ростовых 
факторов, рецептора инсулина [3], расщеплении жиров 

и снижении уровня холестерина в крови [4], модуляции 
активности нейротрансмиттеров [5] и др.

Анализ 120 миоинозитол-зависимых белков протеома 
человека показал, что более половины этих белков вов-
лечены в поддержку жизнедеятельности сердечно-сосу-
дистой системы, иммунитета и структуры соединитель-
ной ткани (включая эффекты на поддержание состояния 
костей, хряща, кожи и процессы заживления ран). Не 
менее важно участие миоинозитола в метаболизме са-
харов (прежде всего, сигнальном каскаде инсулина) и в 
поддержании функционирования ЦНС (включая ней-
ротрофические и нейропротекторные роли, рис. 2) [2].

Аномалии метаболизма миоинозитола ассоции-
рованы с когнитивными нарушениями [6], депресси-
ей [7], диабетической нейропатией [8] и др. Фундамен-
тальные и клинические исследования показали, что 
миоинозитол необходим для поддержки нейрональной 
функции, включая синаптическую передачу и осу-
ществление физиологических эффектов таких ней-
ротрансмиттеров, как серотонин, дофамин, ГАМК, 
нейромедин. Миоинозитол необходим для нейрогенеза 
(нейротрофический эффект), нейропротекции (в т. ч. 
защиты клеток сетчатки глаза), осуществления процес-
сов зрения, слуха, вкуса и долговременной потенциа-
ции в гиппокампе (поддержка памяти).

Столь широкий спектр биологических активностей 
миоинозитола позволяет предположить, что миоино-
зитол может проявлять и более специфические воздей-
ствия на сигнальные каскады выживания нейронов в 
условиях стресса (гипоксия, нейротоксичность глута-
мата, энергетический дефицит и гипогликемия, дис-
функция митохондрий, избыточное воспаление и др.). 
В настоящей работе проведена валидация нейропро-
текторных эффектов миоинозитола методами нейро-

Рис. 1. Химическая структура миоинозитола (цис-1,2,3,5-
транс-4,6-циклогексангексол)
Примечания: Сплошные треугольные стрелки обозначали 
связи, направленные из условной плоскости рисунка к 
читателю, и соответствуют приставке «цис-» в полном 
названии молекулы, штрих-пунктирные из плоскости рисунка 
от читателя («транс-» в полном названии молекулы). Рис. 2. Результаты анализа биологических и 

физиологических ролей белков, участвующих во 
внутриклеточной передачи сигнала посредством 
производных миоинозитола
Примечания: Приведены числа белков в каждой из 
категорий. Красным цветом выделены группы белков, 
поддержание активности которых принципиально важно для 
профилактики ВПРМ.
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в организме, вызываемые приёмом препарата) прояв-
ляет нейропротекторное действие.

Материалы и методы

В работе использовались 7-8-суточные культуры, по-
лученные методом ферментно-механической диссоциа-
ции клеток мозжечка 7-дневных крыс по общепринятой 
методике. Крысы подвергались летальной дозе эфирного 
наркоза, после чего 5 минут стерилизовались 70 % спир-
том. Далее производилось извлечение мозжечка и пере-
несение его в пластиковую чашку Петри, заполненную 
фосфатным буфером, лишенным ионов кальция и маг-
ния. Фрагменты ткани инкубировали 15 мин при 37 °С в 
фосфатном буфере, содержащем 0,05 % трипсина, 0,02 % 
ЭДТА и 0,8 % глюкозы. После инкубации ткань промы-
вали в двух сменах фосфатного буфера и один раз сре-
дой культивирования, далее подвергали механической 
диссоциации в питательной среде для культивирования. 
В состав питательной среды входит 90 % минимальной 
среды «Игла», 10 % эмбриональной телячьей сыворот-
ки, 2 мМ глутамина, 5 мМ KCl и 10 мМ буфера НЕРЕS, 
pH7,2–7,4. Суспензию клеток центрифугировали 1 мин 
при 1000 об./мин, супернатант удаляли, а осадок ресу-
спендировали в питательной среде.

Культивирование нейронов производили в 96-лу-
ночных пластиковых планшетах, покрытых полиэтиле-
нимином или полилизином (25 мМ хлорида калия). В 
каждую ячейку планшета добавляли по 0,1 мл суспен-
зии клеток. Культивирование производили 7–8 суток 
в СО

2
-инкубаторе, заполненном газовой смесью (95 % 

воздуха +5 % СО
2
), при температуре 35,5 °С и относи-

тельной влажности 98 %. К этому сроку культивирован-
ные зернистые нейроны (КЗН) достигали своей морфо-

цитологии, изучающими действие веществ непосред-
ственно на нейроны [9–11].

Нейроцитологические исследования позволяют уста-
новить прямые нейропротекторные эффекты препара-
тов при разных стрессорных воздействиях. Например, 
при ишемии головного мозга таковыми являются энер-
гетический дефицит, нейротоксичность глутамата, окси-
дативный стресс, дисфункция митохондрий, метаболи-
ческий ацидоз [12]. Нейроцитологические исследования 
позволяют демонстрировать влияние препаратов на кон-
кретные факторы стресса и доказывать непосредствен-
ное действие исследуемого препарата именно на выжи-
вание нейронов (а не на другие типы клеток) [13, 14]. 

В настоящей работе представлены результаты 
экспериментальной валидации прямого нейропро-
текторного действия миоинозитола (в синергидной 
комбинации с фолиевой кислотой, препарат Ферти-
на, 1 пакетик-саше содержит порошок растворимый 
Инозит 1000 мг и Фолиевую кислоту 100 мкг, пр-во 
Орион Фарма, рег. №: RU.77.99.88.003.E.002116.05.18 
от 25.05.18). Исследования проводились на зернистых 
нейронах мозжечка новорождённых крыс, выращива-
емых в культуре в условиях глутаматного стресса. Эти 
исследования предоставили уникальную возможность 
продемонстрировать прямое нейропротекторное дей-
ствие миоинозитола на нейроны мозга плода. Во-пер-
вых, воспроизведение глутаматного стресса физио-
логически адекватно моделирует условия умеренной 
ишемии мозга, возникающей при внутриутробном 
развитии плода. Во-вторых, изучение воздействия 
миоинозитола непосредственно на нейроны, без про-
хождения через центральное кровообращение, печень 
и другие системы организма, позволяет доказать, что 
именно миоинозитол (а не какие-то другие изменения 

Рис. 3. Первичная диссоциированная фиксированная культура клеток мозжечка, окрашенная трипановым синим. А – 
контроль, Б – обработка 24 часа глутаматом (L-Glutamic acid monosodium salt 99–100 %, Sigma, USA, N.G-1626)
Примечания: Зелёные стрелки указывали на зернистые нейроны с нормальной морфологией, жёлтые – на ядра глиальных 
клеток, красные показывали пикнотические ядра погибших нейронов. Масштаб 15 мкм.
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мента. Затем проводится обработка клеток глутаматом и 
осуществляется подсчёт числа выживших нейронов [9].

Нейроцитологические эксперименты были прове-
дены для миоинозитола (действующее вещество пре-
парата Фертина, производства ОрионФарма) и таких 
нейропротекторных средств, как экстракт пептидов 
мозга свиньи (церебролизин), цитидин-5-дифосфохо-
лин (цитиколин), цитидин-5-дифосфохолинат лития. 
В ходе исследования было использовано 1 920 культур и 
произведены подсчёты более чем для 200 тыс. нейронов.

Миоинозитол не проявлял токсических эффектов 
и не влиял на выживаемость КЗН в контроле, т. е. в 
«холостом» эксперименте (без добавления глутама-
та, рис. 5). При воздействии глутамата миоинозитол в 
концентрации 0,2–0,5 мМ достоверно повышал выжи-
ваемость нейронов на 12…17 % (0,2 мМ миоинозито-
ла – 54,9 ± 2,6 %; 0,5 мМ миоинозитола – 59,1 ± 2,9 %, 
контроль – 42,6 ± 2,2 %, рис. 5). Примеры изображений 
обсчитанных культур нейронов приведены на рис. 6.

Нейроцитологические исследования других средств 
показали гораздо менее выраженные нейропротектор-
ные свойства. Например, в случае пептидного экстракта 
поросят до 6 мес. (церебролизин) был выявлен слабый, 
но достоверный нейропротекторный эффект – увеличе-
ние выживаемости на 5…8 % (общая выживаемость при 
концентрации пептидного экстракта, равной 0,1 мМ – 
53 ± 3 %, при концентрации 0,2 мМ – 52 ± 3 %, кон-
троль – 45 ± 2 %, р < 0,05). Более того, при концентрации 
пептидного экстракта, равной 1,0 мМ был выявлен сла-
бый токсический эффект – выживало всего 36,3 ± 2,6 % 

логической и нейрохимической зрелости. Состояние 
культур контролировали ежедневно и на каждом этапе 
эксперимента путём визуального просмотра в инверти-
рованном микроскопе при фазовом контрасте. Веще-
ства добавляли в среду культивирования на 2 сутки in 
vitro на весь срок культивирования (до 7 суток). Исхо-
дя из концентрации вещества в пробирке (10 мМ), его 
минимально возможное разведение для добавления к 
культурам 1:10, чтобы сохранить необходимые свойства 
питательной среды, т. е. 1 мМ. 96-луночные пласти-
ковые планшеты дали возможность тестировать сразу 
4 различные концентрации образцов. Были выбраны 
следующие концентрации: 0,1; 0,2; 0,5; 1 мМ. 

Количественную оценку выживаемости клеток про-
изводили с помощью прямого подсчёта живых нейро-
нов. Клетки-зерна легко идентифицировать прижиз-
ненно как небольшие, 7-10 мкм в диаметре, округлые 
или овальные нейроны. При окраске фиксированных 
культур трипановым синим хорошо видны ядра КЗН, 
занимающие большую часть тел нейронов и окружен-
ные тонким ободком цитоплазмы (рис. 3).

Для каждого вещества было выполнено как мини-
мум 3 эксперимента, при этом на каждую точку брали 
по 3 культуры, в каждой из которых фотографировали и 
просчитывали по 5 последовательных полей зрения (как 
минимум 45 полей зрения из 9 культур 3 независимых 
экспериментов). Количество нейронов с неизменен-
ной морфологией в контрольных культурах принимали 
за 100 % выживаемости. Для статистического анализа 
использовали тест ANOVA с поправками Бонферони и 
Даннета. Отличия между группами считали достоверны-
ми при p < 0,05. Результаты выражали как среднее ± SEM.

Результаты и обсуждение

Предварительное моделирование повреждения 
культур нейронов глутаматом показало, что глута-
мат оказывал дозозависимый токсический эффект на 
выживание нейронов (рис. 4). Выбор концентрации 
глутамата в каждом опыте осуществлялся таким обра-
зом, чтобы выживаемость КЗН составляла 30–80 % от 
интактного контроля (что соответствует умеренному 
глутаматному стрессу). При выживаемости нейронов 
менее 30 % (сильный глутаматный стресс) или более 
80 % (слабый глутаматный стресс) нейропротекторные 
эффекты веществ гораздо менее наглядны.

Известно, что нейропротекторные свойства различ-
ных препаратов выявляются, как правило, при доста-
точно длительном применении. Поэтому при иссле-
довании нейропротекторных свойств миоинозитола и 
других нейропротекторных средств мы пользовались 
отработанной нами ранее «профилактической» схемой 
эксперимента: вещество вносится в среду культивиро-
вания на 2-е сутки и оставляется до 7-х суток экспери-

Рис. 4. Влияние глутамата на выживаемость культур 
(подсчёт морфологически неизмененных нейронов 
на фиксированных окрашенных трипановым синим 
препаратах)
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сокая концентрация цитидин-5-дифосфохолина, 1 мМ, 
несколько уменьшала выживаемость КЗН (43,6 ± 2,4 %, 
рис. 9, 10). Схожая ситуация наблюдалась и при ис-
пользовании потенциального нейропротектора – цити-
дин-5-дифосфохолината лития (рис. 11, 12).

Обсуждение результатов

Результаты проведённого нейроцитологического 
исследования весьма важны как с точки зрения оценки 

нейронов (рис. 7). Примеры фотографий культур из про-
считанных полей зрения приведены на рис. 8.

В случае других исследованных нейропротекторных 
средств непосредственный нейропротекторный эффект 
на выживание нейронов практически отсуствовал. На-
пример, при воздействии цитидин-5-дифосфохолина 
выживаемость в контроле при действии глутамата соста-
вила 59,3 ± 3,0 %, а при добавлении цитидин-5-дифос-
фохолина – не превышала 65 % (0,1 мМ – 63,6 ± 3,6 %, 
нет достоверных различий, p > 0,05). При этом более вы-

Рис. 5. Результаты нейроцитологических исследований препарата Фертина (миоинозитол)
Примечания: Белые столбики – результаты «холостого эксперимента» (в отсутствие глутамата), чёрные – действие миоинозитола 
в условиях глутаматной токсичности (100 мкМ). ** – p < 0,01 по сравнению с действием глутамата без добавления вещества. 
Количество просчитанных полей зрения – 36–45.

Рис. 6. Действие мионозитола на выживаемость КЗН при 
глутаматной токсичности: А – контроль; Б – №3 (0,5 мМ); 
В – глутамат (100 мкМ); Г – №3 (0,5 мМ) на фоне глутамата 
(100 мкМ)
Примечания: Фиксированные культуры, окрашенные 
трипановым синим. Масштаб – 15 мкм.

Рис. 7. Действие пептидного экстракта церебролизина на 
выживаемость культивированных зернистых нейронов 
мозжечка крыс в условиях глутаматного стресса
Примечания: Белые столбики – результаты «холостого 
эксперимента» (в отсутствие глутамата), чёрные – на фоне 100 мкМ 
глутамата в среде культивирования. По оси абсцисс показана 
концентрация пептидного экстракта в мМ, ординат – выживаемость 
КЗН в процентах от контроля (первый белый столбец). * – р < 0,05 по 
сравнению с действием глутамата без добавок.



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОДИНАМИКИ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА14

Рис. 8. Культивированные зернистые нейроны мозжечка 
крыс при действии глутамата и пептидного экстракта. 
А – контроль, Б – пептидный экстракт 0,1 мМ, В – 
глутамат 100 мкМ, Г – совместно глутамат и пептидный 
экстракт
Примечания: Фиксированные культуры, окрашенные 
трипановым синим. Стрелками указаны интактные КЗН. 
Масштабный отрезок 15 мкМ.

Рис. 10. Культивированные зернистые нейроны мозжечка 
крыс при действии глутамата и цитидин-5-дифосфохолина. 
А – контроль, Б – цитидин-5-дифосфохолин, 1 мМ, В – 
глутамат 100 мкМ, Г – совместно глутамат и цитидин-5-
дифосфохолин
Примечания: Фиксированные культуры, окрашенные 
трипановым синим. Стрелками указаны интактные КЗН. 
Масштабный отрезок 15 мкМ. 

Рис. 9. Действие глутамата и цитидин5-дифосфохолина 
на выживаемость культивированных зернистых нейро-
нов мозжечка крыс
Примечания: Белые столбики в отсутствие глутамата, чёрные 
на фоне 100 мкМ глутамата в среде культивирования. По оси 
абсцисс показана концентрация цитидин 5-дифосфохолина в 
мМ, ординат – выживаемость КЗН в процентах от контроля 
(первый белый столбец). * – р < 0,05 по сравнению с действием 
глутамата без добавок.

Рис. 11. Действие глутамата и цитидин-5-дифос-
фохолината лития на выживаемость культивированных 
зернистых нейронов мозжечка крыс
Примечания: Белые столбики в отсутствие глутамата, чёрные 
на фоне 100 мкМ глутамата в среде культивирования. По оси 
абсцисс показана концентрация цитидин-5-дифосфохолината 
лития в мМ, ординат – выживаемость КЗН в процентах от 
контроля (первый белый столбец). * – р < 0,05 по сравнению с 
действием глутамата без добавок.
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нейропротекторных эффектов миоинозитола, так и с 
точки зрения эффектов «признанных» нейропротекто-
ров. Как было отмечено выше, нейроцитологические 
исследования уникальны в том смысле, что позволяют 
подтвердить прямое нейропротекторное действие из-
учаемых веществ непосредственно на растущие ней-
роны плода. В то же время действие других нейропро-
текторов может быть опосредованным: фосфохолин, 
например, может оказывать нейропротекторное дей-
ствие через поддержку функции печени [15].

В результате проведения настоящей серии экспери-
ментов было показано, что «профилактическое» приме-
нение действующего вещества препарата Фертина – ми-
оинозитола (за 5 сут. до создания глутаматного стресса) 
достоверно и существенно (в среднем, на 12…17 %, 
p = 0,01) повышает выживаемость нейронов в культу-
ре. Создание глутаматного стресса в культуре нейронов 
моделирует ишемию мозга плода, особенно при патоло-
гических родах. Обогащение клеточной среды миоино-
зитолом до создания глутаматного стресса соответствует 
профилактическим дотациям миоинозитола во время 
беременности. Поэтому полученные результаты ней-
роцитологического исследования имеют существенное 
значение для антиишемической защиты мозга плода и в 
ранние, и в поздние сроки беременности.

Ишемический стресс, переносимый эмбрионом в 
ранние сроки беременности, стимулирует формиро-
вание врождённых пороков развития мозга. ВПРМ 
возникают под действием разнообразных факторов 
тератогенеза, к которым относятся алкоголь, инфек-

Рис. 12. Культивированные зернистые нейроны мозжечка 
крыс при действии глутамата и цитидин-5-дифосфохолината 
лития. А – контроль, Б – цитидин-5-дифосфохолината 
лития 0,5 *мМ, В – глутамат 100 мкМ, Г – совместно 
глутамат и цитидин-5-дифосфохолината лития
Примечания: Фиксированные культуры, окрашенные 
трипановым синим. Стрелками указаны интактные КЗН. 
Масштабный отрезок 15 мкм.

ционные заболевания, передающиеся от матери плоду, 
ионизирующее излучение, фармацевтические препа-
раты, никотин сигаретного дыма и др. Формирование 
ВПРМ также является следствием дисбаланса (как 
правило, недостатка) ростовых факторов, необходи-
мых для роста эмбриона: витамина А, фолатов (вита-
мин В9) и синергидных с ними пиридоксина (витамин 
В6), цинка, миоинозитола (витамин В8) и других эс-
сенциальных микронутриентов [16].

Большинство ВПРМ (в т. ч. дефекты нервной труб-
ки, ДНТ, расщелины нёба) являются фолат-чувстви-
тельными (более 70 %) и их возникновение может 
профилактироваться дотациями фолатов (предпочти-
тельно в составе витаминно-минеральных комплек-
сов) в ранние сроки беременности. В то же время 
формирование ВПРМ у пациенток вопреки дотациям 
фолатов указывает на существование т. н. «фолат-ре-
зистентных» ВПРМ (30 %). Риск фолат-резистентных 
ВПРМ может быть существенно снижен при приёме 
препаратов миоинозитола [17], поддерживающего эм-
бриогенез и развитие плода [18].

Установленный нами непосредственный нейро-
протекторный эффект миоинозитола является важ-
ной составляющей эмбриопротекторного действия 
миоинозитола. В частности, трудно переоценить роль 
миоинозитола в профилактике ВПР, связанных с ин-
сулинорезистентностью: ведь производные миоино-
зитола участвуют в процессах передачи сигнала от ин-
сулинового рецептора [19]. Истощение миоинозитола 
в эмбриональной ткани на этапе органогенеза играет, 
по всей видимости, важную роль в индуцированнии 
эмбриопатий, вызываемых гипергликемией. В экспе-
рименте с моделями стрептозоцинового диабета со-
держание миоинозитола в эмбрионах было снижено 
на 36 % (p = 0,01) по сравнению с контролем и было 
ассоциировано с задержкой развития (длина эмбриона 
3,37 ± 0,04 мм, контроль – 3,87 ± 0,03 мм, p = 0,01; чис-
ло сомитов – 27,5 ± 0,2, контроль – 29,1 ± 0,2, p = 0,01) 
и значительно повышенной частотой нейронных по-
вреждений (17,6 %, контроль – 1,9 %, р < 0,001) [20].

Миоинозитол способствует снижению инсулин-
резистентности и одновременно весьма важен для 
преодоления негативного воздействия повышенных 
уровней глюкозы на нейроны. В эксперименте приём 
миоинозитола приводил к значительному снижению 
частоты развития ДНТ в модели стрептозотоцинового 
диабета (9,5 %, контроль – 20,4 %, р < 0,05) [21].

Анализ фолат-чувствительных и фолат-резистентных 
моделей ДНТ [22] в экспериментах по делеции генов по-
зволил установить более 60 генов, инактивация которых 
приводит к линиям мышей с ДНТ [23]. Не менее 22 из 
этих 60 генов кодируют белки и ферменты, активность 
или уровни которых существенно зависят от наличия 
определённых микронутриентных кофакторов (табл. 1). 
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строительных материалов через клеточную мембрану 
(эндоцитоз, экзоцитоз), транскрипции и репарации 
ДНК [25]. Животные с делецией/инактивацией гена 
жизнеспособны, фертильны, но их эмбрионы часто об-
наруживали ДНТ, осевые дефекты скелета, замедление 
роста и повышенную гибель нейронов (рис. 13). Таким 
образом, миоинозитол-зависимый фермент Itpk1 не-
обходим для адекватного развития нервной трубки и 
профилактики ДНТ (рис. 14) [26].

