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Цель. Обобщение литературных данных о производных индолокарбазола, обладающих противоопухолевой актив-
ностью.
Материалы и методы. Объектом изучения являлись препараты на основе производных индолокарбазола с про-
тивоопухолевой активностью. Для поиска материалов по исследуемой проблеме использовали следующие поис-
ково-информационные и библиотечные базы данных: Ebibrary, PubMed, CyberLeninka, ResearchGate, а также Госу-
дарственный реестр лекарственных средств, реестры клинических исследований clinline.ru и clinicaltrials.gov. Поиск 
проводился по следующим словам/словосочетаниям: индолокарбазолы (indolocarbazoles), производные индоло-
карбазолов (indolocarbazole derivatives), стауроспорин (staurosporine), ребеккамицин (rebeccamycin), производные  
стауроспорина (staurosporine derivatives), производные ребеккамицина (rebeccamycin derivatives). Поиск проводился 
с 11 января по 1 марта 2021 года; учитывались соединения с биологической активностью, проходящие или прошед-
шие доклинические и клинические испытания. Учитывались все материалы с 1977 года по 1 января 2021. 
Результаты. Полученные материалы свидетельствуют о том, что производные индолокарбазола являются перспек-
тивными соединениями для создания противоопухолевых лекарственных препаратов благодаря их свойствам и 
особенностям механизма действия. Данные препараты обладают избирательностью действия, что обусловлено на-
правленным взаимодействием с конкретными молекулярными мишенями: киназы (особенно протеинкиназа C и её 
изоферменты), ДНК и ДНК-топоизомеразы. К настоящему времени синтезировано и исследовано множество соеди-
нений из класса индолокарбазолов, показавших высокую противоопухолевую активность при терапии системных и 
солидных опухолей. Однако несмотря на это, только один лекарственный препарат на основе производного стауро-
спорина, зарегистрированный под ТН Rydapt® (в США и странах Евросоюза) и Митикайд® (в Российской Федерации), 
разрешен для применения в клинике.
Заключение. Таким образом проведено обобщение основных данных из научных публикаций, посвященным  
перспективным противоопухолевым препаратам на основе соединений из класса индолокарбазолов. В частности, 
приведены сведения об их молекулярном строении, происхождении, классификации, основных представителях клас-
са, находящихся на различных стадиях исследований и разрешенных к применению в клинической практике.
Ключевые слова: индолокарбазолы; производные индолокарбазолов; противоопухолевые агенты; производные ста-
уроспорина; производные ребеккамицина
Список сокращений: ЛС – лекарственное средство; ЛП – лекарственный препарат; ЛФ – лекарственная форма; PKC – 
протеинкиназа С; ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота; ТН – торговое наименование
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The aim of the work is to generalize the literature data on indolocarbazole derivatives with an antitumor activity. 
Materials and methods. The objects of the study were the preparations based on indolocarbazole derivatives with the 
antitumor activity. To search for materials on the problem under study, the following search and information as well as 
library databases were used: Ebibrary, PubMed, CyberLeninka, ResearchGate, the State Register of Medicines, clinical trials 
registries clinline.ru and clinicaltrials.gov. The search for the following words / phrases was performed: indolocarbazoles, in-
dolocarbazole derivatives, staurosporine, rebeccamycin, staurosporine derivatives. The search was conducted from January 
11 until March 1, 2021. The compounds with a biological activity which were undergoing or had undergone preclinical and 
clinical trials, were taken into account. All the materials from 1977 to January 1, 2021, were taken into account.
Results. The materials obtained indicate that indolocarbazole derivatives are promising compounds for the creation of an-
ticancer medicinal preparations due to their properties and peculiarities of the action mechanism. These drugs have a se-
lective action due to the targeted interaction with specific molecular targets: kinases (especially protein kinase C and its iso-
zymes), DNA and DNA topoisomerase. To date, many compounds from the class of indolocarbazoles have been synthesized 
and investigated. They have shown a high antitumor activity in the treatment of systemic and solid tumors. However, despite 
this, only one MP based on a staurosporine derivative, registered by the TN of Rydapt® (in the USA and EU countries) and 
Miticaid® (in the Russian Federation), is approved for use in the clinical practice.
Conclusion. Thus, the basic data from scientific publications on promising anticancer medicinal preparations based on com-
pounds from the class of indolocarbazoles, have been summarized. The information is provided, in particular, on their mo-
lecular structure, the origin, classification, the main representatives of the class, which are at various stages of the research 
and are approved for use in the clinic.
Keywords: indolocarbazoles; indolocarbazole derivatives; antitumor agents; staurosporin derivatives; rebeccamycin deriva-
tives
Abbreviations: P – pharmaceutical; MP – medicinal preparation; DF – dosage form; PKC – protein kinase C; DNA – deoxyri-
bonucleic acid; TN – trade name

ВВЕДЕНИЕ
Рак часто называют «патологией века», рассма-

тривая его в контексте эндемического заболевания, 
распространяющегося по всему миру. Рак также был 
определен как «истинная болезнь современности» 
(Рой Портер) или даже «важный продукт современ-
ности» (Сиддхартха Мукерджи). Эти два определе-
ния общепризнаны и оправдываются резким уве-
личением заболеваемости и смертности, которое 
наблюдается с конца XVIII века до сегодняшнего дня 
[1]. В 2020 году рак продолжал занимать одно из ве-
дущих мест среди причин смертности и является важ-
ным препятствием на пути увеличения ожидаемой 
продолжительности жизни во всех странах мира. По 
оценкам Всемирной организации здравоохранения 
в 2019 году рак является первой или второй ведущей 
причиной смерти в возрасте до 70 лет в 112 из 183 
стран и занимает третье или четвертое место еще в 
23 странах [2].