Фермент фосфатидилинозитол-4-фосфат 5-ки-
наза (PIP5K, ген PIP5K1С) катализирует синтез одной 
из основных внутриклеточных сигнальных молекул – 
фосфатидил инозитол дифосфата (PIP2). Изоформа 
фермента PIP5K-γ необходима для развития сердеч-
но-сосудистой и центральной нервной систем. Целе-
направленная инактивация γ-изофермента PIP5K в 
эксперименте вызывала многочисленные нарушения 
роста клеток и развития тканей, в т. ч. приводящие к 
сердечной недостаточности (рис. 15), усилению гибели 

Воздействие миоинозитола (витамин В8) на про-
цессы роста эмбриона неразрывно связано с активно-
стью сигнального белка протеинкиназы С, которая 
поддеживает передачу сигнала от белковых ростовых 
факторов, гормонов и нейротрансмиттеров (проста-
гландинов, адреналина, ацетилхолина, серотонина, 
ангиотензина и др.), регулирует вазодилатацию и гли-
колиз и принципиально важна для процессов роста 
эмбриона. В эксперименте, проведённом во время 
нейруляции, было установлено, что противодействие 
миоинозитола формированию ДНТ связанно с актив-
ностью PKC-β1 и PKC-γ [24]. 

Из перечисленных в табл. 1 генов/белков рассмо-
трим несколько примеров. В частности, фермент инози-
тол 1,3,4-трифосфат 5/6-киназа (ген Itpk1) является 
ключевым регуляторным ферментом синтеза сигналь-
ной молекулы инозитол гексакисфосфата (IP6) – вну-
триклеточной сигнальной молекулы, участвующей в 
регуляции ионных каналов, транспорте нутриентов и 

Таблица 1

Гены, мутации которых приводят к ДНТ в эксперименте, а соответствующие белки 
нуждаются в соответствующих микронутриентных кофакторах (МНК)

Ген МНК Функция

Abl,
Arg

Mg Рост и выживание клеток, реконструкция активнового цитоскелета в ответ на 
повреждение ДНК, апоптоз и ряд внеклеточных сигналов

Axd - Метаболизм метионина

BRCA1 Zn Ремонт ДНК в ответ на повреждение ДНК

Grhl3 B8 Нейруляция, линия «закрученный хвост» («curly tail»)

Dbf4 Zn Репликация ДНК во время размножения клеток

Dnmt3b B9,Zn Метилирование ДНК во время роста эмбриона

Fgfr1 B8 Рецептор факторов роста фибробластов

fog1 Zn Дифференцировка мегакариоцитов

Gli3 Zn Рост хондроцитов, формирование черепа и конечностей

Itga6 Ca Интегрин, рецептор ламинина

Itgb1 Mg Интегрин, рецептор коллагена

JMJ B9 Эмбриональное развитие, в т. ч. сердца, печени и нервной трубки

Macs Ca, В8 Передача сигнала от рецепторов факторов роста через протеинкиназу С, регуляция актина

Mlp Ca Движение клетки за счёт актинового цитоскелета

Pfn1 B8 Поддержка структуры цитоскелета

Rara A Рецептор ретиноевой кислоты, необходим для роста клеток

Tcfap2a A Развитие нервной трубки, глаз, лица 

Trp53 Zn Регулировка роста/апоптоза клеток

PIP5K1С В8 Передача сигнала от рецепторов факторов роста

IP3R1 В8 Передача сигнала от рецепторов факторов роста

Itpk1 В8 Передача сигнала от рецепторов факторов роста
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детского церебрального паралича. Хроническая ише-
мия мозга плода усугубляется на фоне инсулинрези-
стентности и глюкозотолератности.

Миоинозитол необходим для синтеза инозитолфос-
фатов и фосфатидилинозитоловых липидов, которые 
опосредуют передачу сигнала от рецепторов ростовых 
факторов и нейротрансмиттеров внутрь клетки. Эти про-
изводные миоинозитола крайне важны для развивающе-
гося мозга, т. к. обеспечивают адекватную коммуника-
цию между нейронами, снижают хроническую ишемию 
нейронов и противодействуют глюкозотолератности. 

Представленные в работе результаты указывают на 
выраженный нейропротекторный эффект миоинози-

нейронов и дефектам нервной трубки (рис. 16) [27].

Заключение

Ишемические повреждения ЦНС плода – основная 
причина многочисленных заболеваний нервной систе-
мы у новорождённых. На ранних сроках беременности 
хроническая ишемия ЦНС приводит к порокам разви-
тия мозга. Хроническая ишемия мозга плода на более 
поздних сроках ассоциирована с высоким риском ас-
фиксии в родах, дискоординацией родовой деятель-
ности; повышается риск пост-гипоксической энцефа-
лопатии, т. н. «минимальной мозговой дисфункции» и 

Рис. 13. ДНТ и осевые пороки развития скелета в эмбрионах, гомозиготных по инактивации гена Itpk1 (инозитол 
1,3,4-трифосфат 5/6-киназа, данные [26]). (A-C) Сканирующие электронные микрофотографии эмбрионов 
на 11-е сутки (E11.5). А – нормальный эмбрион, (В, С) 2 представителя того же помёта с различной степенью 
экзенцефалии (стрелки). Вставка на панели C – открытая нервная трубка. (D) Xgal-окраска мест экспрессии 
дефектного гена Itpk1 у эмбриона с экзэнцефалией (стрелка) и расщеплением позвоночника (стрелки). 
Пунктирная линия указывает на ориентацию среза ткани, показанной на вставке, звездочка на вставке указывает 
открытый конец нервной трубки. (E-G) Образующаяся миеломенингоцеле (Е, стрелки) в эмбрионе E11.5. (F, 
G) Пунктирные линии указывали на ориентацию срезов ткани через неповреждённую часть нервной трубки (F) 
и открытую часть нервной трубки (G, звездочка). (H, I) Скелеты эмбрионов E14.5, окрашенные альциановым 
синим и ализарином красным для визуализации хряща и кости соответственно. Вставка на панели показывает 
другие эмбрионы помета, один из которых имеет кифосколиоз (стрелка). Обратите внимание на наличие 
неправильного сформированного ребра (наконечники стрел в I). Обозначения: drg – ганглии задних корешков; 
hl – задние конечности; lb – зачатки конечностей; mc – миелоцеле; ntc – хорда
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тола на рост нейронов в культуре в условиях глутамат-
ного стресса (повышение выживаемости нейронов, в 
среднем на +17%). Прямое нейропротекторное дей-
ствие миоинозитола указывает на важность использо-
вания миоинозитола как для профилактики пороков 
развития, возникающих на ранних сроках беременно-
сти, так и для нейропротекции мозга плода на поздних 
сроках беременности. Подчеркнём, что в дотациях ми-
оинозитола особенно нуждаются беременные с дие-
той, перегруженной углеводами, женщины с диабетом 
(в т. ч. гестационным), женщины, ранее родившие ре-
бёнка с тем или иным пороком развития.

Работа выполнена при поддержке грантов 18-
07-00929, 17-07-01419, 16-07-01133 РФФИ, экс-
перименты на культивированных зернистых ней-
ронах мозжечка крыс выполнены по плановой теме 
ФГБНУ «Научный центр неврологии».

Рис. 14. ДНТ при делециях гена Itpk1 (данные [25]). (A) 
Экзэнцефалия эмбриона, 12-е сутки (E12.5). На вставке 
показана окраска эозином разреза открытой нервной 
трубки («*»). (B) Экзэнцефалия, 12-е сутки. На вставке 
показан дорсальный вид на открытую нервную трубку 
(стрелка). (C) Тяжёлая экзэнцефалия, 11-е сутки. (D) 
Расщеплённые задние конечности (hl) в сочетании 
с хвостовым ДНТ, 12-е сутки. Показана открытая и 
искривленная нервная трубка (стрелки)

Рис. 16. Нейрональные дефекты при делециях гена 
PIP5K1С в эксперименте (данные [27])
Примечания: (A) У PIP5K-нулевых эмбрионов нейроэпителий не 
может закрыться. (B) Распределение экспресии гена PIP5K1С по 
спинному мозгу эмбриона. Окрашивание показывает, что PIP5K1С 
наиболее экспрессирован в моторных нейронах и развивающиеся 
восходящих и нисходящих нервных путей спинного мозга. (C) 
Сечения конечного мозга (вверху) и промежуточного мозга 
(внизу) эмбрионов E10.5 на уровне глаз (стрелки). Контрольный 
эмбриона отображает нормальное развитие (слева). Делеция 
PIP5K1С (справа) приводит к незакрыванию нервной трубки 
и аномально структурированному нейроэпителию. Хотя при 
делеции PIP5K1С спинномозговой «шнур» имеет нормальную 
общую морфологию, он уменьшен по дорсовентральной оси и 
медиолатеральной толщине. Масштабная метка – 25 микрон.

Рис. 15. Делеция гена PIP5K1С приводит к выраженным 
сердечно-сосудистым дефектам эмбрионов (данные [27]) 
– перикардиту (A, вид спереди), единственному желудочку 
(B), увеличенным кардинальным венам (С, стрелки)
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Афобазол ослабляет индуцированную этанолом 
поведенческую сенсибилизацию у мышей DBA/2

Надорова А.В., Колик Л.Г.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва

Резюме. Актуальность. Неблагоприятные медицинские и социальные последствия злоупотребления алкоголем опре-
деляют актуальность поиска новых средств и методов эффективной профилактики и лечения алкоголизма. Значительным 
ограничением использования бензодиазепиновых анксиолитиков в терапии алкогольных расстройств является их спо-
собность потенцировать эффекты этанола. Ранее установлено, что оригинальный отечественный препарат афобазол, эф-
фективный при лечении тревожных расстройств, в диапазоне анксиолитических доз не влияет на продолжительность ал-
когольного наркоза и вызываемую этанолом миорелаксацию. Цель. Изучение действия афобазола на гиперлокомоторную 
реакцию и проявление поведенческой сенсибилизации, индуцированные этанолом. Методы. В опытах in vivo с использова-
нием актометра OPTO-VARIMEX 4 исследовано влияние афобазола в дозах 1,0 и 10,0 мг/кг, в/б, на обусловленную этанолом в 
дозе 2,0 г/кг, в/б, стимуляцию поведения и сформированную поведенческую сенсибилизацию у инбредных мышей линии 
DBA/2, обладающих повышенной чувствительностью к активирующему действию этанола. Результаты. Афобазол в дозе 
10,0 мг/кг, но не 1,0 мг/кг при однократном введении предупреждал этанол-индуцированную гиперлокомоторную реакцию, 
подобно налоксону 1,0 мг/кг, в/б, и препятствовал проявлению вызываемой этанолом поведенческой сенсибилизации. За-
ключение. Полученные данные позволяют предположить модулирующее влияние афобазола на формирование алкоголь-
ной мотивации при моделировании экспериментального алкоголизма.

Ключевые слова: этанол; афобазол; гиперлокомоторная активность; поведенческая сенсибилизация; мыши DBA/2
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Afobazole inhibits ethanol-induced behavioral sensitization in DBA/2 mice
Nadorova A.V., Kolik L.G.

FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow
Resume. Background. Adverse medical and social consequences of alcohol abuse determine the relevance of the search 

for new targets and methods of effective prevention and treatment of alcoholism. A significant limitation of the use of 
benzodiazepine anxiolytics in the treatment of alcohol disorders is their ability to potentiate the effects of ethanol. Earlier it 
was found that the original afobazol, effective in the treatment of anxiety disorders, in the range of anxiolytic doses does not 
affect the duration of alcoholic sleep and ethanol-induced muscle relaxation. The aim of the present work was to investigate 
the effects of afobazole on hyperlocomotion and expression of behavioral sensitization induced by ethanol. Methods. The 
effect of afobazole at the doses 1.0 and 10.0 mg/kg, i.p., on the ethanol-induced hyperlocomotion and behavioral sensitization 
was assessed in actometer OPTO-VARIMEX in male DBA/2 mice with increased sensitivity to the activating effect of ethanol. 
Results. Afobazole at a dose of 10.0 mg/kg, but not 1.0 mg/kg after acute administration prevented the development of 
ethanol-induced (2.0 g/kg, i.p.) hyperlocomotion, like naloxone 1.0 mg/kg, i.p., and antagonized ethanol-induced behavioral 
sensitization. Conclusion. Thus, the data obtained suggest that afobazole is capable of modeling the motivational effects of 
ethanol.
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Введение

По данным ВОЗ, чрезмерное потребление алкого-
ля служит третьей причиной глобального бремени бо-
лезней и относится к ведущим факторам уменьшения 
продолжительности жизни и повышения смертности 
населения. Неблагоприятные медицинские и соци-
альные последствия злоупотребления алкоголем опре-

деляют актуальность поиска новых средств и методов 
эффективной профилактики и лечения алкоголизма.

В соответствии с теорией побудительной сенси-
билизации [1], аддиктивные состояния возникают 
вследствие вызываемой психоактивными вещества-
ми (ПАВ) гиперчувствительности в мезокортикаль-
ных системах головного мозга. При многократном 
действии этанола наблюдается развитие поведенче-
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ской психомоторной сенсибилизации, которая играет 
важную роль в формировании алкогольной зависи-
мости [2]. Повышенная чувствительность некоторых 
линий мышей к развитию этанол-индуцированной 
сенсибилизации сравнивается с аналогичным наблю-
дением в популяциях людей с высоким риском разви-
тия алкогольной зависимости [3]. Несмотря на то, что 
физиологические механизмы развития двигательной 
сенсибилизации остаются до конца неясными, пред-
полагается, что она связана с определёнными нейро-
пластическими изменениями, обусловленными мно-
гократным действием алкоголя.

Психомоторная активация отражает включение 
стимулирующих систем мозга, в том числе дофами-
нергической системы, и может быть использована как 
подтверждение гиперчувствительности соответствую-
щих мотивационных цепей, которые и выполняют ос-
новную роль в формировании аддиктивного влечения 
к ПАВ. У мышей этанол в низких и умеренных дозах 
вызывает стимуляцию двигательной активности, что, 
по мнению ряда авторов, имитирует алкоголь-индуци-
рованную эйфорию у людей [4, 5].

В комплексной медикаментозной терапии ал-
коголизма важное место занимают анксиолитики 
бензодиазепинового ряда, временно купирующие 
проявления психопатологической симптоматики, 
возникающей на фоне абстинентного синдрома. Од-
нако значительным ограничением их использования 
в фармакотерапии алкогольных расстройств являет-
ся их способность потенцировать эффекты этанола. 
С другой стороны, ранее установлено, что ориги-
нальный отечественный препарат афобазол, эффек-
тивный при лечении тревожных расстройств [6], в 
диапазоне анксиолитических доз 1,0–5,0 мг/кг при 
однократном введении не влияет на продолжитель-
ность алкогольного наркоза и не влияет на миоре-
лаксацию, индуцированную этанолом [7].

В данной работе изучено действие афобазола при 
однократном введении на вызванную этанолом гипер-
локомоторную реакцию и проявление поведенческой 
сенсибилизации.

Материалы и методы

Эксперименты выполнены на инбредных мы-
шах-самцах линии DBA/2 (n = 158, масса тела 18-22 г) 
и беспородных белых крысах-самцах (n = 44, масса 
200-250 г) (ФГБНУ «Научный центр биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологического 
агентства», филиал «Столбовая»). Мышей содержали 
по 10-12 особей в клетке (370 х 200 х 150 мм) в стан-
дартных условиях вивария ФГБНУ «НИИ фармако-
логии имени В.В. Закусова» при регулируемом све-
товом режиме 12 ч/12 ч (свет/темнота) и постоянной 

температуре (21-23 °С) со свободным доступом к 
воде и брикетированному корму в течение 10 суток 
до начала тестирования. Организация и проведе-
ние работ осуществлялись в соответствии с прика-
зом Минздрава России №199 от 01 апреля 2016 года 
«Об утверждении правил надлежащей лабораторной 
практики». Животные содержались в соответствии с 
СП 2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидемиологические 
требования к устройству, оборудованию и содер-
жанию экспериментально-биологических клиник 
(вивариев)» от 29 августа 2014 г. №51. Проведение 
экспериментов одобрено Комиссией по биомеди-
цинской этике ФГБНУ «НИИ фармакологии имени 
В.В. Закусова».

Афобазол (субстанция, синтезированная в ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова) в дозах 1,0 
и 10,0 мг/кг, налоксон гидрохлорид (Sigma Aldrich) в 
дозе 1,0 мг/кг и этанол, 20 % р-р (ООО «Главспирт») 
в дозе 2,0 г/кг для мышей и в дозах 0,5; 0,75; 1,5 г/кг 
для крыс растворяли в воде для инъекций. Все веще-
ства вводили внутрибрюшинно (в/б) из расчёта: мы-
шам – 0,1 мл/10 г; крысам объём 20 % раствора эта-
нола вводили соответственно дозе и весу животного. 
Животным из контрольных групп вводили воду для 
инъекций в эквивалентных объёмах. Выбор доз афо-
базола для исследования основан на ранее полученных 
данных о способности афобазола ослаблять эффекты 
морфина в опытах in vivo [8].

Тест «Стимуляция двигательной 
активности этанолом»

Двигательную активность мышей и крыс реги-
стрировали в актометре OPTO-VARIMEX 4 (Columbus 
Instruments, USA), оснащённом 8 парами ИК-датчи-
ков на высоте 1,27 см от пола, расположенных по пе-
риметру 40х40 см экспериментальной установки, при 
естественном освещении в течение 10 минут. Сразу 
после введения этанола (крысам – в дозах 0,5; 0,75; 
1,5 г/кг и мышам – в дозе 2,0 г/кг в виде 20 % рас-
твора, в/б) животных помещали в OPTO-VARIMEX 4 
и автоматически фиксировали общее расстояние (в 
см), пройдённое животными. Исследуемые препара-
ты вводили за 30 мин до инъекции этанола. Для оцен-
ки влияния афобазола на формирование и проявле-
ние двигательной сенсибилизации, индуцированной 
этанолом, использовали описанные ранее схемы экс-
перимента [7, 9].

Тест «Двигательная сенсибилизация, 
индуцированная этанолом»

Для оценки влияния афобазола на проявление 
двигательной сенсибилизации, индуцированной 
этанолом, использовали описанную ранее 15-днев-
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ную схему эксперимента [9]: 0-й день – определение 
базового уровня двигательной активности мышей; 
с 1-го по 9-й день – формирование поведенческой 
сенсибилизации (этанол в дозе 2,0 г/кг/день, в/б); с 
10-го по 14-й день – отмена этанола; 15-й день – про-
явление сенсибилизации (регистрация двигательной 
активности после предъявления этанола в тест-дозе 
2,0 г/кг, в/б). Регистрировали двигательную актив-
ность у животных на 0 (фон), 1, 9, 14 и 15-й дни в 
течение 10 мин. Афобазол в дозе 10,0 мг/кг вводили 
однократно на 15-й день эксперимента за 30 мин до 
тест-дозы этанола. Способность фармакологических 
агентов ослаблять проявление поведенческой сенси-
билизации, вызываемой этанолом, может указывать 
на влияние изучаемых веществ на подкрепляющие 
свойства этанола.

Полученные данные обрабатывали статистически 
с использованием однофакторного дисперсионно-
го анализа (ANOVA) с последующим применением 
критерия Дункана, а также t-критерия Стьюдента, 
критерия Манна-Уитни. Данные графиков представ-
лены в виде средних значений и стандартной ошибки 
среднего. 

Результаты и обсуждение

На первом этапе исследования было необходи-
мо выбрать адекватную биологическую модель для 
оценки острых эффектов этанола на двигательную 
активность животных. Большинство исследований по 
изучению активности афобазола в отношении алко-
гольного поведения ранее проведены на беспородных 
и инбредных крысах [7], поэтому сначала для экспери-
мента были выбраны беспородные крысы. Животных 
после введения 20 % раствора этанола в дозах 0,5; 0,75 
и 1,5 г/кг, в/б, сразу помещали в актометр на 10 мин 
для регистрации спонтанной двигательной активно-
сти. Показано, что в диапазоне низких (анксиолити-
ческих) доз этанол вызывал дозозависимое снижение 
двигательной активности у крыс (рис. 1). Статистиче-
ски значимое уменьшение пройдённого расстояния 
отмечалось начиная с дозы 0,75 г/кг, а максимальное 
угнетение локомоторной реакции наблюдалось под 
действием этанола в дозе 1,5 г/кг (p < 0,001). Подоб-
ное седативное действие, а также выраженная атаксия и 
нарушение координации движений, возникающие под 
действием низких доз этанола у беспородных взрослых 
крыс, описаны в работе Chuck TC, et al. (2006). Авторы 
отмечают значительное угнетение локомоторной реак-
ции при действии этанола уже начиная с дозы 0,25 г/
кг [10]. С другой стороны, имеются единичные доказа-
тельства стимулирующих свойств этанола в дозе 2,0 г/
кг, полученные на беспородных крысах в подростковом 
возрасте (постнатальный период 32 дня) [11]. Таким 

образом, полученные результаты указывают на неадек-
ватность данной биологической модели поставленным 
целям исследования, поскольку использование крыс 
(постнатальный период 65-70 дней) из беспородной по-
пуляции не позволяет выявить фармакологический эф-
фект этанола – стимуляцию двигательной активности.

На втором этапе исследований, опираясь на дан-
ные литературы, в эксперимент были включены ин-
бредные мыши-самцы линии DBA/2, отличающиеся 
повышенной чувствительностью к формированию 
поведенческой сенсибилизации при повторном 
действии этанола [9, 12]. При предварительном (фо-
новом) тестировании мышей линии DBA/2 в акто-
метре показано, что базовый уровень двигательной 
активности животных из контрольных и опытных 
групп не отличается. Этанол при однократном вве-
дении в дозе 2,0 г/кг, в/б, вызывал у мышей DBA/2 
статистически значимое увеличение двигательной 
активности в течение 10 минут наблюдения по срав-
нению с контрольной группой, получавшей воду для 
инъекций (рис. 2). Эти данные соответствует ранее 
опубликованным результатам, свидетельствующим 
о роли генотипа в формировании локомоторной 
сенсибилизации к этанолу и подчеркивающим фе-
номенологическую особенность именно мышей 
линии DBA/2, которые, в отличие от мышей линии 
C57Bl/6, как в подростковом, так и во взрослом со-
стоянии демонстрируют наиболее выраженную ре-
акцию на стимулирующее действие этанола [12].

Оценка влияния афобазола на индуцированную 
этанолом двигательную активность

Опыты выполнены на интактных мышах-самцах 
линии DBA/2 (n = 134). Этанол в дозе 2,0 г/кг вызывал 
статистически значимое увеличение двигательной 
активности у мышей DBA/2 (p < 0,05) по сравнению 

Рис. 1. Оценка острого эффекта этанола на спонтанную 
двигательную активность беспородных крыс-самцов. 
М±SEM
Примечания: p < 0,05, *** – p < 0,001 по отношению к фоновой 
группе, согласно непараметрическому критерию Манна-
Уитни; число животных в каждой группе n = 11.
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с контрольной группой (рис. 2). Афобазол в анксиоли-
тической дозе 1,0 мг/кг, в/б, при отсутствии влияния на 
спонтанную двигательную активность животных per se, 
не изменял этанол-индуцированную гиперлокомо-
торную реакцию при предварительном введении. При 
увеличении дозы препарата до 10,0 мг/кг, в/б, афобазол 
per se вызывал активацию поведения мышей DBA/2 
(p < 0,05), однако при предварительном введении 
препятствовал формированию этанол-индуциро-
ванной гиперлокомоторной реакции (p < 0,05) (см.
рис. 2), что указывает на возможное взаимодействие 
афобазола в большой дозе с этанолом. Выбранный 
в качестве препарата сравнения налоксон в дозе 
1,0 мг/кг, в/б, не обладая собственной психостиму-
лирующей активностью, препятствовал формирова-
нию этанол-индуцированной гиперлокомоторной 
реакции (p < 0,05), как и афобазол (рис. 2).

Оценка влияния афобазола на проявление 
поведенческой сенсибилизации, 

вызываемой этанолом

Опыты выполнены на мышах-самцах линии 
DBA/2 (n = 24) со сформированной двигательной 
сенсибилизацией. У мышей, получавших этанол с 
1-го по 9-й дни, на 9-й день эксперимента при предъ-
явлении тест-дозы этанола 2,0 г/кг, в/б, наблюдалась 
выраженная гиперлокомоторная реакция в обеих 
группах, которая превосходила двигательную актив-
ность в 1-й день эксперимента (p < 0,01). На 15-й 
день эксперимента после 5-дневного перерыва при 
предъявлении тест-дозы этанола 2,0 г/кг, в/б, в груп-

Рис. 2. Действие афобазола (1,0 и 10,0 мг/кг) и 
налоксона (1,0 мг/кг) на этанол-индуцированную 
гиперлокомоторную двигательную активность у мышей 
линии DBA/2 (M ± SEM)
Примечания:  значения ANOVA для всех трёх экспериментов 
p < 0,05. * – p < 0,05, ** – p < 0,01 – статистически значимо по 
отношению к соответствующей группе «Контроль»; + – p < 0,05 
статистически значимо по отношению к соответствующей 
группе «Этанол» согласно критерию Дункана. Количество 
животных в каждой группе n = 8 – 15.

пе «контроль» также наблюдалась выраженная ги-
перлокомоторная реакция (p < 0,001), что доказывает 
развитие гиперчувствительности к этанолу. Афобазол 
в эффективной дозе 10,0 мг/кг, в/б, препятствующей 
формированию этанол-индуцированной гиперло-
комоторной реакции, при однократном введении 
статистически значимо (p < 0,05) блокировал про-
явление двигательной сенсибилизации, вызываемой 
этанолом на 15-й день (рис. 3).

Ранее нами была показана способность неселек-
тивного антагониста опиоидных рецепторов налок-
сона в дозе 1,0 мг/кг, в/б, блокировать индуциро-
ванную этанолом гиперлокомоторную реакцию у 
мышей DBA/2 [9], что согласуется с полученными в 
настоящей работе данными. 

Афобазол, одной из рецепторных мишеней кото-
рого являются σ1-рецепторы [13–15], в анксиолити-
ческой дозе не оказывал влияния на этанол-инду-
цированную гиперлокомоторную реакцию у мышей 
DBA/2, подобно другим агонистам σ1-рецепто-
ров [16]. При увеличении дозы афобазола в 10 раз 
наблюдалось статистически значимое ослабление 
вызванной этанолом стимуляции двигательной ак-
тивности мышей DBA/2, что может быть обусловле-
но вовлечением иных механизмов действия афоба-
зола, в частности МТ1 и МТ3 рецепторов [14].

Рис. 3. Действие афобазола (10,0 мг/кг) при однократном 
введении (15-й день эксперимента) на проявление 
этанол-индуцированной сенсибилизации у мышей 
линии DBA/2 (M ± SEM)
Примечания:  ** – p < 0,01, *** – p < 0,001 – статистически 
значимо по отношению к соответствующей точке «0-й день 
(фон)»; ++ – p < 0,01, +++ – p < 0,001 – статистически 
значимо по отношению к соответствующей точке «1-й день»; 
@@@ – p < 0,001 – статистически значимо по отношению к 
соответствующей точке «14-й день (фон)» согласно критерию 
Дункана. Значения ANOVA для экспериментов p < 0,001; ххх – 
p < 0,001 – статистически значимо между соответствующими 
точками «9-й день» и «15-й день» согласно критерию Дункана. 
Значения ANOVA – p < 0,001. ● – p < 0,05 – статистически 
значимо между группами «Контроль» и «Афобазол» согласно 
t-критерию Стьюдента. По оси абсцисс – дни эксперимента. 
Количество животных в каждой группе n = 12.
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В настоящем исследовании впервые установлена 
способность афобазола купировать проявление (экс-
прессию) сформированной поведенческой сенсиби-
лизации к этанолу. Информации о роли σ1-рецепторов 
в развитии этанол-индуцированной поведенческой 
сенсибилизации (ЭИПС) нет, однако известно, что 
вызываемое при повторных введениях кокаина про-
грессивное увеличение экспрессии гена σ1-рецепто-
ров, совпадающее с устойчивым увеличением двига-
тельной активности у мышей, наблюдается в отделах 
мозга, ответственных за формирование аддиктивных 
состояний. Кроме того, блокада σ1-рецепторов при-
водит к ослаблению описанных выше молекулярных 
адаптаций и кокаин-индуцированной поведенческой 
сенсибилизации [17], поэтому гипотеза о возможности 
афобазола купировать ЭИПС за счёт взаимодействия с 
σ1-рецепторами представляется маловероятной. 

Имеются объективные доказательства того, что ме-
латонин модифицирует физиологический и поведен-
ческий ответ на действие психостимуляторов, при этом 
установлена роль МТ1 и МТ2-рецепторов мелатонина в 
формировании метамфетамин-индуцированной пове-
денческой сенсибилизации. Показано, что даже после 
однократного введения метамфетамина через 8 дней 
при предъявлении тест-дозы метамфетамина наблю-
далось статистически значимое увеличение двигатель-
ной активности у мышей с высокой экспрессией мела-
тонина C3H/HeN и низкой экспрессией мелатонина 
C57BL/6, но не у мышей-нокаутов по МТ1-рецептору 
[18], что позволяет рассматривать МТ1-рецепторы как 
новую перспективную мишень для фармакологической 
коррекции состояний лекарственной зависимости.

С другой стороны, на мышах-нокаутах установлена 

роль α1-субъединицы ГАМКА-рецептора в стимуля-
ции поведения при остром введении этанола [19], а в 
ряде публикаций двигательная сенсибилизация в ответ 
на многократные введения этанола у мышей DBA/2 
ассоциируется с изменениями экспрессии генов субъ-
единиц ГАМКА-рецептора и чувствительности к 
ГАМК-ергическим препаратам [20]. Учитывая моду-
лирующее действие афобазола на ГАМК-ергическую 
систему [21], нельзя исключить, что его ослабление 
проявления поведенческой сенсибилизации, вызывае-
мой этанолом, в определённой степени связаны с регу-
ляторным влиянием на ГАМК-систему.

Учитывая полученные результаты о взаимодей-
ствии афобазола с этанолом на модели поведенческой 
сенсибилизации, представляется целесообразным 
продолжить исследования афобазола на других моде-
лях лекарственной зависимости. Таким образом, в ходе 
выполненных исследований была установлена спо-
собность афобазола в дозе 10,0 мг/кг при однократном 
системном введении предупреждать этанол-индуци-
рованную стимулирующую реакцию и препятствовать 
проявлению вызываемой этанолом поведенческой 
сенсибилизации.
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Метаболит афобазола М-11 
ингибирует хинон-редуктазу-2

Кадников И.А., Воронин М.В., Середенин С.Б.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва

Резюме. Актуальность. Ингибирование хинон-редуктазы-2 (NQO2) является перспективным для достижения нейропротек-
торного действия. Анксиолитик афобазол (5-этокси-2-[2-(морфолино)-этилтио] бензимидазола дигидрохлорид) и его метаболит 
М-11 (2-[2-(3-оксоморфолин-4-ил)-этилтио]-5-этоксибензимидазола гидрохлорид) взаимодействуют с регуляторным мелато-
нин-зависимым сайтом NQO2. Ранее нами показано, что афобазол ингибирует фермент. Влияние М-11 на NQO2 не изучено. Цель. 
Изучить действие метаболита афобазола М-11 на активность NQO2. Методы. Влияние М-11 на активность человеческого реком-
бинантного фермента хинон-редуктаза-2 (hNQO2) исследовали методом флуоресцентной спектроскопии. Результаты. Установ-
лено, что М-11 ингибирует hNQO2 в концентрациях 0,5 и 1,0 мМ, снижая скорость реакции на 12 и 24 % соответственно. В этих 
же концентрациях соединение М-11 уступает действию афобазола. Заключение. Соединение М-11 ингибирует NQO2 и может ис-
пользоваться для изучения фармакологических эффектов афобазола, обусловленных взаимодействием с регуляторным сайтом 
фермента.

Ключевые слова: метаболит афобазола; хинон-редуктаза-2; МТ3-рецептор
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Afobazole metabolite M-11 inhibits quinone reductase 2
Kadnikov I.A., Voronin M.V., Seredenin S.B.

FSBI «Zakusov institute of Pharmacology», Moscow
Resume. Objective. Inhibition of quinone reductase 2 (NQO2) is a perspective target to achieve neuroprotective effect. 

Anxiolytic drug afobazole (5-Ethoxy-2-[2-(morpholino)-ethylthio]benzimidazole dihidrochloride) and its main metabolite M-11 
(2-[2-(3-oxomorpholin-4-il)-ethylthio]-5-ethoxybenzimidazole hydrochloride) can interact with melatonin dependent regulatory 
site of NQO2. Previously we have figured that afobazole inhibits NQO2. However, the role of interaction between M-11 and NQO2 is 
unclear. Aim. To study the effect of M-11 on activity of NQO2. Methods. The influence of M-11 on activity of human recombinant 
NQO2 (hNQO2) was measured utilizing fluorescent spectroscopy. Results. M-11 inhibits hNQO2 in concentrations of 0.5 and 1.0 
mM, decreasing enzymatic reaction velocity on 12 and 24 % respectively. In same concentrations, M-11 is inferior to afobazole. 
Conclusion. Compound M-11 inhibits NQO2 and can be used to study pharmacological effects of afobazole caused by interaction 
with regulatory site of enzyme.

Keywords: afobazole metabolite; NQO2; MT3 receptor
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2018;3:27–30. (In Russ). DOI: 10.24411/2588-0519-2018-10020.

Введение

Фермент NQO2 является цитозольным флаво-
протеином [1], катализирующим двухэлектронное 
восстановление пара- и орто-хинонов. Субстратной 
специфичностью к NQO2 обладают эндогенные и эк-
зогенные хиноны, такие как производные катехола-
минов и менадион (витамин К

3
) [2, 3]. У человека фер-

мент экспрессируется в скелетных мышцах, почках, 
печени, лёгких, сердце, отделах головного мозга [4, 5]. 
Установлено, что NQO2 имеет мелатонин-зависимый 
регуляторный сайт (MT

3
 рецептор) [6], а мелатонин 

ингибирует фермент [7]. Известно, что катализируемое 
NQO2 восстановление хинонов ведёт к образованию 
свободно-радикальных продуктов [8], а повышенная 

экспрессия фермента коррелирует с развитием болез-
ни Альцгеймера [9] и идиопатической формы болезни 
Паркинсона [10]. В фармакологических эксперимен-
тах показано, что ингибирование NQO2 опосредует 
нейропротекторное влияние и стимулирует когнитив-
ные функции [11, 12].

В предыдущих опытах установлено, что анксиоли-
тик афобазол (5-этокси-2-[2-(морфолино)-этилтио] 
бензимидазола дигидрохлорид) и его основной метабо-
лит М-11 (2-[2-(3-оксоморфолин-4-ил)-этилтио]-5-э-
токсибензимидазола гидрохлорид) обладают лиганд-
ными свойствами к MT

3
-рецептору с IC

50
 = 9,9*10-7 

и 4,0*10-7 М соответственно [13]. Выявлено, что афо-
базол обладает ингибирующим действием на NQO2, 
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которое реализуется по смешанному типу, а значения 
K

i
 афобазола и мелатонина сопоставимы [14]. Взаимо-

действие М-11 с МТ
3
 рецептором позволяет предполо-

жить наличие у данного соединения ингибирующей 
активности по отношению к NQO2. Поэтому целью 
данного этапа исследований стало in vitro изучение 
влияния М-11 на активность рекомбинантного NQO2 
человека в сравнении с афобазолом. 

Материалы и методы

Химические реактивы

Сульфат аммония, 2-метилнафтален-1,4-дион 
(менадион), метанол, рекомбинантный фермент хи-
нон-редуктаза-2 человека (hNQO2), 1xPBS (Sigma-
Aldrich, США, Сент-Луис), 1-бензил-1,4-дигидро-
никотинамид (BNAH) (US Biological, США, Салем), 
5-этокси-2-[2-(морфолино)-этилтио] бензимидазола 
дигидрохлорид (афобазол) и его основной метаболит 
2-[2-(3-оксоморфолин-4-ил)-этилтио]-5-этоксибен-
зимидазола гидрохлорид (М-11) (синтезированы в 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова»). 

Определение скорости реакции 
катализируемой NQO2

Влияние М-11 на активность NQO2 изучали в ди-
апазоне конечных концентраций 0,1–1,0 мМ мето-
дом флуоресцентной спектроскопии на спектрофлу-
ориметре Varian Cary Eclipse (США, Санта-Клара). В 
качестве субстрата NQO2 использовали менадион в 
конечной концентрации 1,0 мМ. Флуоресцирующим 
агентом служил косубстрат фермента BNAH в конеч-
ной концентрации 0,75 мМ. Как препарат сравнения 
использовали афобазол в тех же конечных концентра-
циях, что и М-11 (0,1–1,0 мМ). Матричные растворы 
менадиона (30 мМ) и BNAH (22,5 мМ) готовили в 
метаноле и хранили при -20 °С. Матричные раство-
ры М-11 (30 мМ) и афобазола (30 мМ) готовили в 
1хPBS и хранили при 4 °С. Матричный раствор NQO2 
(635 U) готовили в 2,78 М растворе сульфата аммония 
(1 мг NQO2/1 мл (NH

4
)

2
SO

4
) и хранили при темпера-

туре -20 °С. Раствор NQO2 для ферментативной ре-
акции готовили путём доведения 2,8 мкл матричного 
раствора до 100 мкл 2,78 М сульфатом аммония. Все 
рабочие растворы готовили в день эксперимента.

Ферментативную реакцию проводили в кювете 
для флуоресценции объёмом 100 мкл (длина оптиче-
ского пути 1 см). Инкубационная среда содержала по 
2 мкл матричных растворов менадиона, BNAH, афо-
базола или М-11 и 52 мкл 1хPBS. Реакцию иниции-
ровали добавлением в инкубационную среду 2 мкл 
рекомбинантного NQO2 человека для достижения 
конечной активности 0,1 U. Скорость реакции изме-

ряли по убыванию флуоресценции BNAH при длине 
волны возбуждения 370 нм и длине волны испуска-
ния 450 нм в условиях постоянной температуры 37 °С. 
Все измерения проводили в 5 повторениях. Скорость 
ферментативной реакции определяли по убыванию 
интенсивности флуоресценции BNAH на прямом 
участке кривой и сопоставлением полученных дан-
ных с калибровочными значениями.

Математическая обработка результатов

Полученные экспериментальные данные были нор-
мированы на единицу ферментативной активности. 
Оценку статистической значимости полученных ре-
зультатов проводили с применением одностороннего 
дисперсионного анализа, критерий Холма-Шидака. 
Данные представлены в виде среднее ± стандартное от-
клонение. Для статистической обработки результатов и 
построения графиков использовали программный па-
кет GraphPad Prism version 5.02 for Windows, GraphPad 
Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

Результаты

В экспериментах показано, что скорость фермен-
тативной реакции составляет 2,96 ± 0,141 мМ/мин. 
Основной метаболит афобазола М-11 снижает актив-
ность hNQO2 в концентрациях 0,5 мМ и 1,0 мМ до 
2,6 ± 0,058 мМ/мин (p = 0,02) и 2,26 ± 0,056 мМ/мин 
(p < 0,001) соответственно (рис. 1). Установлена зави-
симость ингибирования hNQO2 от концентрации М-11 
в инкубационной среде. А именно, М-11 в концентра-
ции 1,0 мМ статистически значимо снижает активность 
hNQO2 в сравнении с концентрацией 0,5 мМ (p = 0,03) 
и 0,1 мМ (p = 0,001) (рис. 1). М-11 в концентрации 
0,1 мМ не оказывает влияния на скорость реакции 
hNQO2 (2,86 ± 0,234 мМ/мин) в сравнении с контроль-
ными значениями (р = 0,32) (рис. 1). М-11 уступает афо-
базолу в ингибирующем действии на hNQO2. Афобазол 
в концентрации 0,1 мМ снижает активность фермента 
до 2,52 ± 0,094 мМ/мин (p = 0,003) (рис. 1), статистиче-
ски значимо уменьшая скорость реакции в сравнении 
с М-11 (p = 0,01). В концентрациях 0,5 мМ и 1,0 мМ 
афобазол снижал активность hNQO2 до 2,29 ± 0,085 
(p < 0,001) и 1,73 ± 0,122 мМ/мин (p < 0,001), превос-
ходя действие М-11 на 12 % (p = 0,02) и 24 % (p = 0,001) 
соответственно (рис. 1). Как и для М-11, для афобазо-
ла показана концентрационная зависимость скорости 
ферментативной реакции hNQO2. Афобазол в кон-
центрации 1,0 мМ обладает большим ингибирующим 
действием, чем в концентрациях 0,1 мМ (p < 0,001) и 
0,5 мМ (p < 0,001) (рис. 1). Влияние 0,5 мМ афобазола 
на активность hNQO2 статистически не отличается от 
его действия в концентрации 0,1 мМ (p = 0,06) (рис. 1).
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торов афобазолом [13] и мелатонином [15] в использо-
ванной бесклеточной системе и соответствуют данным 
научной периодики, полученным для рекомбинант-
ного hNQO2 в других экспериментальных условиях. 
Так, мелатонин и его производные, проявляющие се-
лективные лигандные свойства к МТ

3
 рецептору в на-

номолярном диапазоне [7], ингибировали активность 
hNQO2 выделенной из клеток линии CHO-K1/hQR2 в 
микромолярных концентрациях [15]. В экспериментах 
in vitro и ex vivo показано ингибирующие действие на 
фермент других лигандов МТ

3
 рецептора разных хи-

мических групп, а именно флаваноидов ресвератрола 
[15] и кверцитина [16], производных бензимидазола 
TBB, TBBz и DMAT [17]. 

 В нашей работе показано, что М-11 уступает в 
ингибирующей активности hNQO2 афобазолу. Из 
научной периодики известно, что вещества с более 
высоким сродством к МТ

3
 рецептору могут слабее 

ингибировать hNQO2 [7]. Различия во влиянии М-11 
и афобазола на активность hNQO2 может быть свя-
зана с типом ингибирования фермента. Например, 
2-йодомелатонин – конкурентный ингибитор NQO2 
с высоким сродством к МТ

3
 рецептору слабее инги-

бирует фермент, чем действующее по бесконкурент-
ному типу соединение S28128 с меньшей аффинно-
стью к МТ

3
 рецептору [7]. Показано, что афобазол 

ингибирует hNQO2 по смешанному типу [14], однако 
полученные в настоящем исследовании результаты 
не позволяют сделать заключение о типе ингибиро-
вания NQO2 соединением М-11, для чего требуется 
проведение дополнительных кинетических исследо-
ваний.

М-11 отличается от афобазола по спектру молеку-
лярных мишеней. Если афобазол взаимодействует с 
σ1, МТ

1
 и МТ

3
 рецепторами и регуляторным сайтом 

МАО А, то М-11 – только с МТ
3
 рецептором [13]. По-

этому сочетание афобазола – М-11 можно рекомен-
довать для оценки вклада МТ

3
 рецептора в фармако-

логические эффекты афобазола.