За последние два десятилетия лечение рака с 
использованием фармакологических подходов силь-
но изменилось. Долгие годы фундаментальных и 
клинических исследований привели к переходу от 
классической противоопухолевой терапии, характе-
ризующейся низкой селективностью действия лекар-
ственных средств (ЛС) и сопровождающейся сильной 
интоксикацией организма, к более целенаправлен-
ным противоопухолевым «снайперам», которые эф-
фективно уничтожают популяции опухолевых клеток 
с меньшими побочными эффектами [3].

Среди широкого спектра противоопухолевых 
препаратов особый интерес представляют соедине-
ния из группы производных индолокарбазола. Ин-
долокарбазолы − это уникальный класс индольных 

алкалоидов природного или синтетического проис-
хождения, которые обладают целым рядом терапев-
тических свойств − противоопухолевой, антибакте-
риальной, противопаразитарной, противовирусной, 
иммуномодулирующей активностью [4–7]. 

Наиболее значимым биологическим профилем 
соединений из группы производных индолокарба-
зола является их потенциальное противоопухолевое 
действие [8]. Отличительной особенностью механиз-
ма действия этих препаратов является способность 
взаимодействовать с несколькими мишенями и ин-
дуцировать различные пути гибели опухолевых кле-
ток [9]. Для них такими мишенями являются ДНК, 
ферменты топоизомеразы и протеинкиназы С (РКС), 
которые отвечают за регулирование основных аспек-
тов клеточного метаболизма, включая прогрессиро-
вание клеточного цикла [10, 11]. 

Протеинкиназы C – семейство протеинкиназ, 
ферментов, осуществляющих фосфорилирование 
белков и участвующих тем самым в сигнальных 
каскадах клеток. Термин «протеинкиназа С» относит-
ся ко всем описанным изоферментам [12]. Ингиби-
торы РКС могут снижать экспрессию Р-гликопротеина 
в опухолевых клетках и тем самым повышать их чув-
ствительность к химиотерапии [13]. Также активация 
PKC необходима для ангиогенеза опухоли [14].

Топоизомеразы влияют на топологию ДНК и спо-
собны релаксировать их сверхспирализованные мо-
лекулы путем внесения одно- или двухцепочечных 
разрывов с последующим восстановлением, а также 
отрицательных супервитков или катенанов. Инги-
биторы этих ферментов широко используются для 
подавления активности опухолевых топоизомераз 
I и/или II типа с блокированием клеток в фазе G2 и 
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задержкой их вступления в митоз [15]. Ингибиторы 
топоизомераз – одни из наиболее эффективных ин-
дукторов апоптоза, т. е. программируемой гибели 
опухолевых клеток [10]. Кроме того, синтезирован 
ряд производных индолокарбазола с антиангиоген-
ным действием, которые способны блокировать ва-
скулогенную мимикрию в опухоли и восстанавливать 
чувствительность резистентных клеток к химиотера-
певтическим препаратам [16, 17]. Эти особенности 
механизма действия определяют широкий спектр 
цитотоксической и противоопухолевой активности 
производных индолокарбазолов. 

ЦЕЛЬ. Обобщение литературных данных о про-
изводных индолокарбазола, обладающих противоо-
пухолевой активностью. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлись препараты на 

основе производных индолокарбазола, обладающие 
противоопухолевой активностью. Для поиска мате-
риалов использовали следующие поисково-инфор-
мационные и библиотечные базы данных: Ebibrary, 
PubMed, CyberLeninka, ResearchGate, а также Госу-
дарственный реестр лекарственных средств, реестры 
клинических исследований clinline.ru и clinicaltrials.
gov. Поиск проводился по следующим словам/сло-
восочетаниям: индолокарбазолы (indolocarbazoles), 
производные индолокарбазолов (indolocarbazole 
derivatives), стауроспорин (staurosporine), ребекка-
мицин (rebeccamycin), производные стауроспорина 
(staurosporine derivatives), производные ребекками-
цина (rebeccamycin derivatives). Поиск проводился 
с 11 января по 1 марта 2021 года; учитывались сое-
динения с биологической активностью, проходящие 
или пошедшие доклинические и клинические испы-
тания. Учитывались все материалы с 1977 года по 1 
января 2021. 

Статья представляет собой обзор публикаций, 
посвящённых производным индолокарбазола, а 
именно, приведены сведения об их строении, проис-
хождении, классификации, основных представителях 
класса, находящихся на различных стадиях исследо-
ваний и разрешенных к применению в клинике. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общая характеристика соединений группы 
индолокарбазола
Первые индолокарбазолы были обнаружены в 

стрептомицетах и впоследствии выделены из мно-
гочисленных представителей флоры и фауны. На 
сегодняшний день этот класс соединений также по-
полнился широким разнообразием синтетических 
соединений [18]1. 

Индолокарбазолы − это класс гетероциклических 

1 ClassyFire. A few examples of indolocarbazoles found in the ClassyFire 
database. The Metabolomics Innovation Centre (TMIC) [Электронный 
ресурс]. URL: http://classyfire.wishartlab.com/tax_nodes/C0001866.

соединений, включающих в свой состав плоский 
цикл, состоящий из индольного и карбазольного 
элементов (рис. 1, 2) [18]. Индол, карбазол и их про-
изводные − бесцветные твёрдые кристаллические 
вещества, не растворяющиеся в воде. В стандарт-
ных условиях температура плавления индола – 52°C, 
карбазола − при 247−248°C, температура кипения – 
253°С и 354−355°С, соответственно2,3. Карбазольный 
фрагмент служит лигандом для многих рецепторов 
и обладает свойством обратимо связываться с фер-
ментами, в частности с ДНК-топоизомеразой I [19], 
а индольный элемент отвечает за взаимодействие с 
ДНК [20, 21].