Обсуждение

Проведённое исследование подтвердило предпо-
ложение об ингибирующем влиянии основного мета-
болита афобазола М-11 на активность hNQO2. Резуль-
таты экспериментов согласуются с выявленным ранее 
ингибированием hNQO2 [14] лигандами МТ

3
 - рецеп-

Рис. 1. Влияние афобазола и его основного метаболита 
М-11 на активность человеческого рекомбинантного 
фермента NQO2
Примечания: Данные представлены в виде М ± S.D., n = 5. 
* – статистически значимые различия по сравнению с 
контролем (p < 0,05, ANOVA, Holm-Sidak post-hoc). ** – 
статистически значимые различия по сравнению с контролем 
(p < 0,01, ANOVA, Holm-Sidak post-hoc). # – статистически 
значимые различия между эффектами афобазола и М-11 в 
идентичной концентрации (p < 0,05, ANOVA, Holm-Sidak 
post-hoc). ## – статистически значимые различия между 
эффектами афобазола и М-11 в идентичной концентрации 
(p < 0,01, ANOVA, Holm-Sidak post-hoc). ^ – статистически 
значимые различия по сравнению с действием соединения 
в концентрации 1,0 мМ (p < 0,05, ANOVA, Holm-Sidak post-
hoc). ^^ – статистически значимые различия по сравнению 
с действием соединения в концентрации 1,0 мМ (p < 0,01, 
ANOVA, Holm-Sidak post-hoc). 
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Нейропротекторные свойства in vitro 
новых замещённых глипролинов

Антипова Т.А., Колясникова К.Н., Волкова Ю.С., 
Антипов П.И., Кузнецова Е.А., Николаев С.В.

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

Резюме. Ранее в НИИ фармакологии имени В.В. Закусова был сконструирован и синтезирован линейный замещенный 
глипролин ГЗК-111, этиловый эфир N-фенилацетил-глицил-L-пролина, способный превращаться в нейропептид цикло-про-
лилглицин (ЦПГ) в биологических средах и проявляющий характерные для последнего ноотропную, анксиолитическую, ан-
тигипоксическую и нейропротекторную активность. Цель данной работы состояла в изучении нейропротекторной активно-
сти аналогов замещённого глипролина ГЗК-111 по C- и N-концу in vitro на модели оксидативного стресса в сравнении с ЦПГ. 
Оксидативный стресс, вызванный Н2О2 (1,5 мM), приводил к достоверному снижению жизнеспособности гиппокампальных 
клеток линии НТ-22. L-ЦПГ защищал клетки от повреждения Н2О2 в концентрациях до 10-7М при внесении как за 24 ч до, так 
и сразу после повреждения. Соединение с открытой карбоксильной группой (ГЗК-115) защищало клетки НТ-22 от гибели, 
подобно L-ЦПГ, в обеих схемах эксперимента в концентрациях до 10-7М. Замещённый амид ГЗК-119, внесённый за 24 ч до 
повреждения клеток, обладал цитопротекторным эффектом в концентрации 10-7М, а после повреждения перекисью – в 
концентрациях 10-6 – 10-7М. D-энантиомер этилового эфира N-фенилацетил-глицил-L-пролина (ГЗК-121) и соединение с уд-
линением N-ацильного фрагмента на CH2-группу (ГЗК-45) были эффективны в концентрациях до 10-6М в обеих схемах экс-
перимента. Одновременное удлинение N-ацильного фрагмента на CH2-группу и замена эфира на амид (ГЗК-50) приводило 
к защите клеток от гибели только при внесении соединения после Н2О2. Таким образом, установлено, что все исследуемые 
замещённые глипролины обладали нейропротекторной активностью в экспериментах in vitro в условиях окислительного 
стресса на клетках HT-22, причём наиболее выражена она была у соединений ГЗК-119 и ГЗК-115.

Ключевые слова: циклопролилглицин; оксидативный стресс; НТ-22; замещённые глипролины
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Neuroprotective properties of novel substituted glyprolines in vitro
Antipova T.A., Kolyasnikova K.N., Volkova Y.S., Antipov P.I., Kuznetsova E.A., Nikolaev S.V.

FSBI "Zakusov Institute of Pharmacology", Moscow
Resume. Previously in the Zakusov Institute of Pharmacology the linear substituted glyproline GZK-111, N-phenylacetyl-

glycyl-L-proline ethyl ester, which is capable to convert into the neuropeptide cyclo-prolylglycine (CPG) in biological media and 
displaying the nootropic, anxiolytic, antihypoxic and neuroprotective activity, was designed and synthesized. The aim of the work 
was to study the neuroprotective activity of analogues of substituted glyproline GZK-111 at the C- and N-terminus in vitro on 
the oxidative stress model in comparison to the GPG. Oxidative stress caused by H2O2 (1.5 mM) led to significant decrease in the 
hippocampal cells HT-22 viability. L-CPG protected cells against H2O2 in concentrations up to 10-7M when applied both 24 h before 
and immediately after damage. The compound with an open carboxylic group (GZK-115) like CPG protected HT-22 cells from death 
in both experimental schemes at concentrations up to 10-7M. The substituted amide GZK-119 added 24 h before cell damage, had 
a cytoprotective effect at a concentration of 10-7M, and after peroxide damage in concentrations of 10-6 – 10-7M. The D-enantiomer 
of ethyl ester N-phenylacetyl-glycyl-proline (GZK-121) and the compound with the extension of the N-acyl fragment to the CH2- 
group (GZK-45) were effective at concentrations up to 10-6M in both experimental schemes. Simultaneous extension of the N-acyl 
fragment to the CH2 group and replacement of the ester with an amide (GZK-50) resulted to protection of the cells from death only 
after H2O2. Thus, it was established that all investigated substituted glyprolines possessed neuroprotective activity in experiments 
in vitro under conditions of oxidative stress in HT-22 cells. The most active compounds were GZK-119 and GZK-115.

Keywords: cycloprolylglycine; oxidative stress; HT-22; substituted glyproline
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Введение

В 1996 г. в НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова был открыт эндогенный пептид циклопро-
лилглицин (ЦПГ) [1], для которого были выявлены 
ноотропные [2], анксиолитические [3], антигипок-
сические [4] и нейропротекторные свойства [5]. 
Было показано, что ЦПГ по структуре и фармако-
логической активности подобен пирацетаму [2–5]. 
Кроме того, было выявлено, что ЦПГ аналогично 
пирацетаму оказывает положительное модулирую-
щее действие на глутаматные AMPA-рецепторы [6] 
и усиливает синтез нейротрофина BDNF [7].

Нами был сконструирован линейный замещён-
ный глипролин ГЗК-111, этиловый эфир N-фени-
лацетил-глицил-L-пролина, химическая структура 
которого предполагает возможность превращения 
его в ЦПГ в биологических средах. Действительно, 
ГЗК-111 in vitro в плазме крови крысы превращается 
в ЦПГ и проявляет весь спектр фармакологической 
активности, характерный для последнего [8, 9].

Для расширения группы фармакологически ак-
тивных замещенных глипролинов в настоящей 
работе был синтезирован ряд аналогов ГЗК-111 с 
разным замещением по C- и N-концу и изучена их 
нейропротекторная активность in vitro.

Цель исследования

Цель данной работы состояла в изучении ней-
ропротекторной активности аналогов замещённого 
глипролина ГЗК-111 по C- и N-концу in vitro на мо-
дели оксидативного стресса в сравнении с ЦПГ.

 
Материалы и методы

Экспериментальная химическая часть

В работе использовали коммерческие аминокис-
лоты (Sigma, Reanal). Используемые растворители 
очищали и сушили стандартными методами. Тем-
пературу плавления определяли в открытых капил-
лярах на приборе Optimelt MPA100 (Stanford Research 
Systems, США) и не корректировали. ПМР-спектры 
регистрировали в растворах диметилсульфоксида-d6 
(ДМСО-d6) или CDCl

3
 в шкале δ, м. д. (J, Гц) на спек-

трометре Fourier 300 (Bruker, Германия) с рабочей 
частотой 300 МГц. В качестве внутреннего стандарта 
использовали тетраметилсилан. Удельное оптиче-
ское вращение измеряли на поляриметре ADP 440 
Polarimeter (Bellingham + Stanley Ltd., Англия). 
ТСХ проводили на пластинках Kieselgel 60 G/F254 
(Merck, Германия) в системах диоксан – вода 9:1 (А), 
хлороформ – метанол 9:1 (Б) и бензол – уксусная 
кислота – вода 3:1:1 (В). Соединения с амидными 

группами обнаруживали в парах йода, соединения 
с открытой карбоксильной группой – бромкрезо-
ловым зелёным, содержащие ароматические груп-
пы – в УФ-лучах. Элементный анализ проводили 
на приборе для определения углерода и водорода с 
четырьмя электрическими печами (600-900 °С, тип 
МА-Г/6Р, завод ЛЭТО, Россия) в токе кислорода и 
на аппарате для определения азота с тремя такими 
же электрическими печами в токе углекислого газа. 
Данные элементного анализа соединений относи-
тельно процентного содержания С, Н и N отклоня-
ются от теоретических не более чем на 0,4 %.

Энантиомеры этилового эфира N-фенилаце-
тил-глицилпролина (C

6
H

5
-CH

2
-C(O)-Gly-Pro-

OC
2
H

5
). Получали аналогично [8].

C
6
H

5
-CH

2
-C(O)-Gly-L-Pro-OC

2
H

5
 (ГЗК-111): т.пл. 

111-112 °С; [α]23
D -90,0 ° (с 1, вода); Rf = 0,80 (А).

C
6
H

5
-CH

2
-C(O)-Gly-D-Pro-OC

2
H

5
 (ГЗК-121): 

т.пл. 112-113 °С; [a]23
D +90,0 ° (с 1, вода); Rf = 0,80 (А).

N-фенилацетил-глицил-L-пролин (C
6
H

5
-CH

2
-

C(O)-Gly-L-Pro-OH, ГЗК-115). Получали анало-
гично [9]. Т.пл. 165-166 °С; [α]23

D -75 ° (с 1, метанол); 
Rf = 0,35 (А).

Метиламид N-фенилацетил-глицил-L-пролина 
(C

6
H

5
-CH

2
-C(O)-Gly-L-Pro-NHCH

3
, ГЗК-119). По-

лучали аналогично [9]. Т.пл. 180-181 °С; [α]23
D -76 ° (с 

1, метанол); Rf = 0,31 (Б).
Этиловый эфир N-фенилпропионил-глицил-L-про-

лина (C
6
H

5
-(CH

2
)
2
-C(O)-Gly-L-Pro-OC

2
H

5
, ГЗК-45). 

К охлажденному до -10 °С раствору 3 г (14,5 ммоль) 
N-фенилпропионил-глицина в 10 мл диметилфор-
мамида (ДМФА) при интенсивном перемешива-
нии одновременно прибавляли 1,89 мл (14,5 ммоль) 
изобутилхлорформиата и 2,32 мл (18,125 ммоль) 
N-этилморфолина. После 2-3 мин перемешива-
ния прикапывали раствор 3,25 г (18,125 ммоль) 
хлоргидрата этилового эфира пролина и 1,86 мл 
(14,5 ммоль) N-этилморфолина в 15 мл ДМФА. Ре-
акционную смесь перемешивали ещё 30 мин при 
-10 °С и 1 ч при комнатной температуре. Осадок 
отфильтровывали, фильтрат упаривали в вакууме, 
остаток растворяли в CHCl

3
. Раствор последователь-

но промывали 3 % NaHCO
3
, водой, 1М раствором 

HCl и вновь водой, высушивали безводным сульфа-
том натрия и упаривали. Полученное масло пере-
кристаллизовывали из смеси этилацетата и гексана 
и получали 3 г (62 %) этилового эфира N-фенилпро-
пионил-глицил-L-пролина в виде кристаллическо-
го продукта. Т.пл. 111-112 °С; [α]23

D -83° (с 1, этанол); 
Rf = 0,8 (В). ПМР-спектр (ДМСО-d6) δ, м.д.: 1,21 (м, 
3Н, СН

3
СН

2
О), 1,73-2,27 (м, 5Н, СγН

2
 Pro, СβН

1
 Pro, 

Ph-CH
2
-CH

2
), 2,46 (м, 1Н, СβН

1
 Pro), 2,83 (м, 2Н, 

J1 = 7,82, Ph-CH
2
-CH

2
), 3,38-3,62 (м, 2Н, СδН

2
 Pro), 

3,78-4,2 (м, 4Н, СН
3
СН

2
О, СαН

2
 Gly), 4,3 (д.д., 1Н, 
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СαН Pro, мажорный конформер), 4,68 (д.д., 1Н, СαН 
Pro, минорный конформер), 8,06 (т, 1Н, J = 5,12, NH 
Gly). Элементный анализ: вычислено, %: C 63,39; 
H 7,37; N 8,20; найдено, %: С 63,18; H 7,33; N 8,75; 
C

18
H

24
N

2
O

4 
* 0,5H

2
O.

Амид N - фенилпропионил- глицил-L -пролина  
(C

6
H

5
-(CH

2
)
2
-C(O)-Gly-L-Pro-NH

2
, ГЗК-50). Раствор 

0,300 г (0,9036 ммоль) этилового эфира N-фенилпро-
пионил-глицил-L-пролина в 5,625 мл насыщенного 
аммиаком метанола оставляли плотно закрытым на 
14 дней при комнатной температуре. Окончание ре-
акции определяли с помощью ТСХ. После заверше-
ния реакции метанольный раствор упарили досуха, 
полученное масло перекристаллизовывали из эти-
лового спирта. Получали 0,170 г (85 %) амида N-фе-
нилпропионил-глицил-L-пролина в виде кристал-
лического продукта. Т.пл. 188-190 °С. [α]23

D -62,2 ° 
(с 1, метанол). Rf = 0,41 (Б). ПМР-спектр (CDCl

3
) δ, 

м.д.: 1,93-2,4 (м, 4Н, СβН
2
Pro, СγН

2
 Pro), 2,57 (м, 2Н, 

Ph-CH
2
-CH

2
), 2,99 (м, 2Н, Ph-CH

2
-CH

2
), 3,42-3,59 

(м, 2Н, СδН
2
 Pro), 4,05 (д, J = 4,32, 2Н, СαН

2
 Gly), 4,3 

(д.д., 1Н, СαН Pro, мажорный конформер), 4,57 (д.д., 
1Н, СαН Pro, минорный конформер), 5,45 и 6,68 (два 
с, 2Н, NH

2
), 6,45 (с, 1Н, NH Gly), 7,2-7,3 (м, 5Н, Ar).

Экспериментальная биологическая часть

Для экспериментов использовались реакти-
вы: Н

2
О

2
 (Panreac), MTT (Sigma Aldrich), ДМСО 

(Panreac), среда ДМЕМ (HyClone), фетальная бычья 
сыворотка FBS (Gibco).

Эксперименты проводились на клетках гиппо-
кампа мыши линии НТ-22 (Голландия, Утрехт). 
Клетки культивировали в среде ДМЕМ с добавлени-
ем 5 % FBS в СО

2
-инкубаторе при температуре 37 °С 

в атмосфере, содержащей 5 % CO
2
.

Оксидативный стресс моделировали путём вне-
сения перекиси водорода в конечной концентрации 
1,5 мM) [10]. Спустя 30 мин среду заменяли на обыч-
ную. Через 4 ч выполняли измерение жизнеспособ-
ности клеток.

Жизнеспособность клеток измеряли с использо-
ванием MTT-теста с добавлением 0,5 % раствора бро-
мида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-те-
тразолия (MTT), для растворения образующихся 
кристаллов формазана использовали ДМСО. Опти-
ческую плотность измеряли на спектрофотометре 
Multiscan EX при длине волны 600 нм [11].

Исследуемые соединения (ЦПГ, ГЗК-115, ГЗК-
119, ГЗК-121, ГЗК-45 и ГЗК-50) растворяли в деио-
низованной воде и вносили за 24 ч до повреждения 
или сразу после смены среды в конечных концен-
трациях 10-5 – 10-8М.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием критерия Краскела-Уоллиса с 

последующим тестом по Данну (ANOVA). Данные 
представлены в виде m. ± s.d. Данные считались до-
стоверными при p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

Синтез замещённых глипролинов был осущест-
влён по общей схеме:

Низкоалкильные эфиры N-фенилалканоил-гли-
цилпролинов (ГЗК-111, ГЗК-121, ГЗК-45) получали 
(схема 1) методом смешанных ангидридов с исполь-
зованием изобутилхлорформиата в условиях Андер-
сона [12]. В качестве карбоксильной компоненты 
использовали N-фенилалканоилглицин, получен-
ный из глицина и хлорангидрида соответствующей 
фенилалкановой кислоты по Шоттен-Бауману [13], 
а в качестве аминокомпоненты – метиловый или 
этиловый эфир пролина, полученные из метанола 
или абсолютного этанола в присутствии хлористого 
тионила по методу Бреннера [14]. Амиды N-фени-
лалканоил-глицил-пролинов (ГЗК-113 и ГЗК-50) 
получали обработкой этилового эфира соответству-
ющего N-замещённого дипептида аммиаком в ме-
таноле. Дипептид ГЗК-115 с открытой карбоксиль-
ной группой получали гидролизом 1 М щёлочью 
этилового эфира N-фенилацетил-глицил-L-проли-
на. Метиламид N-фенилацетил-глицил-L-пролина 
(ГЗК-119) получали аминолизом метиламином со-
ответствующего метилового эфира.

Оксидативный стресс, вызванный Н
2
О

2
 (1,5 мM), 

приводил к достоверному снижению жизнеспо-
собности гиппокампальных клеток линии НТ-22. 
L-ЦПГ защищал клетки от повреждения Н

2
О

2
 в 

концентрациях до 10-7М в обеих схемах внесения со-
единения. ГЗК-115 защищал клетки НТ-22 от гибе-
ли, подобно L-ЦПГ, в обеих схемах эксперимента в 
концентрациях до 10-7М. ГЗК-119, внесённый за 24 ч 
до повреждения клеток, обладал цитопротекторным 
эффектом в концентрации 10-7М, а после повреж-
дения перекисью – в концентрациях 10-6 – 10-7М. 
ГЗК-121 и ГЗК-45 были эффективны в концентра-
циях до 10-6М в обеих схемах эксперимента. ГЗК-50 
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защищал клетки от гибели только в схеме внесения 
соединения после Н

2
О

2
 (табл.1).

Таким образом, все полученные замещённые 
глипролины обладали нейропротекторной активно-
стью в экспериментах in vitro в условиях окислитель-
ного стресса на клетках HT-22, причём наиболее 
выраженная наблюдалась для соединений ГЗК-119 
и ГЗК-115. Можно предположить, что выявленные 
нами различия в защитном действии исследуемых 
замещённых глипролинов на модели оксидативного 
стресса могут быть обусловлены особенностью стро-
ения их молекул.
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Таблица 1

Нейропротекторная активность in vitro 
замещённых глипролинов в сравнении с ЦПГ

Соедине-
ние

n X R Концен- 
трация, 

М

Нейропротек-
торная активность 

А (%)

Внесение 
за 24 ч 
до Н

2
О

2
 

(n = 16)

Внесение 
после 
Н

2
О

2
 

(n = 16)

L-ЦПГ - - - 10-5М 37* 32*

10-6М 37* 32*

10-7М 39* 35*

10-8М 37* 13

ГЗК-115 1 L OH 10-5М 19* 25*

10-6М 22* 27*

10-7М 20* 27*

10-8М 13 9

ГЗК-119 1 L NHCH3 10-5М 29 33*

10-6М 31 31*

10-7М 33* 22

10-8М 31 17

ГЗК-121 1 D OC2H5 10-5М 40* 56*

10-6М 33* 43*

10-7М 38* 26

23 1

ГЗК-45 2 L 10-5М 31* 21*

10-6М 36* 33*

10-7М 12 24*

10-8М 3 18

ГЗК-50 2 L 10-5М 7 14*

10-6М 10 17*

10-7М 10 15*

10 13*

Примечания: * p ≤ 0,05 – от Контроля, ^ p ≤ 0,05 – от H
2
O

2
 (критерий 

Краскела-Уоллиса с последующим тестом по Данну). Глипролины 

общей формулы C
6
H

5
-(CH

2
)n-C(O)-Gly-X-Pro-R где n = 1, 2; X = L, 

D; R = OC
2
H

5
, OH, NH

2
, NHCH

3
.
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Сравнение нейропротекторных свойств дипептидных 
миметиков 1-й, 2-й и 4-й петель мозгового 

нейротрофического фактора на модели 
окислительного стресса in vitro

Логвинов И.О., Тарасюк А.В., Сазонова Н.М., Антипов П.И., 
Антипова Т.А., Гудашева Т.А.

ФГБНУ «НИИ фармакологии им. В.В. Закусова», Москва

Резюме. Цель настоящей работы состояла в сравнении нейропротекторных свойств димерных дипептидных миметиков 
1-й, 2-й и 4-й петель BDNF – ГСБ-214 (гептаметилендиамид бис-моносукцинил-метионил-серина), ГТС-201 (гексаметилендиамид 
бис-гексаноил-серил-лизина) и ГСБ-106 (гексаметилендиамид бис-моносукцинил-серил-лизина) на гиппокампальных клетках 
линии HT-22 в условиях окислительного стресса. Установлено, что миметик 4-й петли BDNF проявляет нейропротекторный эф-
фект в более низких концентрациях по сравнению с миметиками на основе 1-й и 2-й петель, как при внесении за 24 часа до 
повреждения, так и сразу после деструктивного воздействия.

Ключевые слова: нейропротекция; окислительный стресс; BDNF; димерные дипептидные миметики; ГСБ-214; ГТС-201; 
ГСБ-106
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Comparison of neuroprotective properties of the dipeptide mimetics of the 1st, 2nd and 4th loops 
of the brain-derived neurotrophic factor on the model oxidative stress in vitro

Logvinov I.O., Tarasiuk A.V., Sazonova N.M., Antipov P.I., 
Antipova T.A., Gudasheva T.A.