К классу индолокарбазолов относятся 5 подклас-
сов соединений, различающихся структурой плоско-
го ароматического цикла. Речь идет о 5-ти изомерах 
полициклической системы: индоло[2,3-а]карбазоле 
(1), индоло[2,3-b]карбазоле (2), индоло[2,3-с]карба-
золе (3), индоло[3,2-а]карбазоле (4) и индоло[3,2-b]
карбазоле (5) (рис. 3) [18].

Наиболее обширным, биологически значимым 
и детально изученным является подкласс произво-
дных 11,12-дигидроиндоло[2,3-а]карбазола, кото-
рый включает преимущественно соединения, име-
ющие в качестве структурной основы индоло[2,3-а]
пирроло[3,4-с]карбазольный цикл, в котором 2 ин-
дольных фрагмента соединены через бензольный 
цикл с амидной или имидной группой. Индольные 
фрагменты соединены через 1 или 2 связи с угле-
водным фрагментом. При этом в данном подклассе 
также выделяют небольшую группу соединений, не 
включающих в свой состав дополнительный пир-
рольный цикл [18].

Основываясь на количестве гликозидных связей, 
связывающих углеводный фрагмент с изоиндольным 
каркасом, производные индолокарбазола можно 
разделить на 2 подкласса − соединения группы стау-
роспорина (а) и ребеккамицина (в). У стауроспорина 
и его производных, например, К252а (б), гликозид 
связан с 2 индольными группами через атомы азота 
в отличие от представителей группы ребеккамицина, 
например, холирин А (г), у которых углеводный оста-
ток присоединяется только к одному индолу. Гетеро-
цикл стауроспорина соединен с лактонным кольцом, 
гетероцикл ребеккамицина – с имидным кольцом 
(рис. 4) [22]. В качестве углеводных остатков в струк-
туру индолокарбазолов могут быть включены как мо-
носахара [23, 24], так и дисахара [25–38]. 

Впрочем, в литературе описаны и производные 
индолокарбазолов, имеющих иное строение, напри-

2 PubChem Compound Summary for CID 798, Indole. PubChem. 
Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center 
for Biotechnology Information [Электронный ресурс]. URL: https://
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6854 
3 PubChem Compound Summary for CID 6854, Carbazole. PubChem. 
Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center 
for Biotechnology Information [Электронный ресурс]. URL: https://
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6854 
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мер, Go 6976 (рис. 5) и AEB071 (сотрастаурин) (рис. 6) 
– селективные ингибиторы изоферментов протеин-
киназы C α, β1, δ, υ и ζ. В отличие от стауроспорина, 
Go 6976 представляет собой метил- и цианоалкилза-
мещенный негликозидный индолокарбазол [29], со-
трастаурин содержит пиперазиновое кольцо, в кото-
ром атом азота в кольце несет арильную группу [30].

Различные модификации природных и синтети-
ческих производных индолокарбазолов приводят к 
изменениям их физико-химических свойств и биоло-
гической активности, что важно для разработки по-
тенциальных противоопухолевых агентов. Очевидно, 
что на противоопухолевый эффект целевого соеди-
нения могут оказывать влияние как заместители в 
агликоне, так и природа гликозидного остатка, изме-
няя фармакодинамические и фармакокинетические 
свойства [31]. 

Представители класса индолокарбазолов
Стауроспорин − первое из открытых соединений 

производных индолокарбазола, был изолирован 
в 1977 г. в Институте Китасато (Япония) из культур 
Streptomyces staurosporeus и Streptomyces actuosus. 
Стауроспорин оказывает противогрибковое и гипо-
тензивное действие, подавляет агрегацию тромбо-
цитов, является мощным ингибитором различных 
протеинкиназ, что обуславливает его применение в 
качестве противоопухолевого препарата [32, 33].

В 1983 г. из штамма актинобактерий С-38383 был 
выделен родоначальник второй группы произво-
дных индолокарбазола ребеккамицин (NSC 655649) 
(Bristol-Myers Co., США) [34], который структурно 
схож с стауроспорином, но обладает меньшей инги-
бирующей активностью в отношении протеинкиназ 
[35]. Механизм противоопухолевого действия ребек-
камицина связан с ингибированием топоизомеразы 
I, что обусловлено его способностью взаимодейство-
вать с ДНК [36]. 

С целью повышения растворимости и увели-
чения биологической активности гидрофобные 
индолокарбазолы стауроспорин и ребеккамицин 
подвергались различным модификациям: а) присо-
единение заместителей к верхнему гетероциклу, за-
мену атомов в верхнем гетероцикле или удаление 
гетероцикла; б) модификации плоского хромофора; 
в) модификации замены или удаления углеводной 
части [37–39]. 

Производные стауроспорина 
Мидостаурин (CGP 41251, PKC 412, NVP-PKC412) 

(рис. 7) представляет собой N-бензоильное4 про-
изводное стауроспорина и является синтетическим 
ингибитором множества киназ, включая FLT3 и КIТ, с 

4 PubChem. Compound Summary for CID 9829523, Midostaurin. 
PubChem. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National 
Center for Biotechnology Information [Электронный ресурс]. URL: 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Midostaurin 

антиангиогенной и противоопухолевой активностью 
[40]. Одобрен FDA5 и EMA6 под ТН Rydapt® (Novartis 
Pharmaceuticals, Швейцария)7, в России данный ЛП 
зарегистрирован под ТН Митикайд® (ЛП-005927)8. ЛП 
представляет собой капсулы с жидким содержимым 
для перорального применения, каждая из которых 
содержит 25 мг мидостаурина9.

Энзастаурин (LY-317615, LY317615) (Eli Lilly and 
Company, США) (рис. 8) представляет собой полу-
ченный из стауроспорина ациклический бисиндо-
лилмалеимид, селективно ингибирующий протеин-
киназу-β. Механизм противоопухолевого действия 
энзастаурина обусловлен несколькими эффектами. 
Во-первых, препарат обладает антиангиогенными 
свойствами, связанными со снижением уровня фак-
тора роста эндотелия сосудов. Во-вторых, энзастау-
рин напрямую индуцирует гибель опухолевых клеток 
за счет снижения фосфорилирования протеинкиназы 
[41]. Проводились многочисленные исследования в 
моно- и комбинированной терапии онкологических 
заболеваний различных нозологий, например, опу-
холей нервной системы [42–44], толстой кишки [45], 
лимфомы [46–49], миеломы и макроглобулинемии 
Вальденстрема [50], немелкоклеточного рака лёгко-
го [51], предстательной железы [52], яичников [53]  
и др.

Сотрастаурин (AEB071) (Novartis Pharmaceuticals, 
Швейцария) (рис. 5б) является селективным инги-
битором PKC β [54], предотвращающим активацию 
Т-клеток, имеет пиперазиновое кольцо, поэтому дан-
ное соединение можно отнести к классу органических 
соединений, известных как н-арилпиперазины (рис. 6) 
[55]. Исследовалось применение сотрастаурина в те-
рапии диффузной B-крупноклеточной лимфомы, рака 
желудка [56], ульвеальной меланомы [57], псориаза 
[58], а также при трансплантации почек [59, 60]. 

Лестауртиниб (A-154475, A-154475.0, CEP-701, 
KT-555, KT-5555, KT5555, SP-924, SP924, SPM-924) 
(Cephalon, Inc., США) (рис. 9)10. Изучался в лечении 
инфекций центральной нервной системы, вызван-
ных свободноживущими амёбами [61], миелоидно-
го лейкоза [62–64], полицитемии и эссенциальной 
тромбоцитемии [65], миелофиброза [66], рака пред-
стательной железы [67, 68], нейробластом [69, 70] 
псориаза [71]. 

5 Highlights of prescribing information. Rydapt. U.S. Food and Drug 
Administration [Электронный ресурс]. URL: https://www.accessdata.
fda.gov/drugsatfda_docs/label/2017/207997s000lbl.pdf
6 Rydapt. European Medicines Agency [Электронный ресурс]. URL: 
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/rydapt
7 RYDAPT® (midostaurin) Capsules. AML & ASM Treatment Novartis AG 
[Электронный ресурс]. URL: https://www.rydapt.com/
8 Инструкция по применению лекарственного препарата для ме-
дицинского применения Митикайд®. Государственный реестр 
лекарственных средств [Электронный ресурс]. Режим доступа: 
http://grls.rosminzdrav.ru
9 Highlights of prescribing information. Rydapt. U.S. Food and Drug 
Administration.  
10 Lestaurtinib. DrugBank [Электронный ресурс]. URL: https://www.
drugbank.ca/drugs/DB06469
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Рисунок 1 – Структурная формула индола Рисунок 2 – Структурная формула карбазола

Рисунок 3 – Структурные формулы изомеров индолокарбазолов 

Рисунок 4 – Структурные формулы производных индолокарбазола
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Рисунок 7 – Структурная формула мидостаурина Рисунок 8 – Структурная формула энзастаурина 

Рисунок 6 – Структурная формула сотрастаурина

Рисунок 9 – Структурная формула лестауртиниба Рисунок 10 – Структурная формула K-252a

Рисунок 5 – Структурная формула Go 6976
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Среди производных стауроспорина антибио-
тик K-252a (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd., Япония) 
(рис. 10)11, выделенное из культуры Nocardiopsis sp. 
К-252а, представляет собой уникальный по своей 
структуре индолокарбазольный гликозид и проявля-
ет мощную нейропротекторную противоопухолевую 
активность. K-252a состоит из K-252c и необычного 
дигидрострептозного фрагмента, связанных вместе 
двумя связями C-N [72]. Его полусинтетическое про-
изводное KT5720 ингибирует цАМФ-зависимую про-
11 PubChem. Compound Summary for CID 3035817, Antibiotic K 252a. 
PubChem. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National 
Center for Biotechnology Information [Электронный ресурс]. URL: 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Antibiotic-K-252a 

теинкиназу. Активность КТ5720 подтверждена на гра-
нулёзных клетках яичника животных [73, 74].

Перспективным полусинтетическим произво-
дным стауроспорина является стаупримид (The 
Scripps Research Institute, США), который подавляет 
транскрипцию онкогена MYC NME2, а также увеличи-
вает эффективность направленной дифференциров-
ки эмбриональных стволовых клеток [75, 76]. 

CEP-11981 (Cephalon, Inc., США) (рис. 11) − это 
таргетный препарат для перорального введения, 
проявляющий высокую ингибирующую активность в 
отношении нескольких мишеней − рецепторов фак-
тора роста эндотелия сосудов 1 и 2, тирозинкиназы 2  

Рисунок 12 – Структурная формула бекатекарина

Рисунок 13 – Структурная формула NB-506 Рисунок 14 – Структурная формула эдотекарина

Рисунок 11 – Структурная формула CEP-11981
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и фактора роста фибробластов-1, протоонкоген c-SRC 
и Aurora A. Исследования фармакологической ак-
тивности на моделях опухолей животных и челове-
ка показали устойчивое дозозависимое антиангио- 
генное и противоопухолевое действие. Кроме того, 
CEP-11981 показал превосходную биодоступность, 
метаболическую стабильность и другие фармако-
кинетические свойства. Завершены клинические 
исследования I фазы по оценке фармакокинетики и 
фармакодинамики CEP-11981 у пациентов с запущен-
ными, рецидивирующими/рефрактерными солид-
ными опухолями [77, 78].