FSBI "Zakusov Institute of Pharmacology", Moscow
Resume. The purpose of this study was to compare neuroprotective properties of the dimeric dipeptide mimetics of the 1st, 2nd 

and 4th loops of BDNF – GSB-214 (heptamethylenediamide bis-monosuccinyl-methionyl-serine), GTS-201 (hexamethylenediamide 
bis-hexanoyl-seryl-lysine) and GSB-106 (hexamethylenediamide bis-monosuccinyl-seryl-lysine) in the HT-22 hippocampal cells in 
conditions of oxidative stress. It has been established that the mimetic of the 4th loop of BDNF shows a neuroprotective effect in 
lower concentrations compared to mimetics based on the 1st and 2nd loops when applied 24 hours before and immediately after the 
damages.

Keywords: neuroprotection; oxidative stress; BDNF; dimeric dipeptide mimetics; GSB-214; GTS-201; GSB-106
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Введение

Мозговой нейротрофический фактор (BDNF) от-
носится к семейству нейротрофинов. Благодаря сво-
ей способности увеличивать выживаемость нейронов 
нейротрофины рассматриваются как перспективные 
антинейродегенеративные средства. BDNF особенно 
привлекателен в этом отношении, так как он улучшает 
выживание и предупреждает дегенерацию нейронов, 
вовлеченных в такие заболевания, как амиотрофиче-
ский латеральный склероз (мотонейроны), сенсорные 

нейропатии (сенсорные нейроны), болезнь Альцгей-
мера (базальные холинергичекие нейроны передне-
го мозга), болезнь Паркинсона (дофаминергические 
нейроны чёрной субстанции). В ряде нейродегенера-
тивных заболеваний выявлено снижение содержания 
нейротрофина BDNF [1, 2]. Существуют хорошо доку-
ментированные доказательства участия BDNF в пато-
генезе депрессии. При центральном введении BDNF 
проявляет выраженный антидепрессивный эффект 
[3]. Несмотря на многообещающие данные доклини-
ческих исследований, клинические испытания BDNF 
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в качестве лечебного средства не увенчались успехом 
в первую очередь из-за таких фармакокинетических 
ограничений, как малое время жизни в кровотоке, 
низкая способность проникать через гематоэнцефа-
лический барьер и наличие нежелательных побочных 
эффектов [4, 5].

В рамках развития новой группы нейропротекто-
ров в ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Заку-
сова» на основе гипотезы о том, что фармакофорны-
ми участками нейротрофинов являются β-изгибы их 
шпилькообразных петель, были синтезированы ди-
мерные дипептидные миметики 1-й, 2-й и 4-й петли 
BDNF – ГСБ-214 (гептаметилендиамид бис-моно-
сукцинил-метионил-серина), ГТС-201 (гексаметилен- 
диамид бис-гексаноил-серил-лизина) и ГСБ-106 
(гексаметилендиамид бис-моносукцинил-серил-ли- 
зина) соответственно. Миметики, аналогично 
BDNF, проявляли нейропротекторную активность 
на модели окислительного стресса в культуре гиппо-
кампальных нейронов линии НТ-22 при внесении 
за 24 ч до повреждения в интервале концентраций 
10–5–10–8 М [6, 7].

Цель настоящей работы состояла в сравнительном 
изучении нейропротекторных свойств полученных 
миметиков BDNF в зависимости от времени внесения. 

Материалы и методы

Культура гиппокампальных клеток линии 
НТ-22

Иммортализованные клетки гиппокампа мыши 
линии НТ-22 рассеивали на 96-луночные планше-
ты обработанные поли-Д-лизином (BD Biosciences, 
США; 5 мкг/см2) с плотностью 3,5 тыс. на лунку в сре-
де ДМЕМ (Thermo Fisher Scientific, США), содержа-
щей 5 % телячьей эмбриональной сыворотки (Gibco 
Life Technologies, США) и 2 мМ L-глутамина (ICN, 
Германия), и инкубировали при 37 °С в атмосфере 5 % 
СО

2
.

Модель окислительного стресса

Окислительный стресс моделировали путём вне-
сения в клеточную среду культивирования раствора 
перекиси водорода (Н

2
О

2
) в конечной концентра-

ции 1,5 мМ. Клетки с H
2
O

2
 инкубировали в атмосфе-

ре 5 % СО
2
 при 37 °С 30 мин. Далее среду заменяли 

на нормальную и через 4 ч определяли жизнеспо-
собность клеток с помощью МТТ-теста (бромида 
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5 дифенилтетразолия 
(МТТ) (Sigma, США)) [8]. В качестве положитель-
ного контроля использовали BDNF (BD Bioscience, 
Великобритания) в конечной концентрации 50 нг/
мл (10-9М). ГСБ-214, ГТС-201 и ГСБ-106 вносили 

в конечных концентрациях 10-5 – 10-8М за 24 ч до 
повреждения клеток и после отмывки Н

2
О

2
. Опти-

ческую плотность измеряли на спектрофотометре 
“Multiscan EX” (Thermo, США) при длине волны 
600 нм.

Статистический анализ

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием критерия Краскела-Уоллиса с 
последующим тестом по Данну (ANOVA). Данные 
представлены с указанием стандартного отклонения 
mean ±  s.d. Результаты считались достоверными при 
p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение

Окислительный стресс является важным звеном 
повреждения нейронов при различных нейродеге-
неративных заболеваниях. Последовательность со-
бытий, происходящих при этом в клетке, достаточ-
но хорошо изучена [9]. Можно считать доказанным 
вовлечение окислительного стресса в механизм 
повреждения мозга при ишемии, нейродегенера-
тивных заболеваниях и других патологических со-
стояниях. Поэтому модель окислительного стресса 
особенно интересна с точки зрения исследования 
действия новых потенциальных нейропротекторов.

Для выявления нейропротекторного действия 
димерных дипептидных миметиков ГСБ-214, ГТС-
201 и ГСБ-106 была использована модель окисли-
тельного стресса на культуре иммортализованных 
клеток гиппокампа мыши линии НТ-22. 

Нами показано, что перекись водорода, вне-
сенная в культуральную среду, достоверно снижает 
жизнеспособность клеток НТ-22. BDNF (10-9М) за-
щищал клетки от гибели как при внесении за 24 ч 
до повреждения, так и сразу после деструктивного 
воздействия. Ранее было установлено, что миме-
тики 1-й петли – ГСБ-214, 2-й петли – ГТС-201 и 
4-й петли – ГСБ-106 обладали нейропротекторным 
действием при внесении за 24 ч до окислительного 
стресса (рис. 1) [6, 7]. При этом в концентрации 10-8М 
нейропротекторный эффект ГСБ-214 и ГТС-201 на-
чинает убывать, а защитное действия ГСБ-106 было 
наиболее выражено. В данном исследовании выяв-
лено, что при внесении сразу после повреждения 
дипептиды ГСБ-214 и ГТС-201 достоверно увели-
чивали жизнеспособность гиппокампальных ней-
ронов только в концентрации 10-5М, в то время как 
ГСБ-106 оказывал нейропротекторное действие в 
более низкой концентрации 10-6М (рис. 2).

Таким образом, в данной работе в экспериментах 
in vitro на модели окислительного стресса было уста-
новлено, что димерные дипептидные миметики, соз-
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эффекта у изученных дипептидов. Миметик ГСБ-106 
в более низких концентрациях увеличивает жизнеспо-
собность гиппокампальных нейронов линии НТ-22 в 
условиях окислительного стресса. Наличие нейропро-
текторного эффекта у всех исследованных миметиков 

данные на основе β-изгибов 1-й петли (ГСБ-214), 2-й 
петли (ГТС-201) и 4-й петли (ГСБ-106) BDNF, обла-
дают более выраженным нейропротекторным дей-
ствием при внесении за 24 ч до повреждения. Также 
выявлено различие в проявлении нейропротекторного 

Рис. 1. Влияние различных концентраций ГСБ-214, ГТС-201 и ГСБ-106 на жизнеспособность гиппокампальных 
нейронов линии НТ-22 на модели окислительного стресса (результаты МТТ-теста). Внесение пептидов за 24 ч до 
перекиси водорода
Примечания: * – р ≤ 0,05 по сравнению с контролем; ^ – р ≤ 0,05 по сравнению с перекисью водорода.

Рис. 2. Влияние различных концентраций ГСБ-214, ГТС-201 и ГСБ-106 на жизнеспособность гиппокампальных 
нейронов линии НТ-22 на модели окислительного стресса (результаты МТТ-теста). Внесение пептидов сразу после 
отмывки перекиси водорода
Примечания: * – р ≤ 0,05 по сравнению с контролем; ^ – р ≤ 0,05 по сравнению с перекисью водорода.
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по сравнению с миметиками на основе 1-й и 2-й пе-
тель как при внесении за 24 ч до повреждения, так и 
сразу после деструктивного воздействия.

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

Участие авторов. Логвинов И.О. – исполнение 
экспериментальной работы, анализ и интерпрета-
ция результатов, написание текста; Тарасюк А.В. – 
синтез исследуемых соединений, написание текста; 
Сазонова Н.М. – синтез исследуемых соединений; 
Антипов П.И. – анализ исследуемых соединений 
методом ВЭЖХ; Антипова Т.А. – анализ и интер-
претация результатов, написание и редактирование 
текста; Гудашева Т.А. – работа над текстом статьи, 
редактирование и финальное утверждение рукописи.

может служить подтверждением рабочей гипотезы о 
том, что фармакофорными участками нейротрофи-
нов являются центральные фрагменты β-изгибов их 
шпилькообразных петель как геометрически наибо-
лее выгодные для взаимодействия с рецептором. По-
лученные в работе данные показывают целесообраз-
ность дальнейшего изучения димерных дипептидных 
миметиков 1-й, 2-й и 4-й петель BDNF в качестве со-
единений с потенциальными нейропротекторными 
свойствами.

Вывод

Установлено, что миметик 4-й петли BDNF про-
являет нейропротекторный эффект в более низких 
концентрациях на модели окислительного стресса 
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Влияние ноотропных препаратов на 
5-НТ2А-рецепторы стриатума аутбредных 

мышей с различной эффективностью 
исследовательского поведения

Фирстова Ю.Ю., Васильева Е.В., Ковалёв Г.И.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», г. Москва

Резюме. Изучено влияние субхронического введения ноотропных препаратов различного строения (пирацетама 
200 мг/кг/день, пантокальцина 200 мг/кг/день, семакса 0,6 мг/кг/день, нооглютила 50 мг/кг/день) мышам аутбред-
ной линии 1CR на спонтанную исследовательскую активность в закрытом крестообразном лабиринте и на характери-
стики связывания серотониновых рецепторов 5-HT2А-типа в мембранах стриатума. В экспериментах с использованием 
[3H](+)Кетансерина установлено, что мозг мышей, проявляющих низкую эффективность исследовательского поведе-
ния (НЭИП) в тесте «закрытый крестообразный лабиринт», отличается более низкой плотностью 5-HT2А-рецепторов 
(Bmax  =  519  ±  13  фмоль/мг, р  =  0,02) по сравнению с субпопуляцией с высокой эффективностью исследовательского 
поведения (ВЭИП) (639  ±  48  фмоль/мг). После 5-кратного введения ноотропов лишь в группах с НЭИП наблюдалось 
значимое увеличение величины Bmax под действием всех исследованных ноотропов: пирацетама (643 ± 42 фмоль/мг); 
пантокальцина (662 ± 29 фмоль/мг); семакса (742 ± 29 фмоль/мг) и нооглютила (1145 фмоль/мг) при р = 0,01. По ве-
личине Kd субпопуляции исходно не различались и не претерпевали значимых изменений под действием препаратов. 
Наличие серотонин-позитивных эффектов у всех исследованных препаратов на животных с пониженным содержанием 
рецепторов согласуется с гипотезой об избирательном, модулирующем характере действия веществ с ноотропным 
эффектом.

Ключевые слова: ноотропы; 5-НТ2А-рецепторы; [G-3H](+)Кетансерин; пирацетам; нооглютил; семакс; пантокальцин; 
стриатум; крестообразный лабиринт; исследовательское поведение
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The Effects of Nootropic Drugs on Striatal 5-НТ2А-Receptors in Outbred Mice with Different Efficacy 
of Exploratory Behavior

Firstova Yu.Yu., Vasileva E.V., Kovalev G.I. 
FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow

Resume. The effect of subchronic administration of nootropic drugs of different structures (piracetam 200 mg/kg/day, 
pantocalcin 200 mg/kg/day, semax 0.6 mg/ kg/day, nooglutil 50 mg/kg/day) to mice of the outbred line 1CR on spontaneous 
research activity in a closed cross-maze and on the binding characteristics of 5-HT2A-receptors in striatal membranes. In 
experiments using [3H] (+)Ketanserin, it has been established that the mice brains exhibiting a low efficacy of exploratory 
behavior (LEEB) in the closed cross-maze test has a lower density of 5-HT2A receptors (Bmax  =  519  ±  13  fmol/ mg , p  =  0.02) 
in comparison with the subpopulation with high efficacy of exploratory behavior (HEEB) (639  ±  48  fmol / mg). After 5-fold 
administration of nootropics, only in groups with LEEB there was a significant increase in the Bmax value under the action of 
all investigated nootropics: piracetam (643 ± 42 fmol/mg); pantocalcine (662 ± 29 fmol/mg); semax (742 ± 29 fmol/mg) and 
nooglutil (1145 fmol/mg) at p = 0.01. By the Kd value, the subpopulations did not initially differ and did not undergo significant 
changes under the action of the drugs. The presence of serotonin-positive effects of all drugs studied in animals with initially 
reduced receptor density is consistent with the hypothesis of the selective, modulating nature of the nootropics action.

Keywords: nootropics; 5-HT2A-receptors; [G-3H] (+) Ketanserin; piracetam; nooglutil; semax; pantocalcine; striatum; closed 
cross-maze; exploratory behavior

For citations:
Firstova YuYu, Vasileva EV, Kovalev GI. The Effects of Nootropic Drugs on Striatal 5-НТ2А-Receptors in Out-Bred Mice with Different 
Efficacy of Exploratory Behavior. Farmakokinetika i farmakodinamika. 2018;3:42–47. (In Russ). DOI: 10.24411/2588-0519-2018-10023.



МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА43

Введение

Cеротонинергическая система осуществляет в 
мозге модулирующее влияние на большинство ос-
новных функций центральной нервной системы, 
включая память, мышление, эмоции, восприятие, 
настроение и сознание [1–4]. В осуществлении 
этих процессов задействовано множество взаимо-
действующих друг с другом нейромедиаторных си-
стем мозга. В частности, существуют точки зрения 
о зависимости процессов памяти от баланса актив-
ностей серотонин- и дофаминергической систем 
мозга [5, 6], серотониновой и глутаматергической 
[7]. Из 14 подтипов серотониновых рецепторов от-
дельный интерес для фармакологии интегратив-
ных функций представляют 5-НТ

2А
-рецепторы [8]. 

Обладая возбуждающим действием, эти рецепторы 
способны усиливать выброс глутамата, обеспечивая 
его взаимодействие (модулирующее действие) с раз-
личными типами глутаматных рецепторов (АМРА, 
mGluR2/3, mGluR5) [9]. С другой стороны, в ранее 
проведённых нами экспериментах с ноотропны-
ми препаратами, обладающими прокогнитивными 
свойствами, на фенотипических и генотипических 
моделях дефицита исследовательской активности в 
крестообразном лабиринте [10, 11] было показано, 
что все они проявляют своё избирательное модули-
рующее действие на н-холино- и NMDA-рецепторы 
в префронтальной коре и гиппокампе животных с 
исходным дефицитом исследовательской актив-
ности [12–15]. Вместе с тем известно, что опреде-
лённую роль в осуществлении процессов обучения 
и памяти играют базальные ядра мозга – хвостатое 
ядро, скорлупа, бледный шар, субталамическое 
ядро, чёрная субстанция, обладающие отдельными 
нейронными связями с зонами коры мозга [16]. Од-
нако роль 5-HT

2A
-рецепторов стриатума в механиз-

ме формирования ноотропного эффекта оставалась 
неизученной. 

Таким образом, в предпринятом исследовании 
предполагалось: (а) сравнить вклад 5-НТ

2А
-рецеп-

торов в стриатуме в активность исследовательского 
поведения типированных по эффективности пове-
дения в крестообразном лабиринте мышей 1CR; и 
(б) оценить на них влияние отечественных ноотро-
пов пантокальцина, семакса и нооглютила в сравне-
нии с пирацетамом.

Материалы и методы

Животные. Исследования проводили на 75 сам-
цах мышей аутбредной линии 1CR (питомник Фи-
лиал "Столбовая" ФГБУН НЦБМТ ФМБА России) 
массой 30-35 г. Содержание животных соответство-

вало действующим санитарным правилам по со-
держанию лабораторных животных. Использовался 
полный рацион экструдированного брикетирован-
ного корма (ГОСТ на корм Р 50258-92). Содержание 
животных соответствовало правилам лабораторной 
практики при проведении доклинических исследо-
ваний в РФ (ГОСТ 351.000.3-96 и 51000.4-96), При-
казу МЗ и СР РФ от 23 августа 2010 г. № 708н «Об 
утверждении Правил лабораторной практики» [17]. 
Эксперименты проводили с 10 до 16 часов. Прове-
дение экспериментов одобрено Комиссией по био-
медицинской этике ФГБНУ «НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова».

Препараты и дозы.  Пирацетам – 200 мг/кг/
день (UCB); пантокальцин – 200 мг/кг/день (ФГУП 
СКТБ «Технолог»); семакс – 0,6 мг/кг/день (ОХФАВ 
ИМГ РАН), нооглютил – 50 мг/кг/день (Отдел химии 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова»). 
Препараты были использованы в дозах, эквипотенци-
альных по антиамнестическому эффекту, согласно ре-
зультатам ранее проведённых экспериментов в тестах 
УРПИ [11]. 

Тест исследовательского поведения в закры-
том крестообразном лабиринте. Оценку ноот-
ропной активности пирацетама, нооглютила, се-
макса и пантокальцина осуществляли на мышах 
по тесту спонтанной ориентации (поведения па-
трулирования) в крестообразном лабиринте, кото-
рый позволяет одновременно выявлять признаки 
ноотропного, анксиолитического, седативного, 
психостимулирующего действия веществ [10, 12]. 
С помощью теста мышей аутбредной линии 1CR 
разделяли на две субпопуляции с высокой (ВЭИП) 
и низкой (НЭИП) исследовательской активно-
стью. Далее типированных животных случайным 
образом разделяли на группы, получавшие иссле-
дуемые препараты. Инъекции проводили в/б еже-
дневно в течение 5 дней. По истечении этого срока 
животных повторно тестировали в крестообраз-
ном лабиринте, через 24 часа после последней 
инъекции декапитировали, выделяли стриатумы, 
которые размещали по группам в криопробирки и 
хранили в жидком азоте для последующего радио-
лигандного анализа. Подробное описание метода 
и результатов поведенческих тестов описано в на-
ших ранних работах [13, 15]. 

Радиолигандное связывание

Приготовление мембранного материала. Че-
рез 24 часа после последней инъекции животных 
подвергали цервикальной дислокации и декапи-
тации, быстро извлекали мозг на лёд. Стриатумы 
после выделения замораживали в жидком азоте. 
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В дальнейшем структуры размораживали и гомо-
генизировали в отмывочном буфере (50 мМ Tris-
HCl, рН 7,4). Полученный гомогенат разбавляли 
50 объёмами отмывочного ледяного (0-40 °С) и 
центрифугировали при 40 000 об/мин в течение 
20 мин. Полученный супернатант сливали, осадок 
ресуспендировали в том же объёме отмывочного 
буфера и повторно центрифугировали. Процедуру 
отмывки проводили трижды, полученный конеч-
ный осадок ресуспендировали в 10 мл инкубаци-
онного буфера.

Радиолигандный анализ 5-HT
2А
-рецепторов. 

В эксперименте использовали меченный тритием 
(+)Кетансерин (“Perkin Elmer”) с удельной актив-
ностью 40 Кюри/ммоль. Реакционная смесь (ко-
нечный объём 0,5 мл) содержала 200 мкл инкуба-
ционного буфера (Tris-base – 6,050 г, NaCl – 6,955 г, 
KCl – 0,369 г, CaCl

2
 – 0,293 г, MgCl

2
 – 0,202 г, пар-

гилин –2 мг, аскорбиновая кислота – 1 г, pH = 7,4), 
50 мкл меченного лиганда (в диапазоне концен-
траций от 0,1 до 30 нМ) и 250 мкл суспензии белка 
мембран. Неспецифическое связывание оценива-
ли в присутствии 50 мкл немеченого лиганда (+)
Кетансерина (1μМ), которое составляло 12-14 % 
общего. Специфическое связывание рассчитыва-
ли как разницу между общим и неспецифическим 
связыванием. Реакционную смесь инкубировали 
при комнатной температуре в течение 1 часа при 
непрерывном встряхивании в шейкере. По окон-
чании инкубации пробы фильтровали через сте-
кловолокнистые фильтры GF/B (Whatman), пред-
варительно смоченные в 0,3 % полиэтиленимине в 
течение 2 часов при 40 °С. Каждую пробирку про-
мывали один раз холодным буфером, затем филь-
тры промывали три раза тем же объёмом буфера. 
Фильтры просушивали на воздухе и переносили в 
сцинтилляционные флаконы. Фильтры заливали 
5 мл сцинтилляционной жидкости на основе толу-
ола (4 г PPO, 0,2 г POPOP на 1 л толуола). Радиоак-
тивность определяли на счетчике Tri-Carb 2900TR 
(“Perkin Elmer”) с эффективностью счёта 45-50 %. 