Go 6976 (Godecke AG, Германия) (рис. 5) − произ-
водное индолокарбазола, содержащее вместо гли-
козидного остатка пропаннитриловый радикал12. Go 
6976 является селективным ингибитором PKC α и β, 
умеренно ингибирует активацию протеинкиназы, ре-
гулируемой внеклеточными сигналами [79]. Кроме 
того, данный индолокарбазол является потенциаль-
ным противоопухолевым препаратом благодаря его 
способности стимулировать образование клеточных 
соединений (образование повышенного количества 
десмосом и сращений), подавлять миграцию и инва-
зию опухолевых клеток [80].

Также в литературе имеются данные о множе-
стве других соединений производных стауроспори-
на: ZHD-0501 [81]; BMY-41950 (RK 1409) [82]; UCN-01 
и UCN-02 [83]; CEP-7055 и CEP-5214 [84]; CEP-701; CEP-
2563 и CEP-751 (KT-6587) [85]; KT5926 [86]; Ro 318220 
и GF 109203X [87]; CEP-134713 и др.

Среди отечественных соединений производных 
стауроспорина наиболее известны N-гликозиды ин-
доло[2,3-а]пирроло[3,4-с]карбазол-5,7-дионов индо-
локарбазолов: ЛХС-976, ЛХС-983, ЛХС-985, ЛХС-999, 
ЛХС-1006, ЛХС-1007, ЛХС-1040, ЛХС-1054, ЛХС-1098, 
ЛХС-1208, ЛХС-1269 и др. [88-93]. Среди них на сегод-
няшний день как противоопухолевые средства наи-
более изученными являются соединения ЛХС-1208 и 
ЛХС-1269.

Производное индолокарбазола ЛХС-1208 прояв-
ляет сильную ингибирующую активность в отноше-
нии киназ14 − циклинзависимой киназы, протеинки-
назы С и тирозинкиназы; второй мишенью является 
ДНК и комплекс ДНК с топоизомеразой. К настояще-
му времени завершены доклинические испытания 
инъекционной лекарственной формы ЛХС-1208, со-
держащей в качестве сорастворителя гидрофобной 
активной субстанции диметилсульфоксид и солюби-
лизатор коллидон 17PF [94]. Также для данного сое-
динения разработана ЛФ на основе липосом в виде 
лиофилизата для приготовления эмульсии для инъ-
екций [95].

ЛХС-1269 − производное индолокарбазола с 
12 PubChem Compound Summary for CID 3501, Go-6976. PubChem. 
Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National Center 
for Biotechnology Information [Электронный ресурс]. URL: https://
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Go-6976 
13 CEP-1347. DrugBank [Электронный ресурс]. URL: https://
go.drugbank.com/drugs/DB05403
14 Изоферменты не указаны.

углеводным остатком ксилозой, обладающее цито-
токсическим и антиангиогенным действием и пока-
завшее высокую противоопухолевую активность в 
отношении ряда перевиваемых асцитных и солид-
ных моделей опухолей [96, 97]. К настоящему вре-
мени для ЛХС-1269 разработан состав и технология 
получения инъекционной липосомальной лекар-
ственной формы [98].

Производные ребеккамицина
На основе ребеккамицина был получен глико-

зил-дихлориндолокарбазольный аналог с улучшен-
ной растворимостью в воде – бекатекарин (BMS-
181176, BMY-27557, NSC-655649, XL 119, XL-119, 
XL119) (National Cancer Institute, США) (рис. 12)15 [99]. 
Бекатекарин представляет собой противоопухоле-
вый антибиотик с ингибирующей активностью как 
в отношении топоизомеразы I, так и в отношении 
топоизомеразы II, а также способностью интеркали-
ровать ДНК [100, 104]. Исследовался в лечении рака 
лёгкого [101, 104], рака крови [102], опухолей нерв-
ной системы [99] и солидных опухолей [103]. 

NB-506 (Banyu Co., Япония) (рис. 13) представля-
ет собой гликозидное производное ребеккамицина, 
противоопухолевая активность которого обуслов-
лена его способностью взаимодействовать с ДНК 
и ингибировать топоизомеразу I. Остаток глюкозы, 
присоединенный к планарному хромофору индоло-
карбазола, играет значительную роль во взаимодей-
ствии ЛС с нуклеиновыми кислотами и способствует 
стабилизации ковалентных комплексов топоизоме-
раза I−ДНК [105]. Сообщается, что NB-506 находится 
на стадии клинических исследований [106].

Эдотекарин (J-107088, J-107088, PF-804950, 
PHA-782615) (Banyu Co., Япония) (рис. 14) является 
производным NB-506 с широким спектром проти-
воопухолевой активности и представляет собой ин-
гибитор топоизомеразы I, который индуцирует рас-
щепление одноцепочечной ДНК более эффективно, 
чем исходный индолокарбазол или камптотецин. 
В отличие от других ингибиторов топоизомеразы I 
противоопухолевая активность меньше зависит от 
клеточного цикла. Несмотря на то, J-107088 имеет 
сходную со стауроспорином структуру, данный пре-
парат не обладает свойствами ингибитора протеин-
киназ [107]. Активно исследовался в моно- и комби-
нированной терапии онкологических заболеваний 
[108–115].

Также было обнаружено, что при выращивании 
в определённой среде, содержащей 0,05% раствор 
калия бромида, Saccharothrix aerocolonigenes ATCC 
39243 производит аналог ребеккамицина, который 
был обозначен как бромбеккамицин. Он имеет ту же 
структуру, что и ребеккамицин, за исключением за-
мены двух атомов хлора атомами брома в молекуле. 