Для обработки результатов радиолигандного 
связывания использовали программу GraphPad 
Prism 4 Demo. Статистическая обработка экспе-
риментальных данных проводилась с помощью 
программы Statistica 6.0 (“Stat Soft”, Tulsa, OK, 
USA). При обработке полученных результатов 
использовали методы параметрической и непа-
раметрической статистики (t-тест Стьюдента, χ2, 
F-критерий Фишера) согласно «Руководству по 
проведению доклинических исследований лекар-
ственных средств» [17]. 

Результаты и их обсуждение

Нейромедиатор серотонин выполняет множе-
ственные функции по модулированию инфор-
мационных процессов посредством активации 
обширного семейства 5-НТ-рецепторов, включаю-
щего подтипы семиспиральных рецепторов GPCRs 
(5-HT

1
, 5-HT

2
, 5-HT

4-7
) и канальный 5-HT

3
. Наи-

большая популяция серотонергических нейронов 
локализована в среднем мозге, особенно в ядрах 
шва (raphe nuclei). Медиальное и дорзальное ядра 
шва обеспечивают общие проекции, иннервация 
базальных ядер (стриатума, субталамических ядер, 
чёрной субстанции) осуществляется из второго, 
входя в т. н. «кортико-базально-таламические» 
пути, играющие роль в контроле моторных, эмо-
циональных и когнитивных функций [16, 18]. Сле-
довательно, 5-HT

2А
-рецепторы представляют собой 

важные мишени для воздействия фармакологиче-
скими средствами [8]. Открытие [3H]-Кетансерина 
в качестве селективного лиганда для рецепторов 
5-НТ

2А
-подтипа [19] оказалось важным событием, 

которое существенно продвинуло исследования 
этих важных рецепторов. 

Для изучения индивидуально-типологического 
рецепторного профиля препаратов использовали 
апробированный комплексный поведенческо-ней-
рохимический подход с привлечением неинвазив-
ной методики типирования животных по уровню 
эффективности исследовательского поведения в 
закрытом крестообразном лабиринте [13]. После 
субхронического введения ноотропных препаратов 
типированным животным в условиях насыщения 
радиолигандного связывания ex vivo тритированно-
го лиганда серотониновых рецепторов кетансери-
на изучали изменение характеристик связывания 
5-НТ

2А
-рецепторов в стриатуме.

Модуляция эффективности синаптической пе-
редачи рецепторами осуществляется двумя молеку-
лярными механизмами. С одной стороны, это из-
менение чувствительности (сродства) к рецептору, 
с другой – увеличение или снижение количества 
активных рецепторов на мембране. Чтобы опреде-
лить, с чем связаны изменения в специфическом 
связывании [3Н](+)Кетансерина с мембранами 
стриатума – с изменениями в сродстве или количе-
стве мест связывания, – были проведены кинети-
ческие исследования по определению параметров 
связывания – константы диссоциации К

d
 и мак-

симального числа мест связывания В
mах

. Для этого 
был применён метод насыщения связывания ради-
олиганда мембранами стриатума, результаты кото-
рого для субпопуляций НЭИП и ВЭИП приведены 
на рис. 1А и Б соответственно. Далее эти зависимо-
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сти были преобразованы в координатах Скетчарда 
(рис. 2А и Б), из которых были рассчитаны величи-
ны В

mах
 и К

d
, представленные в табл. 1.

Таким образом, было установлено, что у кон-
трольных животных из субпопуляции с НЭИП ко-
личество мест связывания [3Н](+)Кетансерина в 
стриатуме на 20 % ниже (B

max
 = 519 ± 13 фмоль/мг), 

чем у субпопуляции с ВЭИП (B
max

 = 639 ± 48).
Эти данные совпадают со сведениями о меньшем 

содержании 5-НТ
2А

-рецепторов в мозге больных 
с мягкими когнитивными нарушениями, которые 
были получены с помощью методов ядерно-магнит-
ного резонанса (MRI) и позитронно-эмиссионной 
томографии (PET) c использованием [18F]-алтан-
серина. При этом сниженная плотность 5-НТ

2А
-ре-

цепторов в стриатумах больных существенно кор-
релировала с проявлением депрессии и тревоги по 
шкале NPI-Q [20]. 

С другой стороны, оставалась не изученной роль 
5-НТ

2А
-рецепторов в механизме действия ноотроп-

ных препаратов. В ранее опубликованных работах 
нами было показано, что специфический эффект 
ноотропов проявляется при использовании живот-
ных с когнитивным дефицитом, который сопрово-
ждался сниженной плотностью NMDA-рецепторов 
и концентрацией мозгового фактора BDNF в гип-
покампе, увеличенным количеством н-холино-
рецепторов в префронтальной коре мозга мышей 
[11, 13, 15].

Поэтому в следующей серии экспериментов 
были изучены эффекты субхронического введения 
отечественных ноотропов пантокальцина, семакса 
и нооглютила в сравнении с пирацетамом на связы-
вание [3Н](+)Кетансерина мембранами стриатумов 

мышей с низкой и высокой эффективностью пове-
дения в закрытом крестообразном лабиринте.

Субхроническое введение каждого из четырёх 
препаратов увеличило количество мест связывания 
[3Н](+)Кетансерина только у животных с НЭИП: 
пирацетам на 24 % (B

max
 = 643 ± 42 фмоль/мг); но-

оглютил на 120 % (B
max

 = 1145 ± 136 фмоль/мг); 
семакс на 43 % (B

max
 =742 ± 29 фмоль/мг) и панто-

кальцин на 28 % (B
max

 = 662 ± 29 фмоль/мг). В груп-
пах с ВЭИП статистически значимых изменений в 
количестве рецепторов серотонина под действием 
препаратов не наблюдалось (см. табл. 1) (рис. 2).

Величина константы диссоциации (Кd) остава-
лась неизменной между субпопуляциями. После 
субхронического введения препаратов также не 
наблюдалось статистически значимых изменений 
в данном параметре радиолигандного связывания 

Таблица 1

Параметры рецепторного связывания 
[3Н] (+) Кетансерина под влиянием 5-кратного 

введения ноотропов (m ± S.E.M.)

НЭИП ВЭИП

B
max 

(фмоль/мг)
К

d
 

(нМ)
B

max 

(фмоль/мг)
К

d
 

(нМ)

Контроль 519 ± 13# 11 ± 1 639 ± 48 14 ± 2

Пирацетам 643 ± 42* 14 ± 2 603 ± 18 12 ± 1

Нооглютил 1145 ± 136* 15 ± 4 572 ± 44 15 ± 2

Семакс 742 ± 29* 14 ± 2 664 ± 49 11 ± 2

Пантокальцин 662 ± 29* 10 ± 1 675 ± 48 10 ± 2

Примечания: # – статистически достоверное отличие между суб-

популяциями (р < 0,02); * – статистически достоверное отличие от 

контроля (р < 0,01).

Рис. 1. Кривые насыщения специфического связывания 
[3H](+)Кетансерина с 5-НТ

2А
-рецепторами мембран 

стриатума мышей 1CR c (А) низкой (НЭИП) и (Б) высокой 
эффективностью исследовательского поведения (ВЭИП)
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(табл. 1) (рис. 1–2). 
Следовательно, наличие серотонин-позитивных 

эффектов у всех исследованных препаратов на жи-
вотных с пониженным содержанием рецепторов 
согласуется с ранее полученными данными [11] 
об избирательном, модулирующем характере дей-
ствия веществ с ноотропным эффектом. Обнару-
женное увеличение количества 5-HT

2А
-рецепторов 

серотонина, возможно, связано со стимуляцией 
препаратами нейропластических процессов в го-
ловном мозге.

Выводы

1. Субпопуляция мышей линии 1CR, характе-
ризующаяся низкой эффективностью исследова-
тельского поведения в крестообразном лабиринте, 
обладает 20 % дефицитом мест специфического свя-
зывания [3H](+)Кетансерина в мембранах стриатума 
по сравнению с мышами с высокой исследователь-
ской активностью.

2. Показано, что 5-кратное системное введение 
пирацетама, пантокальцина, семакса и ноотропила 
увеличивает, соответственно, на 24, 28, 43 и 120 % 
показатели плотности 5-НТ

2А
-рецепторов мембра-

нами стриатума лишь в субпопуляции со сниженной 
эффективностью исследовательского поведения.

3. Результаты указывают на специфический мо-
дулирующий характер участия 5-НТ

2А
-рецепторов 

стриатума в механизме действия ноотропных препа-
ратов при неинвазивном моделировании дефицита 
исследовательской активности.

Рис. 2. Графики Скетчарда для связывания [3H] (+) 
Кетансерина с мембранами стриатума мышей 1CR c 
(А) низкой (НЭИП) и (Б) высокой эффективностью 
исследовательского поведения (ВЭИП)
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Изучение фармакокинетики [3H]- 
циклопролилглицина в крови крыс

Ковалёв Г.И.1, Золотарёв Ю.А.2, Дадаян А.К.2, Шрам С.И.2, 
Абдуллина А.А.1, Васильева Е.В.1, Колыванов Г.Б.1, Жердев В.П.1

1 – ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва 
2 – ФГБУН «Институт молекулярной генетики», Москва

Резюме. Изучена фармакокинетика меченого по тритию метаболита ноопепта циклопролилглицина [3Н]-ЦПГ после вну-
тривенного болюсного введения в дозе 5,7 мкг (2 мКи). Мечение субстанции ЦПГ проводили с помощью реакции высокотемпе-
ратурного твердофазного каталитического изотопного обмена. Обнаружено, что временной характер изменений концентра-
ции [3Н]-ЦПГ в крови крыс подчиняется двухкамерной модели. Расчёт фармакокинетических параметров показал, что α-фаза 
(фаза распределения) протекает очень быстро, а β-фаза элиминации [3Н]-ЦПГ достаточно продолжительна. При этом величина 
Т1/2α составляет 1 мин, а Т1/2β – 80 мин. Эти данные согласуются с ранее полученными результатами по фармакокинетике ЦПГ 
как метаболита, образующегося из лекарственного препарата ноопепт. ЦПГ существенно отличается от других дипептидных 
соединений по величинам фармакокинетических параметров (Т1/2e, MRT и др.), что предполагает наличие у него большей про-
должительности фармакологического действия.

Ключевые слова: циклопролилглицин (ЦПГ); фармакокинетика [3Н]-ЦПГ; фармакокинетическое моделирование; фар-
макокинетические параметры; крысы; кровь
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Resume. The objective of this study is to evaluate pharmacokinetic parameters of tritium-labeled cycloprolylglycine [3H] –CPG 
following intravenous bolus administration of 5.7 µg (2 mCi). [3H] –CPG was prepared by solid-state catalytic isotopic exchange 
with spillover-tritium. It was found that plasma concentration-time profile of [3H] –CPG is adequately fit by a two-compartment 
model. The pharmacokinetic parameter estimates revealed rapid α-phase (distribution phase) (T1/2α 1 min) followed by a slower 
β-phase of elimination (T1/2β 80 min). These findings are consistent with previous results of pharmacokinetic study of CPG as a 
noopept metabolite. CPG is differ significantly from other therapeutic peptides in pharmacokinetic profile (T1/2, MRT, etc), which 
implies that CPG has a more prolonged duration of action.
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rats; blood
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Введение

Циклопролилглицин (ЦПГ, цикло-(Про-Гли)) был 
сначала описан в НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова в качестве одного из основных метаболитов 
препарата ноопепт [1]. 

Впоследствии ЦПГ был обнаружен в мозге крыс с 
помощью ВЭЖХ и ГЖХ, а также масс-спектрометри-
ческого анализа с ионизацией электронным ударом в 
качестве эндогенного соединения, средняя концен-
трация которого составила 2,8 ± 0,3 нмоль/г сырой 

ткани [2]. Фармакологическое изучение позволило 
выявить у него антиамнестическую [3], анксиолитиче-
скую [4], антигипоксическую, нейропротекторную [5] 
активности, которые он проявляет в диапазоне доз от 
0,05 до 1 мг/кг. Помимо этого, ЦПГ увеличивал содер-
жание нейротрофина BDNF в культурах гиппокам-
пальных мышиных клеток линии HT-22 и клеток ней-
робластомы человека линии SH-SY5Y как в норме, так 
и при моделировании повреждения с помощью глута-
мата и 6-гидроксидофамина [6].



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОКИНЕТИКИ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА49

Целью настоящего исследования стало изучение 
фармакокинетики пептида циклопролилглицин с ис-
пользованием его радиоактивномеченного тритием 
производного [G-3Н]-ЦПГ.

Материалы и методы

Получение радиоактивномеченного три-
тием пептида ЦПГ. Реакцию ВТКИО с газообраз-
ным тритием проводили при температуре 170 °С в 
твёрдой смеси, образованной ЦПГ, нанесённым на 
неорганический носитель, и высокодисперсным ка-
тализатором платиновой группы. ЦПГ в количестве 
1,0 мг растворяли в 1 мл воды и смешивали с 20 мг 
неорганического носителя. Воду удаляли при умень-
шенном давлении при 20 °С. Неорганический носи-
тель с нанесённым препаратом смешивали с 10 мг 
гетерогенного катализатора платиновой группы. В 
ампулу объёмом 10 мл помещали полученную твёр-
дую смесь, вакуумировали, заполняли газообразным 
тритием до давления 250 торр и проводили реакцию 
ВТКИО при повышенной температуре. Ампулу ох-
лаждали, вакуумировали, продували водородом. 
Пептид десорбировали 20 % водным этанолом. Для 
удаления лабильного трития меченый пептид ещё 
дважды растворяли в 20 % водном этаноле и упари-
вали досуха. Хроматографическую очистку проводи-
ли с помощью ВЭЖХ на колонке Кромасил в гради-
енте метанола в присутствии 0,1 % трифторуксусной 
кислоты (рис. 1). Пептид упаривали и растворяли в 
этаноле до радиоактивной концентрации 1 мКи/мл.

Реакцией ВТКИО с тритием были получен меченый 
тритием пептид [3H]-ЦПГ с молярной радиоактивно-
стью 54 Ки/ммоль в количестве 20 мКи и радиохимиче-
ской чистотой более 98 %, с использованием уникальной 
установки по обмену водорода на тритий ОВТ-1 (Отдел 
химии физиологически активных веществ ИМГ РАН).

Животные и их содержание. В исследованиях 
использовали здоровых половозрелых крыс-самцов 
линии Вистар (n = 3), весом 340 ± 10 г. Содержание 
животных соответствовало действующим санитарным 
правилам по содержанию лабораторных животных. Ис-
следование выполнялось согласно Руководству по про-
ведению доклинических исследований лекарственных 
средств [7] и Правилам лабораторной практики в Рос-
сийской Федерации [8]. Все процедуры в исследовании 
выполнялись согласно утверждённым Комиссией по 
гуманному обращению с животными протоколам.

Введение животным пептида ЦПГ и отбор 
крови. Введение пептида ЦПГ и отбор крови осу-
ществляли через ярёмные вены. Перед введени-
ем пептида крыс анестезировали смесью кетамина 
(91 мг/кг) и ксилазина (9,1 мг/кг), после чего с вен-
тральной стороны справа и слева препарировали две 
ярёмные вены и устанавливали внутривенные кате-
теры, слева – Flexicath G24 (Apexmed, Нидерланды), 
а в правую – Flexicath G22 (Apexmed, Нидерланды). 
В левую ярёмную вену вводили 80 мкл гепарина и 
затем в течение 10-15 с – раствор радиоактивно ме-
ченого пептида ЦПГ (2000 мкКи, 5,7 мг/кг) в объеме 
200 мкл. По истечении определенного времени (1; 
2,5; 4; 6; 10; 20; 40; 60 и 90 мин) из правой ярёмной 
вены отбирали примерно по 0,4 мл венозной крови, 
которую помещали в пластиковые пробирки и бы-
стро замораживали в жидком азоте.

Анализ содержания пептида [3H]-ЦПГ в образ-
цах крови. При приготовлении препаратов для ВЭЖХ 
анализа замороженные и взвешенные образцы крови в 
пластиковых пробирках подвергались лиофильной суш-
ке в течение 2 суток. После чего, высушенные образцы 
прогревались для удаления пептидазной активности тка-
ней. Для приготовления пептидного экстракта проводили 
последовательные экстракции органическими раство-
рителями, упаривание под уменьшенным давлением и 
центрифугирование. Лиофильно высушенные образцы 
крови прогревали при 65 °С в течение 30 минут, после чего 
образцы измельчались в этих же пластиковых пробирках 
горизонтальными ножами, вращающимися со скоростью 
5000 об./мин. Первую экстракцию этих образцов проводи-
ли 90 % водным ацетонитрилом, содержащим 1 % трифто-
руксусной кислоты. После центрифугирования раствор, 
содержащий меченый тритием пептид и компоненты 
плазмы крови, подвергался сушке под уменьшенным 
давлением, реэкстракции метанолом и повторному цен-
трифугированию. Полученный при этом раствор, содер-
жащий меченый тритием пептид и компоненты плазмы 
крови, подвергался сушке под уменьшенным давлением, 
реэкстракции 0,1 % водным раствором гептафтормасля-
ной кислоты и последующему центрифугированию.

Рис. 1. Выделение меченого тритием пептида [3H]-ЦПГ 
на колонке Кромасил С18 8 х 150 мм в градиенте 
концентрации метанола 0-10 % в присутствии 0,1 % 
TFA. Скорость подачи: 2,5 мл/мин. УФ детекция 225 нм, 
1,0 A(Ch 1); 254 нм, 1,0 A(Ch 2)
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Радиохроматографический анализ проводили с помо-
щью ВЭЖХ на колонке Кромасил С18,5 мкм, 150 х 4 мм 
в присутствии 0,1 % трифторуксусной кислоты. Выбраны 
условия анализа с помощью ВЭЖХ, позволяющие вы-
делить фракцию, соответствующую ЦПГ, и отделить ди-
пептиды PG и GР, являющиеся возможными пептидны-
ми метаболитами протеолитического гидролиза (рис. 2).

Хроматографические фракции, соответствующие 
пептиду ЦПГ, собирали и анализировали с помощью 
жидкостного сцинтилляционного счётчика TriCarb 
2900TR (“PerkinElmer”) с эффективностью счёта 45 %. 
Количественные значения радиоактивномеченого 
ЦПГ в пробе нормировали по внутреннему стандарту.

Анализ фармакокинетических данных. Анализ 
фармакокинетических параметров ЦПГ проводили в 
рамках модельного подхода согласно Рекомендациям 
по проведению доклинических исследований [7]. Для 
расчётов параметров и построения графиков исполь-
зовали программу Sigma Plot 11.0. Фармакокинетиче-
ские кривые («концентрация ЦПГ-время») для расчё-
та фармакокинетических параметров были построены 
по усреднённым значениям концентраций ЦПГ в кро-
ви, полученным из данных для 3 животных

Результаты и обсуждение

Соединения пептидной природы находят все большее 
применение при разработке новых лекарственных пре-
паратов [9, 10]. Важными их преимуществами являются 
высокая эффективность и чрезвычайно низкая токсич-
ность. Однако исследование их фармакокинетических 
свойств сопряжено с целым рядом проблем. Прежде 
всего это обусловлено их быстрой деградацией в тканях 
и образованием множества метаболитов. Уникальные 
возможности для получения корректных результатов при 

анализе фармакокинетики пептидов даёт использование 
равномерно меченных изотопами водорода пептидов, 
содержащих изотопную метку во всех аминокислотных 
остатках [11]. Для получения таких пептидов ранее было 
предложено использовать реакцию высокотемператур-
ного твердофазного каталитического изотопного обмена 
(ВТКИО) [12, 13]. В Отделе химии физиологически ак-
тивных соединений Института молекулярной генетики 
РАН в течение ряда лет проводятся исследования по из-
учению твёрдофазных каталитических реакций с изото-
пами водорода, получившие признание в нашей стране 

Рис. 2. Хроматография смеси пептидов: 50 мкг PG (Пик 
№1), 20 мкг GР (Пик №2), 30 мкг ЦПГ (Пик №3), на 
колонке Кромасил С18 8 х 150 мм, подвижная фаза 
градиент метанола 0-10 % 0,1 % TFA, 3,0 мл/мин. УФ 
детекция 225 нм, 1,0 A (Ch 1), 254 нм, 1,0 A (Ch 2)

Рис. 3. Анализ меченого тритием пептида [3H] –ЦПГ в 
пептидном экстракте крови крысы в присутствии 10 мкг 
ЦПГ (Пик №1) с помощью хроматографии на колонке 
Кромасил С18 4 х 150 мм, подвижная фаза 0,1 % TFA, 
1,0 мл/мин. УФ детекция 225 нм, 1,0 A (Ch 2)

Таблица 1

Концентрация [3H]-ЦПГ в крови крыс (нг/мл) после 
внутривенного болюсного введения в дозе 5,7 мкг (n = 3)

№
Время,
мин

Радиоактивность 
ЦПГ,

DPM/мл*106

ЦПГ,
нг/мл

1 1 12,5 ± 1,0 16,1 ± 1,3

2 2,5 7,8 ± 0,6 10,0 ± 0,7

3 4 6,2 ± 0,6 7,9 ± 0,7

4 6 5,5 ± 0,4 7,1 ± 0,5

5 10 5,3 ± 0,6 6,9 ± 0,8

6 20 3,9 ± 0,4 5,0 ± 0,5

7 40 3,6 ± 0,4 4,6 ± 0,5

8 60 3,1±0,3 4,0±0,4

9 90 2,7 ± 0,3 3,5 ± 0,4

Примечания: значения концентраций [3H]-ЦПГ представлены в виде 

среднее ± ошибка среднего (   ± S  ).
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и за рубежом. Важной особенностью реакции ВТКИО 
является то, что изотопный обмен в пептидах и белках 
происходит с сохранением их биологических свойств 
[14]. Метод позволяет получать изотопномеченные бел-
ки и пептиды, в которых атомы изотопов распределены 
по всей молекуле, что открывает возможность монито-
ринга всех фрагментов, образующихся при их протеоли-
тическом гидролизе в тканях организма. 

Эта реакция была использована при синтезе мече-
ного по тритию дипептида ЦПГ с молярной радиоак-
тивностью 54 Ки/моль, что позволило использовать 
его для проведения фармакокинетических исследо-
ваний на экспериментальных животных.

На рисунке 3 приведена типичная хроматограмма, 
полученная в ходе анализа ЦПГ в пептидных экс-
трактах из образцов крови.

В результате проведённого анализа были рассчи-
таны значения концентрации ЦПГ в цельной веноз-

Рис. 4. Схематическое представление открытой двухкамер-
ной фармакокинетической модели с элиминацией 
фармакологического вещества из центральной камеры

Рис. 5. Аппроксимация экспериментальных данных уравнениями убывающих экспонент: моно- (А, Б) и 
биэкспоненциальных (В, Г) зависимостей с использованием нелинейной регрессии
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камерами, а вторая экспонента (макроконстанты B и 
β) – процесс элиминации вещества из центральной 
камеры.

Для наилучшей подгонки значений параметров 
уравнений (1) и (2) (макроконстант) эксперимен-
тальным данным применяли нелинейную регрессию 
и метод наименьших квадратов с помощью Sigma Plot 
11.0. 

Корректность применения той или иной модели 
для описания имеющихся экспериментальных дан-
ных была оценена с помощью коэффициента детер-
минации (r2) и скорректированного коэффициента 
детерминации (adjusted r2). Значения этих и некоторых 
других показателей для двух рассматриваемых моде-
лей приведены в таблице 2. Представленные результа-
ты указывают на то, что экспериментальные данные 
хорошо описываются биэкспоненциальной зависи-
мостью (уравнение (2)). Следовательно, полученные 
экспериментальные данные (табл. 2) корректно ана-
лизировать в рамках двухкамерной ФК-модели.

С использованием нелинейной регрессии опре-
делены значения макроконстант в уравнении (2) 
(табл. 3).

Исходя из значений макроконстант были рассчи-
таны значения микроконстант k

10
, k

12
 и k

21
 (см. схему 

на рис. 1), периодов полуэлиминации фазы распреде-
ления (T

1/2α) и фазы элиминации (T
1/2β) и ряд систем-

ных ФК-параметров (табл. 4).

ной крови крысы при однократном внутривенном 
болюсном введении (табл. 1).

Для расчёта фармакокинетических параметров был 
использован модельный подход. Минимальная ФК-мо-
дель, пригодная для описания полученных эксперимен-
тальных данных – открытая двухкамерная модель с эли-
минацией пептида из центральной камеры (рис. 4).

Это хорошо видно из графического представления 
данных (концентрация/время) в прямых и полулога-
рифмических координатах (рис. 5).

Убывающая моноэкспоненциальная зависимость 
используется для математического описания однока-
мерной ФК-модели, а убывающая биэкспоненциаль-
ная зависимость – для описания простейшей двухка-
мерной ФК-модели (рис. 1). Уравнения убывающих 
моно- и биэкспоненциальных зависимостей можно 
представить в виде:

Ct = A·exp(-α·t) (1)
Ct = A·exp(-α·t) + B·exp(-β·t)                                      (2)
где: C

t
 – концентрация фармакологического веще-

ства в крови в момент времени t; а A, B, α и β – ги-
бридные константы (макроконстанты) интеграль-
ных уравнений (1) и (2).

В случае биэкспоненциальной зависимости (двух-
камерная модель) первая экспонента (макроконстан-
ты A и α) в основном отражает процесс распределе-
ния вещества между центральной и периферической 

Таблица 2

Оценка «качества» аппроксимации экспериментальных данных в рамках 
одно- и двухкамерной фармакокинетических моделей

Показатель/критерий Однокамерная модель Двухкамерная модель

Математическая модель C
t
 = A·exp(-α·t) C

t
 = A·exp(-α·t) + B·exp(-β·t)

r 0,7565 0,9953

r2 0,5722 0,9906

Скорректированный r2 0,5722 0,9850

Стандартная ошибка оценки регрессии 2,7487 0,4816

Дисперсионный анализ F = 9,3636
p = 0,0183

F = 175,990
p < 0,0001

Нормальность распределения (тест Шапиро-Уилка) W = 0,8667
p = 0,1134

W = 0,9445
p = 0,6304

Таблица 3

Значения макроконстант в уравнении (2) для экспериментальных данных, представленных в таблице 1

Макроконстанта Среднее Ошибка среднего (SE) t-критерий Стьюдента p

A 18,13 2,04  8,902 0,0003

B  6,87 0,43 16,113 <0,0001
α 0,6685 0,1075  6,221 0,0016

β 0,0087 0,0017  5,188 0,0035
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где:

C
0

Концентрация фармакологического вещества в крови в начальный момент времени (t = 0 мин)

t
1/2α Период полуэлиминации фазы распределения фармакологического вещества между центральной и 

периферической камерами

t
1/2β Период полуэлиминации фазы элиминации фармакологического вещества из центральной камеры

k
12

Константа скорости (первого порядка) переноса фармакологического вещества из центральной камеры в 
периферическую

k
21

Константа скорости (первого порядка) переноса фармакологического вещества из периферической 
камеры в центральную

k
10

Константа скорости (первого порядка) элиминации фармакологического вещества из центральной камеры

AUC Площадь под кривой зависимости Ct от t

AUMC Площадь под кривой зависимости CtЧt от t

MRT Среднее время удерживания вещества в организме

k
el

Константа скорости (первого порядка) элиминации фармакологического вещества из центральной камеры

Cl
T

Общий клиренс

V
c

Объём центральной камеры (объём распределения фармакологического вещества в начальный момент 
времени – t = 0 мин)

Vd
ss

Объём распределения фармакологического вещества при достижении квазистационарного состояния в 
периферической камере (т. е. в момент достижения максимальной концентрации фармакологического 
вещества в периферической камере)

Vdβ Объём распределения фармакологического вещества в фазе элиминации

Таблица 4

Расчётные значения фармакокинетических параметров пептида [3H]-ЦПГ в крови 
крысы при однократном болюсном внутривенном введении в дозе 5,7 мкг

ФК-параметр Размерность Расчётное значение

C
0

нг/мл 25,01

t
1/2α мин 1,04

t
1/2β мин 79,67

Микроконстанты для 2-камерной модели

k
12

мин-1 0,4565

k
21

мин-1 0,1901

k
10

мин-1 0,0306

Системные фармакокинетические параметры

AUC мин×нг/мл 817

AUMC мин2×нг/мл 90864

MRT мин 111,18

k
el

мин-1 0,0306

Cl
T

мл/мин 6,974

V
c

мл 228

Vd
ss

мл 775

Vd
dβ мл 802
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Усреднённая концентрационная кривая [3H]-
ЦПГ и рассчитанные из неё фармакокинетические 
параметры исследуемого соединения в крови жи-
вотных после однократного внутривенного введе-
ния (в/в) представлены на рис. 5 и в табл. 4. [3H]-
ЦПГ определялся в крови на протяжении 90 минут. 
Кажущаяся начальная концентрация (С

0
) ЦПГ в 

плазме крови крыс составила 25,01 нг/мл. Его пе-
риод полуэлиминации (T

1/2β) составил 79,7 минут.
Ранее на крысах была изучена фармакокинетика 

соединения дипептидной структуры – ноопепта, 
обладающего ноотропной активностью. В резуль-
тате исследования биотрансформации ноопепта 
были установлены химические структуры его мета-
болитов. Среди основных продуктов биотрансфор-
мации был обнаружен циклопролилглицин [1].

Величина периода полуэлиминации (T
1/2el

) ЦПГ 
после в/в способа введения ноопепта крысам в дозе 
5 мг/кг составила 2,65 ч (159 мин) и MRT – 2,52 ч 
(151,2 мин) [15]. Следовательно, T

1/2el
 ЦПГ после 

в/в введения ноопепта значительно больше анало-
гичного параметра незамещенных ди- и трипепти-
дов. 

Например, период полуэлиминации пептидного 
соединения – анксиолитика ГБ-115 у крыс после 
его перорального введения в дозе 100 мг/кг соста-
вил 0,24 ч (14,4 мин) и MRT – 0,28 ч (16,8 мин) [16]. 
Величина T

1/2el
 другого пептидного вещества – ней-

ролептика дилепта у крыс после его перорального 
введения в дозе 200 мг/кг составила 0,55 ч (33,0 
мин) и MRT – 0,85 ч (51,0 мин) [17].

Учитывая, что период полуэлиминации ЦПГ 
после его в/в введения составил около 80,0 минут, 
ЦПГ можно отнести к группе «долгоживущих» ле-
карственных веществ пептидной природы. Такие 
ФК-параметры, как T

1/2el
 и среднее время удержи-

вания вещества в организме (MRT – 111,2 мин) 
указывают на относительно долгое нахождение 
исследуемого вещества в системном кровотоке жи-
вотных. 

Таким образом, ЦПГ в сравнении с другими 
пептидными соединениями более длительно выво-

дится из организма крыс как в качестве метаболита, 
образующегося после введения ноопепта, так и при 
непосредственном его введении как лекарственно-
го вещества.

Выводы

1. Реакцией ВТКИО с тритием получен мече-
ный тритием пептид ЦПГ с молярной радиоактив-
ностью 54 Ки/ммоль и радиохимической чистотой 
более 98 %, что позволило использовать его для 
проведения фармакокинетических исследований 
на экспериментальных животных.

2. C использованием радиоактивномеченного 
тритием производного проведено исследование 
фармакокинетики [3Н]-ЦПГ в крови крысы при 
однократном внутривенном болюсном введении 
пептида. Показано, что изменение концентра-
ции [3Н]-ЦПГ в крови (во времени) соответствует 
двухкамерной ФК-модели, описываемой двухэкс-
поненциальным уравнением. Это может быть об-
условлено наличием достаточно ёмкого депо ЦПГ, 
характеризующегося относительно медленным на-
коплением и высвобождением пептида. 

3. На основе модельного подхода рассчитаны 
значения модель-зависимых параметров (микро-
константы k

10
, k

12
 и k

21
) и системных фармакокине-

тических параметров (AUC, MRT, k
el
, Cl

T
, V

d
). Они 

свидетельствуют об относительно низкой скорости 
элиминации (k

el
) и о продолжительном времени 

удерживания [3Н]-ЦПГ в организме – 0,03 мин-1 и 
111 мин соответственно.

4. После однократного внутривенного болюсно-
го введения в дозе 5,7 мг/кг ЦПГ в организме крыс 
определяется на протяжении 90 минут. Величина 
периода полувыведения ЦПГ из крови составила 
80 минут и среднего времени удерживания веще-
ства в организме – 111 минут. 

5. Большой период полувыведения [3Н]-ЦПГ в 
β-фазе позволяет отнести его к относительно дол-
гоживущим соединениям с пептидной структурой.
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Фармакокинетический анализ препаратов 
витамина D для перорального приёма
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образования «Ивановская государственная медицинская академия» 

Министерства здравоохранения Российской Федерации, Иваново

Абстракт. В группе здоровых добровольцев (женщины 24-53 лет, n = 12) получены фармакокинетические кривые уровней 
25(OH)D и 1,25(OH)D в крови для двух лекарственных форм масляный раствор – препарат Вигантол (n = 6) и жевательные та-
блетки – Ультра-Д (n = 6). Каждый препарат принимался однократно в дозе 10000 МЕ, затем в течение 6 часов проводились за-
боры крови. Проведён многокамерный и бескамерный фармакокинетический анализ собранных данных. Установлено, что оба 
препарата характеризуются сравнимыми показателями фармакокинетики. Например, для Ультра-Д бескамерный анализ по-
зволил оценить значения Cmax = 28 ± 4 нг/мл, tmax = 50 ± 15 мин, Clast = 20 ± 1 нг/мл, AUCt = 8586 ± 693 нг/мл*мин, MRTt = 170 ± 4 мин, 
Lz = 0,00087 ± 0,0004 мин-1, T1/2 = 15,5 ± 7,2 ч, CL = 7 ± 2 мл/мин, Vd = 9,04 ± 1,24 л. При этом после приема жевательных таблеток 
площадь под кривой (показатель AUCt), характеризующая биодоступность, оказалась достоверно выше. Это объясняется тем, 
что компоненты слюны ускоряют всасывание, так как солюбилизация молекул холекальциферола начинается уже в ротовой 
полости. Полученные значениями фармакокинетических параметров практически не зависели от возраста добровольцев. В то 
же время установлены достоверные корреляции фармакокинетических параметров с начальными уровнями 25(OH)D в крови. 
Многокамерный фармакокинетический анализ показал, что полученные фармакокинетические кривые с высокой степенью 
достоверности соответствуют многокамерной модели, включающей три компартмента: «ЖКТ», «центральное кровообраще-
ние» и «депо 25(OH)D».

Ключевые слова: холекальциферол; вигантол; Ультра Д; фармакокинетика; биосубстраты
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Pharmacokinetic analysis of drugs vitamin D for oral administration
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Grishina T.R.2, Lapochkina N.P.2
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Abstract. In the group of healthy volunteers (women 24-53 years, n = 12) pharmacokinetic curves of levels 25(OH)D and 

1,25(OH)D in the blood for two dosage forms of oil solution – the drug Vigantol (n = 6) and chewing tablets – Ultra-D (n = 6) 
were obtained. Each drug was taken once in a dose of 10,000 IU, then blood sampling was carried out for 6 hours. The multi-
chamber and tubeless pharmacokinetic analysis of the collected data was carried out. It was found that both drugs are 
characterized by comparable indicators of pharmacokinetics. For example, for the Ultra-D tubeless analysis allowed us to 
estimate the values of Cmax = 28 ± 4 ng/ml, tmax = 50 ± 15 min, Clast = 20 ± 1 ng/ml, for other uses = 8586 ± 693 ng/ml*min, 
MRTt = 170 ± 4 min, Lz = 0.00087 ± 0.0004 inch min-1, T1/2 = 15.5 ± 7.2 h, CL = 7 ± 2 ml/min, Vd = 9.04 ± 1.24 L. Thus, after taking 
chewable tablets, the area under the curve (indicator for other uses) characterizing the bioavailability, was significantly 
higher. This is due to the fact that the components of saliva accelerate absorption, since the solubilization of molecules of 
cholecalciferol begins already in the oral cavity. The pharmacokinetic parameters obtained were practically independent 
of the age of the volunteers. At the same time, significant correlations of pharmacokinetic parameters with initial levels 
of 25(OH)D in blood were established. Multi-chamber pharmacokinetic analysis showed that the obtained pharmacokinetic 
curves with a high degree of confidence correspond to the multi-chamber model, which includes three compartments: "GI", 
"Central blood circulation" and "depot 25(OH)D".

Keywords: cholecalciferol; vigantol; Ultra D; pharmacokinetics; biosubstrates
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Введение

Низкая обеспеченность витамином D в любом воз-
расте ассоциирована с более ранним стартом и более 
тяжёлым течением многочисленных заболеваний, 
таких как остеопороз, рахит, ишемическая болезнь 
сердца, ожирение, сахарный диабет, деменция, по-
вышенная заболеваемость острыми респираторными 
заболеваниями и туберкулёзом, опухолевые заболева-
ния, бесплодие и др. [1].

К настоящему времени установлено существова-
ние более 50 метаболитов витамина D. Однако толь-
ко два метаболита витамина D

3
, а именно 25-гидрок-

сивитамин D3 («25(OH)D3» или просто «25(OH)D») 
и 1,25-дигидроксивитамин D3 («1,25(OH)2D3» или 
«1,25(OH)2D») получили наибольшее внимание ис-
следователей. Уровень 25(OH)D наиболее отчётли-
во ассоциирован с показателями здоровья [1–6], в то 
время как уровень 1,25(OH)2D3 в крови является в 
каком-то смысле «низкоинформативным» маркёром 
дефицита витамина D3 и слабо коррелирует с уров-
нем 25(OH)D. Слабость корреляции между уровнем 
25(OH)D и 1,25(OH)2D3 обусловлена прежде всего 
тем, что 1,25(OH)2D3 является высокоактивным сте-
роидным гормоном, и его уровень жёстко регулируется 
посредством физиологических систем организма [7]. 

Восполнение потребности в витамине D является 
одним из важных резервов профилактики и лечения 
т. н. «болезней цивилизации» [8] и, кроме того, ряда 
инфекционных заболеваний (прежде всего туберку-
лёза). Компенсация витамина D осуществляется в 
подавляющем большинстве случаев препаратами на 
основе холекальциферола, предназначенными для 
перорального приёма, и контролируется по уровню 
25(OH)D в крови. Фармакологические формы и фар-
мацевтические композиции используемых препаратов 
существенно отличаются, что делает необходимым ис-
следование их фармакокинетики. В настоящей работе 
изучены два препарата: масляный раствор холекаль-
циферола (Вигантол) и таблетированная форма холе-
кальциферола (Ультра-Д). 

Материалы и методы

Выборка обследуемых. В исследовании приня-
ли участие 12 здоровых добровольцев (женщины 24-
53 лет), принимавшие один из двух препаратов: Ви-
гантол (n = 6) и Ультра-Д (n = 6). Каждый препарат 
принимался однократно в дозе 10 000 МЕ (250 мкг хо-
лекальциферола) утром, на голодный желудок, затем в 
течение 6 часов проводились заборы крови.

Биохимический анализ крови. Кровь забиралась из 
локтевой вены, каждому добровольцу устанавливал-

ся катетер для забора крови на всё время проведения 
исследования. Курение и приём пищи запрещался до 
окончания исследования. Биохимическое определе-
ние уровней 25(OH)D и 1,25(OH)D проводилось по 
стандартным методикам [9] методом хемилюминес-
центного иммуноферментного анализа на микроча-
стицах (ARCHITECT i1000sr, Abbott Core Laboratory, 
США). Фармакокинетические кривые получены для 
точек 0, 10, 30, 60, 180 и 360 мин.

Фармакокинетический анализ. Использова-
ны методы бескамерного и многокамерного фарма-
кокинетического анализа. Многокамерный анализ 
проводился посредством пакета SimBiology в составе 
программного комплекса MATLAB-2016 [10], а бес-
камерный анализ – с использованием электронных 
таблиц Excel, дополненных модулями программного 
пакета PKSolver [11]. 

Результаты и обсуждение

Подчеркнём специфические трудности фармако-
кинетического анализа витамина D, обусловленные 
особенностями биохимии витамина. Во-первых, ви-
тамин D (холекальциферол) и его биологически ак-
тивные формы 25(OH)D и 1,25(OH)D являются эндо-
генными молекулами. Без использования изотопных 
меток измеряемый уровень 25(OH)D и 1,25(OH)D об-
условлен не только введенным препаратом, но и эндо-
генным уровнем витамина D. Поэтому для выделения 
«сигнала», ассоциированного с приёмом витамина D, 
необходимы оценки статистической значимости раз-
личий в значениях концентраций, измеряемых в раз-
личные моменты времени.

Во-вторых, добровольцы характеризуются суще-
ственным разбросом в начальных значениях уровня 
25(OH)D (в настоящем исследовании от 10 до 90 нг/мл) 
и 1,25(OH)D (от 8 до 33 пг/мл), что создаёт определённые 
трудности при проведении фармакокинетического ана-
лиза. Столь существенный разброс начальных концен-
траций 25(OH)D и 1,25(OH)D обусловлен состоянием 
здоровья (дефицит витамина D коморбиден многочис-
ленным хроническим патологиям [1]), особенностями 
метаболизма витамина D и стероидов в организме об-
следуемого. Поэтому полученные в настоящем иссле-
довании фармакокинетические кривые (ФК-кривые) 
были нормализованы и приведены к фиксированному 
начальному уровню: 20 нг/мл для 25(OH)D и 20 пг/мл 
для 1,25(OH)D. Данные значения соответствуют сред-
ним значениям по выборке россиянок.

В результате проведённых измерений получены 
нормализованные фармакокинетические кривые 
(ФК-кривые, т. е. зависимости концентраций от вре-
мени) для содержания 25(OH)D и 1,25(OH)D в крови 
(рис. 1).
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25(OH)D достоверно идентифицируются пики кон-
центрации, ассоциированные с приёмом соответству-
ющих препаратов витамина D. Следовательно, данные 
кривые могут использоваться для расчёта фармакоки-
нетических параметров. 

Бескамерный фармакокинетический анализ

Бескамерный анализ позволяет охарактеризо-
вать такие повсеместно используемые ФК-параме-
тры препарата, как площадь под кривой, клиренс, 
период полувыведения, время и максимальное зна-

На основании нормализованных ФК-кривых для 
индивидуальных добровольцев (рис. 1) были получены 
усреднённые ФК-кривые, необходимые для проведения 
дальнейшего анализа (рис. 2), и оценена статистиче-
ская значимость различий в значениях концентраций, 
измеряемых в различные моменты времени. В случае 
усреднённой ФК-кривой для 25(OH)D достоверные от-
личия для всех препаратов наблюдались для t = 10 мин 
(P < 0,03), t = 60 мин (P < 0,04) и t = 360 мин (P < 0,05). 
Такого рода достоверных различий не было найдено для 
усреднённых кривых для уровня 1,25(OH)D.