15 PubChem Compound Summary for CID 101524, Becatecarin. 
PubChem. Bethesda (MD): National Library of Medicine (US), National 
Center for Biotechnology Information [Электронный ресурс] URL: 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Becatecarin

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-252-265
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Авторы исследования предполагают наличие у соеди-
нения активности против лейкоза P-388 мышей [116].

На основе ребеккамицина также были полу-
чены такие соединения, как BMS-250749, BMS-
210287, BMS-251873, SA315F, AT2433-A1, AT2433-A2, 
AT2433-B1, AT2433-B2 и др. [117]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Важным вопросом медицинской науки являет-

ся создание новых ЛП для терапии онкологических 
заболеваний. Перспективным классом противоопу-
холевых препаратов являются производные индо-
локарбазолов, характеризующихся направленным 
механизмом действия на такие мишени, как киназы 
(особенно PKC и её изоферменты), ДНК и ДНК-топо-
изомеразы I и II. Эти соединения, наряду с противоо-
пухолевым действием, обладают широким спектром 

биологической активности, что также позволяет при-
менять их в терапии иных нозологий, в том числе в 
трансплантологии. 

К настоящему времени синтезировано доволь-
но большое количество соединений, находящихся 
на различных стадиях доклинических и клинических 
исследований, относящихся к двум подклассам – 
производные стауроспорина и ребеккамицина. Од-
нако для применения в клинической практике пока 
разрешен лишь один ЛП на основе производного 
стауроспорина – мидостаурин, зарегистрированный 
за рубежом под ТН Rydapt®, в РФ − Митикайд. Поэ-
тому для расширения арсенала таргетных противо-
опухолевых препаратов необходимо дальнейшее 
изучение известных синтезированных производных 
индолокарбазола, а также поиск новых соединений 
с улучшенными характеристиками.
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Перспективным подходом к лечению аллергического ринита может стать интраназальное введение блокаторов Н1-ги-
стаминовых рецепторов. Ранее был разработан оригинальный состав спрея назального, содержащего фексофенади-
на гидрохлорид и аммония глицирризинат, демонстрирующий высокий уровень терапевтической эффективности. 
Цель состояла в разработке и валидации методики количественного определения активных фармацевтических суб-
станций фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината в спрее для интраназального введения.
Материалы и методы. В ходе разработки и валидации методики количественного определения фексофенадина 
гидрохлорида и аммония глицирризината в спрее назальном применялся метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии: хроматограф с УФ детектором DionexUltimate 3000 с колонкой Luna C18 (2), содержащей в качестве 
сорбента октадецилсиликагель с зернением 5 мкм. Анализ и валидационные процедуры выполнялись в соответствии 
с требованиями Государственной Фармакопеи Российской Федерации XIV издания.
Результаты. Исследование показало, что для количественного определения при совместном присутствии фексофенадина 
гидрохлорида и аммония глицирризината оптимальным является градиентный режим элюирования с составом подвиж-
ной фазы 50 ммоль/л раствор калия дигидрофосфата и метанолом (45:55), который обеспечивал разделение компонентов 
смеси в интервале 20 минут. Валидационная оценка показала, что разработанная методика отвечает всем критериям ва-
лидности по показателям: правильность, прецизионность, специфичность и линейность в аналитической области.
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о возможности использования метода высокоэффективной 
жидкостной хроматографии в градиентном режиме элюирования с составом подвижной фазы 50 ммоль/л раствор 
калия дигидрофосфата с метанолом (45:55) для количественного определения активных фармацевтических субстан-
ций – фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината в составе перспективного спрея назального для ле-
чения аллергического ринита. 
Ключевые слова: аллергический ринит; количественное определение; высокоэффективная жидкостная хроматогра-
фия; фексофенадина гидрохлорид; аммония глицирризинат
Список сокращений: АР – аллергический ринит; АФС – активная фармацевтическая субстанция; УФ – ультрафиоле-
товый; ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография; ГФ РФ – Государственная фармакопея Российской 
Федерации; х. ч. – химический чистый
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Intranasal administration of H1-histamine receptor blockers may be a promising approach to the treatment of allergic rhinitis. 
Earlier, an original composition of a nasal spray containing fexofenadine hydrochloride and ammonium glycyrrhizinate and 
demonstrating a high level of therapeutic efficacy, was developed.
The aim of the study was to develop and validate a method of the quantitative determination of active pharmaceutical 
ingredients fexofenadine hydrochloride and ammonium glycyrrhizinate in a spray for intranasal administration.
Materials and methods. During the development and validation of the method of the fexofenadine hydrochloride and 
ammonium glycyrrhizinate quantitative determination in a nasal spray, the method of high performance liquid chromatography 
was used: a Dionex Ultimate 3000 UV chromatograph with a Luna C18 column (2) containing octadecylsilicagel with a 5 μm 
grain size as a sorbent. The analysis and validation procedures were performed in accordance with the requirements of the 
State Pharmacopoeia of the Russian Federation, the XIVth edition.
Results. The study showed that for the simultaneous quantitative determination of fexofenadine hydrochloride and 
ammonium glycyrrhizinate, the optimal elution regime is a gradient mode with a mobile phase containing 50 mmol/L 
potassium dihydrogen phosphate solution with methanol (45:55), which ensured the separation of the components in the 20 
minutes interval. The validation procedures showed that the developed methodology correspond to all the criteria of validity 
in terms of the following indicators: correctness, precision, specificity and linearity in the analytical area.
Conclusion. The obtained results indicate the possibility of using the method of high-performance liquid chromatography in 
a gradient elution mode with a mobile phase of the composition of a 50 mmol/L solution of potassium dihydrogen phosphate 
with methanol (45:55) for the simultaneous quantitative determination of active pharmaceutical ingredients – fexofenadine 
hydrochloride and ammonium glycyrrhizinate as parts of a promising nasal spray for the allergic rhinitis treatment.
Keywords: allergic rhinitis; quantification; high performance liquid chromatography; fexofenadine hydrochloride; ammonium 
glycyrrhizinate
Abbreviations: AR – allergic rhinitis; API – active pharmaceutical ingredient; UV – ultraviolet; HPLC – high performance liquid 
chromatography; SPRF – State Pharmacopoeia of the Russian Federation

ВВЕДЕНИЕ
Аллергический ринит (АР) является наиболее 

распространенным заболеванием, возникающим 
в следствие гиперчувствительности организма к 
различного рода антигенам. АР занимает шестое 
место в мире среди наиболее распространенных 
атопических заболеваний, приводящих к снижению 
показателей качества жизни и ухудшению произво-
дительности труда, что негативно отражается на эко-
номической составляющей деятельности человека 
и требует значительных финансовых вложений, как 
личных, так и со стороны системы здравоохранения 
[1, 2]. В тоже время, количество людей, у которых 
ежегодно диагностируют аллергический ринит, не-
уклонно возрастает, что делает разработку эффек-
тивных и безопасных лекарственных средств для 
лечения и профилактики аллергического ринита ак-
туальным, как для самих пациентов, так и для госу-
дарства в целом [3]. 

Имеющиеся в настоящее время фармакологиче-
ские подходы к терапии АР подразумевают устране-
ние основных симптомов заболевания. С этой целью 
применяются как интраназальные, так и системные 
лекарственные препараты (ЛП). ЛП, вводимые интра-
назально, представлены глюкокортикостероидами, 
которые являются препаратами первой линии. Также 
возможно введение в носовую полость деконгестантов 
и антихолинергических средств. Системно в лечении 
АР применяют Н1-гистаминолитики, стабилизаторы 
мембран тучных клеток и антагонисты лейкотриено-
вых рецепторов [4]. Несмотря на достаточный уро-
вень эффективности, применение интраназальных 
глюкокортикостероидов в ряде случаев не обеспечи-

вает необходимые требования фармакобезопасности, 
что ограничивает их повседневное использование [5]. 
В связи с этим принимались неоднократные попытки 
преодолеть существующие недостатки глюкокортико-
стероидов, в том числе путем создания рациональных 
комбинаций ЛП или их полная замена на средства аль-
тернативной фармакотерапевтической группы. В по-
следнем случае актуальным является интраназальное 
применение блокаторов Н1-рецептров гистамина, при 
этом с целью увеличения терапевтического эффекта 
возможна разработка синергетических комбинаций 
на основе неседативных гистаминоблокаторов и дру-
гих антиаллергических средств [6]. Перспективным 
направлением в коррекции аллергического ринита 
можно считать применение комбинации Н1-гистами-
ноблокатора последнего поколения – фексофенадина 
гидрохлорида и противоаллергического средства рас-
тительного происхождения – аммония глицирризина-
та в составе разрабатываемого назального спрея [7].

Фексофенадин является активным метаболитом 
терфенадина – противоаллергического средства ан-
тигистаминного действия. Фексофенадин относится 
блокаторам Н1-гистаминовых рецепторов длительно-
го действия последнего поколения, лишенных выра-
женного седативного эффекта. Фексофенадин имеет 
благоприятный профиль лекарственной безопасно-
сти, превосходящий таковой у антигистаминных пре-
паратов первого поколения. Отсутствие седативного 
эффекта позволяет использовать препарат различ-
ным группам населения, в том числе в рабочее вре-
мя, так как не нарушается концентрация внимания, 
моторные и когнитивные функции [8–12].

Аммония глицирризинат является одним из эф-
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фективных лекарственных средств, получаемых из 
экстракта солодки голой. Аммонийная соль глицир-
ризиновой кислоты обладает доказанной противо-
воспалительной, антиноцицептивной, противоал-
лергической, противовирусной, антиоксидантной, 
иммуностимурующей и гепатопротекторной актив-
ностью [13–17].

В ранее проведенном исследовании, посвящен-
ном экспериментальной оценке фармакологической 
эффективности комбинации активных субстанций 
фексофенадина гидрохлорид + аммония глицириз-
зинат (вспомогательные вещества: бензалкония хло-
рид, полиэтиленоксид – 400, пропиленгликоль) при 
АР у животных, было установлено, что интраназаль-
ное введение изучаемого состава по выраженности 
действия было сопоставимо с глюкокортикостерои-
дами, что подразумевает актуальность дальнейшего 
исследования данной комбинации с позиции фарма-
цевтического анализа [18].

ЦЕЛЬ. Разработка и валидация методики коли-
чественного определения активных фармацевтиче-
ских субстанций фексофенадина гидрохлорида и ам-
мония глицирризината в спрее для интраназального 
введения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемые объекты и материалы 
для проведения анализа
Основываясь на существующих в настоящее 

время тенденциях в области качественного и коли-
чественного анализа фармакологически активных 
соединений, а также на особенностях фармацевтиче-
ского анализа соединений, схожих по структуре (тер-
фенадин и глицирризиновая кислота соответствен-
но) с целевыми – фексофенадина гидрохлоридом и 
аммония глицирризинатом в данном исследовании 
нами был выбран метод высокоэффективной жид-
костной хроматографии [19, 20]. В работе в качестве 
объектов были использованы: субстанция аммония 
глицирризината (содержание 99,4%, ЗАО «ВИФИ-
ТЕХ», Россия); субстанция фексофенадина гидрохло-
рида (содержание 101,6%, Инд – Свифт Лабораториз 
Лимитед, Индия); стандартные образцы фексофе-
надина гидрохлорида (Sigma – Aldrich, США); стан-
дартные образцы аммония глицирризината (Sigma 
– Aldrich, США); ацетонитрил; вода для хроматогра-
фии; метанол (квалификации UHPLC Grade; Panreac, 
Испания), калия дигидрофосфат х. ч. Разработку 
методики проводили при помощи оборудования: 
хроматограф DionexUltimate 3000 (Thermo Scientific, 
США), снабженный УФ-детектором UVD-3000, колон-
кой Luna C18 (2) размером 150 × 4,6 мм (зернение 
октадецилсиликагеля – 5 мкм) (Phenomenex, США); 
центрифуга ОПН – 3.02 (Россия); весы аналитические 
Сартогосм, ЛВ 210-а (Россия).