Таким образом, на усреднённых ФК-кривых для 

Рис. 1. Фармакокинетические кривые индивидуальных добровольцев, полученные после однократного приёма препаратов 
витамина D в дозе 10000 МЕ

Рис. 2. Усреднённые фармакокинетические кривые (n = 6 для каждой кривой, однократный приём препаратов витамина D 
в дозе 10000 МЕ)
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чение достигаемой концентрации tmax, Cmax, объ-
ём распределения и др. (табл. 1). Параметры беска-
мерной модели были рассчитаны для ФК-кривых 
индивидуальных добровольцев, затем было про-
ведено усреднение параметров с целью получе-
ния значений, соответствующих усреднённым 
ФК-кривым, и стандартных отклонений получен-
ных значений параметров (табл. 2).

Полученные в рамках бескамерного анализа оценки 
значений ФК параметров показывают, что препараты 
Вигантол и Ультра-Д характеризовались схожими по-
казателями фармакокинетики (см. табл. 2). За исклю-
чением площади под кривой (AUC

t
) не было найдено 

достоверных различий между значениями параметров 
для двух исследованных групп добровольцев. Напри-
мер, для Ультра-Д бескамерный анализ позволил оце-
нить значения C

max 
= 28 ± 4 нг/мл, t

max 
= 50 ± 15 мин, 

C
last 

= 20 ± 1 нг/мл, AUC
t 
= 8586 ± 693 нг/мл*мин, 

MRT
t 
= 170 ± 4 мин, L

z 
= 0,00087 ± 0,0004 мин-1, 

T
1/2 

= 15,5 ± 7,2 ч, C
L 

= 7 ± 2 мл/мин, V
d 
= 9,04 ± 1,24 л. 

Сравнительно высокие значения периода полувыведе-
ния (T

1/2
, 14.7…28 ч) указывают на то, что для поддер-

жания действующих концентраций 25(OH)D может 
быть достаточно приёма витамина D один раз в день. 
Достаточно высокое значение объёма распределения 
(8…9 л при объёме крови в 4...5 л) указывает на суще-
ствование своего рода «депо» витамина D в тканях ор-
ганизма. Отметим, что полученные значения фарма-
кокинетических параметров практически не зависели 
от возраста добровольцев.

Ультра-Д и Вигантол характеризовались схожими 
значениями параметров C

max
, t

max
, C

last
, MRT

t
, L

z
, C

L
, V

d
. 

В то же время площадь под кривой (показатель AUC
t
) 

была достоверно выше для Ультра-Д по сравнению с 
Вигантолом (рис. 3). Как известно, показатель AUC

t
 

является косвенной характеристикой биодоступности 
препаратов, поэтому данный результат позволяет го-
ворить о более высокой биодоступности холекальци-
ферола при приёме таблеток Ультра-Д по сравнению 
с приёмом маслянного раствора Вигантола внутрь. 

Таблица 1

Изученные фармакокинетические параметры бескамерной модели исследованных препаратов витамина D

Параметр Ед. Комментарий

C
max

нг/мл Максимальная концентрация витамина D

t
max

мин Время достижения максимальной концентрации

C
last

нг/мл Последняя измеренная концентрация 

AUC
t

нг/мл*мин Площадь под кривой (характеризует биодоступность)

MRT
t

мин Среднее время удержания – среднее общее время молекулы витамина D из препарата 
проводят в крови после приёма в заданной дозе

L
z

мин-1 Наклон участка финального выведения (последние 3..4 точки ФК-кривой)

T
1/2

ч Период полувыведения – время, за которое из биосубстрата выводится половина 
принятого препарата

C
L

мл/мин Клиренс – объём биосубстрата (крови), из которого все молекулы витамина D удаляются 
за единицу времени

V
d

л Объём распределения – отношение общего содержания вещества в организме к его 
концентрации в исследуемом биосубстрате (крови), т. е. некий условный объём, в котором 
должно было бы распределиться данное вещество, если бы его концентрация везде была 

такой же, как в крови

Таблица 2

Оценки значений фармакокинетических параметров для бескамерной 
модели препаратов витамина D (однократная доза 10000 МЕ)

Препарат C
max

, 
нг/мл

t
max

, 
мин

C
last

, 
нг/мл

AUC
t
, 

нг/мл*мин
MRT

t
, 

мин
L

z
, 

мин-1
T

1/2
, 

ч
C

L
, мл/
мин

V
d
, л

Ультра-Д 28 ± 4 50 ± 15 20 ± 1 8586 ± 693* 170 ± 4 0,00087 ± 0,0004 15,5 ± 7,2 7 ± 2 9,04 ± 1,24

Вигантол 26 ± 3 50 ± 15 20 ± 1 7988 ± 489 172 ± 4 0,00068 ± 0,0005 28,2 ± 23,2 6 ± 3 9,9 ± 1,4

Примечания: * – достоверное отличие от Вигантола (p = 0,059).
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Более высокая биодоступность холекальциферола из 
Ультра-Д может быть обусловлена тем, что всасыва-
ние холекальциферола из жевательной таблетки на-
чинается уже в ротовой полости, причём компоненты 
слюны ускоряют солюбилизацию молекул холекаль-
циферола. В результате в желудок поступает частич-
но солюбилизированный холекальциферол. Одним 
из интересных результатов настоящего исследова-
ния является установление достоверных корреляций 
между начальными уровнями 25(OH)D в образцах 
крови индивидуальных добровольцев и значениями 
фармакокинетических параметров, рассчитанными 

Рис. 3. Площадь под кривой (показатель AUC
t
) была 

достоверно выше для Ультра-Д по сравнению с Вигантолом 
(P < 0,05)

на основании ФК-кривых индивидуальных добро-
вольцев. Начальные (базовые) уровни 25(OH)D со-
ставили 27 ± 20 нг/мл. При этом у 9 из 12 обследо-
ванных (75 %) отмечена недостаточность витамина 
D (25(OH)D < 30 нг/мл), а у 6 из 12 обследованных 
(50 %) – выраженный дефицит витамина D (25(OH)
D < 20 нг/мл).

Напомним, что в ходе фармакокинетического 
анализа начальные (базовые) уровни 25(OH)D были 
нормализованы на типичное для популяции росси-
янок значение (20 нг/мл). Следовательно, базовый 
уровень 25(OH)D не использовался при вычислении 
значений фармакокинетических параметров, пере-
численных в табл. 1. Тем не менее, была установлена 
достоверная корреляция (P < 0,05 по тесту Стьюден-
та) между начальным уровнем 25(OH)D и значе-
ниями Cmax (коэффициент корреляции r = 0,60), 
C

last
 (r = -0,47), AUC

t
 (r = 0,41), MRT

t
 (r = -0,66), 

L
z
 (r = 0,65), T

1/2
 (r = -0,29), C

L
 (r = 0,55) и V

d
 (r = -0,48). 

Данный результат указывает на существенное вли-
яние обеспеченности витамином D (которая харак-
теризуется уровнем 25(OH)D) на фармакокинетику 
препаратов витамина D.

Результаты многокамерного 
фармакокинетического анализа

Для многокамерного ФК-анализа были исполь-
зованы усреднённые ФК-кривые для содержания 
25(OH)D в крови, характеризовавшиеся достовер-
ным пиком концентраций через 50…75 мин после 
приёма препаратов и относительно пологим участ-
ком, указывающим на постепенное выведение 

Рис. 4. Трёхкамерная модель фармакокинетики исследованных препаратов витамина D, полученная в результате 
многокамерного фармакокинетического моделирования в среде MATLAB
Примечания: Приведены условные обозначения соответствующих констант (k12, Kcd, Kdc, Ke_central), использующиеся в 
тексте статьи. 
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среднеквадратичного отклонения концентраций со-
ставило a = 0,7 нг/мл (при коэффициенте корреля-
ции, равном r = 0,99), что указывает на весьма высо-
кое качество предлагаемой модели.

Полученная модель является оптимальной по 
качеству и сложности. Более простые многокамер-
ные ФК-модели характеризовались гораздо более 
низким качеством. Например, удаление компарт-
мента «депо» из модели на рис. 4 приводило к суще-
ственному снижению качества модели (ср. кв. откл. 
a = 3 нг/мл), так же, как и удаление компартмента 
«ЖКТ» (ср. кв. откл. a = 5 нг/мл). Более сложные 
модели не приводили к существенному повышению 
качества модели (в частности, моделирование эли-
минации и из депо, и из центрального компартмента 
не улучшало качество модели).

Таким образом, трёхкамерная модель фармако-
кинетики витамина D, в которой витамин перехо-
дит из ЖКТ в центральный компартмент (кровь), 
затем в депо, а элиминация происходит только из 
центрального компартмента (см. рис. 4) в «нулевой» 

витамина D из крови (см. рис. 2). Для получения 
наиболее адекватной многокамерной модели были 
исследованы одно-, двух-, трёх- и четырёхкамер-
ные модели в различных конфигурациях. В резуль-
тате моделирования было установлено, что самой 
простой моделью, максимально точно описываю-
щей исследуемую ФК-кривую (см. рис. 2) является 
трёхкамерная модель (рис. 4), включающая ЖКТ 
(1-й компартмент), кровь (центральный, 2-й ком-
партмент) и депо (3-й компартмент). Проведённое 
моделирование показало, что постепенная элими-
нация витамина D осуществляется именно из цен-
трального компартмента, а не из депо.

Качество исследованных многокамерных моде-
лей характеризовалось значениями стандартного 
отклонения концентраций между теоретической и 
измеренной фармакокинетическими кривыми, а 
также коэффициентом корреляции между теорети-
ческими и измеренными значениями концентраций 
25(OH)D в крови (рис. 5). Для полученной трёхка-
мерной модели, представленной на рис. 4, значение 

Рис. 5. Показатели качества трёхкамерной ФК-модели
Примечания: (А) Измеренные значения концентраций для точек ФК-кривой и теоретическая ФК-кривая. Среднеквадратичное 
отклонение концентраций составило а = 0,7 нг/мл. (Б) Корреляция между теоретическими и измеренными значениями 
концентраций. Коэффициент корреляции r = 0,99.

Таблица 3

Параметры полученной трёхкамерной модели для фармакокинетики препарата Ультра-Д

Параметр Расшифровка Ед. Значение

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

V(C) Объём центрального компартмента у.е. 562

V(D) Объём компартмента «депо» у.е. 1283

k12 Константа переноса из ЖКТ в кровь мин-1 4,66

ke_Central Константа элиминации из крови мин-1 1,00

Kcd Константа переноса из крови в депо мин-1 130

Kdc Константа переноса из депо в кровь мин-1 7,44
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компартмент (т. е. мочу) является наиболее адек-
ватной из исследованных многокамерных моделей. 
ФК-моделирование позволило получить количе-
ственные оценки соответствующих констант скоро-
сти и объёмов компартментов. Полученные оценки 
констант скорости были схожи для всех трёх препа-
ратов витамина D; в табл. 3 приведены значения для 
Ультра-Д.

Результаты многокамерного ФК-анализа по-
зволяют выявить ряд интересных особенностей 
фармакокинетики исследуемых препаратов вита-
мина D. Обращает на себя внимание весьма малый 
объём компартмента «ЖКТ» (V(GI) = 1 у.е.), го-
раздо больший объём центрального компартмента 
(V(C) = 562 у.е.) и ещё больший объём компартмента 
депо (V(D) = 1283 у.е.). Из ЖКТ витамин D (в виде 
холекальциферола) поступает в кровь уже в виде 
25(OH)D сравнительно медленно (k12 = 4,66 мин-1), 
что обусловлено необходимостью биотрансформа-
ции холекальциферола в 25(OH)D, происходящей 
в печени. При этом печень является, по всей види-
мости, также и депо витамина D (КНИГА-Д), при-
чём перенос 25(OH)D из крови в депо происходит 
весьма быстро (Kcd = 130 мин-1). Печень является 
депо, которое отдаёт 25(OH)D гораздо медленнее 
(Kdc = 7,44 мин-1), чем всасывает (Kcd = 130 мин-1), 
а из центрального компартмента 25(OH)D элими-
нируется ещё медленнее (ke_Central = 1 мин-1), что и 
обусловливает достаточно пологий характер участка 
кривой, соответствующего выведению (элимина-
ции) витамина D (см. рис. 2).

Заключение

В группе женщин (n = 12, 24-53 лет) анализи-
ровались особенности фармакокинетики двух раз-
личных фармацевтических форм витамина D: мас-
ляный раствор (Вигантол) и жевательные таблетки 

(Ультра-Д). Начальный (базовый) уровень 25(OH)D 
составил 27 ± 20 нг/мл. При этом у 12 из 18 обследо-
ванных (75 %) отмечена недостаточность витамина 
D (25(OH)D < 30 нг/мл), а у 6 из 12 обследованных 
(50 %) – выраженный дефицит витамина D (25(OH)
D < 20 нг/мл). Препараты применялись согласно 
соответствующим инструкциям, каждый препарат 
принимался однократно, внутрь, в дозе 10 000 МЕ 
холекальциферола, в 8 часов утра натощак. Несмо-
тря на очевидные различия в фармацевтических 
формах, оба изученных препарата характеризова-
лись сравнимыми значениями фармакокинетиче-
ских показателей C

max
, t

max
, C

last
, AUC

t
, MRT

t
, L

z
, T

1/2
, 

C
L
, V

d
, полученных в ходе бескамерного анализа и 

кинетических констант k12, ke_Central, Kcd и Kdc, 
полученных в результате многокамерного анализа. 
При этом после приёма жевательных таблеток пло-
щадь под кривой (показатель AUC

t
), характеризу-

ющая биодоступность, оказалась достоверно выше. 
Это объясняется тем, что компоненты слюны уско-
ряют всасывание, так как солюбилизация молекул 
холекальциферола начинается уже в ротовой поло-
сти. Полученные значения фармакокинетических 
параметров практически не зависели от возраста 
добровольцев и в то же время показали выражен-
ную корреляцию с начальным (базовым) уровнем 
25(OH)D в крови. Полученные результаты указы-
вают на возможность принимать любой из иссле-
дованных препаратов витамина D один раз в сутки 
(что обеспечивает достаточно стабильные концен-
трации 25(OH)D, а также способствует повышению 
комплаентности пациенток к приёму витамина D). 
18-07-00944 18-07-01022
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СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ

Громова Ольга Алексеевна  
Автор, ответственный за переписку 
e-mail: unesco.gromova@gmail.com
ORCID ID: 0000-0002-7663-710X
SPIN-код: 6317-9833
д. м. н, профессор, в. н. с., научный руководитель 
Института Фармакоинформатики, ФИЦ ИУ РАН, 
Москва

Gromova Olga   
Corresponding author   
e-mail: unesco.gromova@gmail.com
ORCID ID: 0000-0002-7663-710X
SPIN code: 6317-9833
DM, professor, Institute of pharmacoinformatics
FRC CSC RAS, Moscow



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОКИНЕТИКИ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА64

Литература / References

1. Громова О.А., Торшин И.Ю. Витамин D. Смена парадигмы 
/ под ред. акад. РАН Е.И. Гусева, проф. И.Н. Захаровой. – М.: ГЭО-
ТАР-Медиа, 2017. –576 с.: ISBN 978-5-9704-4058-2. [Gromova OA, 
Torshin IYu. Vitamin D. Smena paradigmy / pod red akad. RAN EI Guseva, 
prof. IN Zaharovoj. Moscow. GEHOTAR-Media. 2017. (In Russ).]

2. Торшин И.Ю., Лиманова О.А., Сардарян И.С., и др. Обе-
спеченность витамином D детей и подростков 7-14 лет и взаимосвязь 
дефицита витамина D с нарушениями здоровья детей: анализ круп-
номасштабной выборки пациентов посредством интеллектуального 
анализа данных // Педиатрия. Журнал им. Г.Н. Сперанского. – 2015. 
–Т. 94. №2. –С.175–184. [Torshin IYu, Limanov OA, Sardaryan IS, et al. 
Provision of vitamin D in children and adolescents aged 7 to 14 years and the 
relationship of deficiency of vitamin D with violations of children`s health: 
the analysis of a large-scale sample of patients by means of data mining. 
Pediatriya. 2015;94(2):175–184. (In Russ).]

3. Лиманова О.А., Торшин И.Ю., Сардарян И.С., др. Обеспе-
ченность микронутриентами и женское здоровье: интеллектуальный 
анализ клинико-эпидемиологических данных // Вопросы гинеко-
логии, акушерства и перинатологии. –2014. –Т.13. № 2. –С. 5–15. 
[Limanova OA, Torshin IYu, Sardaryan IS, et al. Micronutrient provision and 
women''s health: intellectual analysis of clinicoepidemiological data. Voprosy 
ginekologii akusherstva i perinatologii. 2014;13(2):5–15. (In Russ).] 

4. Громова О.А., Торшин И.Ю., Пронин А.В. Особенности 
фармакологии водорастворимой формы витамина D на основе мицелл 
// Фарматека. –2015. –№ 1 (294). –С.28–35. [Gromova OA, Torshin 
IYu, Pronin AV. Osobennosti farmakologii vodorastvorimoj formy vitamina 
D na osnove micell. Farmateka. 2015;1(294):28-35. (In Russ).] https://
pharmateca.ru/ru/archive/article/30707

5. Громова О.А., Торшин И.Ю., Фролова Д.Е. и др. Витамин 
D и эстрогензависимые опухоли // Гинекология. –2018. –Т.20. –№1 

–С.23–30. [Gromova OA, Torshin IYu, Frolova DE, et al. Vitamin D and 
estrogen-dependent tumors. Gynecology. 2018;20(1):23-30. (In Russ).] DOI: 
10.26442/2079-5696_20.1.23-30

6. Громова О.А., Торшин И.Ю., Захарова И.Н., Малявская С.И. 
Роль витамина D в регуляции иммунитета, профилактике и лечении 
инфекционных заболеваний у детей // Медицинский совет. –2017. 
–№19 –С.52-60. [Gromova OA, Torshin IYu, Zakharova IN, Malyavskaya 
SI. Role of vitamin D in regulation of immunity, prevention and therapy of 
infectious pediatric diseases. Medicinskij sovet. 2017;19:52-60. (In Russ).] 
DOI: 10.21518/2079-701X-2017-19-52-60

7. 7. Громова О.А., Торшин И.Ю., Томилова И.К., Гилельс А.В. 
Метаболиты витамина D: роль в диагностике и терапии витамин D-за-
висимой патологии // Практическая медицина. –2017. –№ 5 (106). 
–С.4-10. УДК 577.161.22 [Gromova OA, Torshin IY., Tomilova IK, Gilels 
AV. Vitamin D metabolites: their role in the diagnosis and therapy of vitamin 
D-dependent pathology. Practical medicine. 2017;5(106):4-10. (In Russ).]

8. Громова О.А., Торшин И.Ю. Магний и «болезни цивилиза-
ции». –М.: ГЭОТАР-Медиа; 2018. ISBN 978-5-9704-4527-3 [Gromova 
OA, Torshin IYu. Magnij i “bolezni civilizacii”. Moscow: GEOTAR-Media; 
2018. (In Russ).]

9.  Клиническое руководство Тица по лабораторным тестам 
/ Алан Г. Б. Ву.; пер. с англ. В.В. Меньшикова; ред. пер. Т.И. Лукичева. 
–4-е изд. Москва: Лабора, 2013. ISBN 978-5-903284-12-2 [Tietz clinical 
guide to laboratory tests. Alan HBWu.; per. s angl. V.V. Men'shikova; red. per. 
T.I. Lukicheva. 4th ed. Moscow: Labora; 2013. (In Russ).]

10. Ferreira, A.J.M. (2009). MATLAB Codes for Finite Element 
Analysis. Springer. ISBN 978-1-4020-9199-5. http://www.mathworks.com/
products/simbiology/

11. Zhang Y, Huo M, Zhou J, Xie S. PKSolver: An add-in program 
for pharmacokinetic and pharmacodynamic data analysis in Microsoft 
Excel. Comput Methods Programs Biomed. 2010 Sep;99(3):306-14. DOI: 
10.1016/j.cmpb.2010.01.007

Torshin Ivan 
ORCID ID: 0000-0002-2659-7998
SPIN code: 1375-1114
Candidate of Physico-mathematical Sciences, 
Candidate of Chemical Sciences, Senior Researcher 
Officer FRC CSC RAS, Moscow

Frolova Daria 
ORCID ID: 0000-0002-1912-4607
SPIN code: 6668-6245
assistant of Oncology Department, FSBEI HE IvSMA 
MOН Russia

Grishina Tatiana  
ORCID ID: 0000-0002-1665-1188
SPIN code: 1241-0701
DM, professor, Нead of Department of 
pharmacology, FSBEI HE IvSMA MOН Russia

Lapochkina Nina 
ORCID ID: 0000-0001-6722-2810
DM, professor, Head of Department of Oncology, 
FSBEI HE IvSMA MOН Russia

Торшин Иван Юрьевич  
ORCID ID: 0000-0002-2659-7998
SPIN-код: 1375-1114
к. ф.-м. н., к. х. н., с. н. с. ФИЦ ИУ РАН, Москва

Фролова Дарья Евгеньевна  
ORCID ID: 0000-0002-1912-4607
SPIN-код: 6668-6245
ассистент кафедры онкологии ФГБОУ ВО ИвГМА 
Минздрава России

Гришина Татьяна Романовна  
ORCID ID: 0000-0002-1665-1188
SPIN-код: 1241-0701 
д. м. н., профессор, зав. кафедрой фармакологии 
ФГБОУ ВО ИвГМА Минздрава России

Лапочкина Нина Павловна 
ORCID ID: 0000-0001-6722-2810 
д. м. н., профессор, зав. кафедрой онкологии ФГ-
БОУ ВО ИвГМА Минздрава России 



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОКИНЕТИКИ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА65



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОКИНЕТИКИ

№3.2018 ФАРМаКОКИНЕТИКА и ФАРМаКОдИНАМИКА66