Температура исследуемых образцов составляла 
20°С, температура хроматографической колонки – 

30°С, поддерживалась термостатом. Объем пробы 
составлял 20 мкл, вводился с помощью автосампле-
ра. Детектирование проводили спектрофотометри-
чески при длине волны 234 нм.  

Методы количественного анализа 
активных фармацевтических субстанций (АФС)
Количественный анализ АФС разрабатывае-

мого спрея для интраназального введения про-
водили согласно требованиям Государственной 
Фармакопеи Российской Федерации XIV из-
дания ОФС.1.2.1.2.0001.15 «Хроматография», 
ОФС.1.2.1.2.0005.15 «Высокоэффективная жидкост-
ная хроматография» и ОФС.1.1.0012.15 «Валидация 
аналитических методик»1.

Приготовление растворов 
стандартных образцов
Приготовление растворов стандартных образцов 

проводили следующим образом: точную навеску 
стандартного образца (около 30 мг для фексофена-
дина гидрохлорида и около 10 мг для аммония гли-
цирризината) помещали в мерную колбу вместимо-
стью 10 мл, добавляли около 5 мл смеси метанола и 
50 ммоль/л раствора калия дигидрофосфата (55:45), 
растворяли при перемешивании, после чего объем 
колбы доводили до метки. Переносили 2 мл полу-
ченного раствора в мерную колбу вместимостью 25 
мл, после чего доводили объем до метки тем же рас-
творителем. Перед введением растворы фильтрова-
ли через нейлоновый фильтр с размером пор 0,45 
мкм (Phenomenex, США), отбрасывая первые порции 
фильтрата.

Приготовление испытуемого раствора
Приготовление испытуемого раствора: перено-

сили 2 мл лекарственного средства в мерную кол-
бу вместимостью 25 мл, добавляли до метки смесь 
метанола и 50 ммоль/л раствора калия дигидро-
фосфата (55:45), перемешивали и фильтровали че-
рез нейлоновый фильтр с размером пор 0,45 мкм 
(Phenomenex, США), отбрасывая первые порции 
фильтрата (испытуемый раствор).

Расчет содержания фексофенадина гидрохло-
рида и аммония глицирризината в лекарственном 
средстве в мг/мл проводили по формуле:

                            (1)

где: Cx – содержание определяемого компонента, мг/
мл; Sx – площадь пика определяемого компонента на 
хроматограмме испытуемого раствора, mAU×мин; 
Sст – площадь пика определяемого компонента на 
хроматограмме стандартного раствора, mAU×мин; Vx 

1 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
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– объем аликвоты лекарственного средства, мл; Vст – 
объем аликвоты раствора стандартного образца, мл; 
аст – навеска стандартного образца, мг; Р – содержа-
ние вещества в стандартном образце, %; Wx – объем 
мерной колбы, взятой для разведения лекарственно-
го средства, мл; Wст, Wст2 – объемы мерных колб, взя-
тых для разведения раствора стандартного образца, 
мл.

Расчет содержания компонентов лекарственного 
средства относительно заявленного проводили по 
формуле:

                                                                      (2)
где: Х – содержание определяемого вещества отно-
сительно заявленного, %; Сх – содержание определя-
емого вещества, мг/мл; L – заявленное содержание 
вещества в спрее назальном, мг/мл.

Приготовление растворов 
для валидационной оценки «линейность»
В мерную колбу вместимостью 10 мл помещали 

0,0300 г стандартного образца фексофенадина ги-
дрохлорида, растворяли при перемешивании в 6 мл 
смеси метанола и 50 ммоль/л раствора калия диги-
дрофосфата (55:45), после чего объем колбы доводи-
ли до метки той же смесью. Переносили в мерные 
колбы вместимостью 25 мл по 1,2; 1,6; 2,0; 2,4; 2,8 
мл полученного раствора, объем доводили до метки 
тем же растворителем.

Приготовление растворов для валидационной 
оценки по показателю «правильность» 
и «аналитическая область»
Модельная смесь была приготовлена с содер-

жанием фексофенадина гидрохлорида и аммония 
глицирризината в 60% относительно заявленного в 
спрее (0,18 г фексофенадина гидрохлорида и 0,06 г 
аммония глицирризината на 100 мл лекарственного 
средства). Далее проводили анализ полученного рас-
твора в соответствии с предлагаемой методикой. Па-
раллельно помещали по 2 мл раствора полученной 
модельной смеси в мерные колбы вместимостью 25 
мл и раздельно вносили добавки по 0,4; 0,8 и 1,2 мл 
0,3% раствора стандартного образца фексофенадина 
гидрохлорида и 0,1% раствора стандартного образ-
ца аммония глицирризината до получения уровней 
концентрации 80%; 100% и 120% относительно но-
минального. После этого объем колбы доводили до 
метки подвижной фазой с соотношением компонен-
тов на начало анализа, каждое разведение повторя-
ли трехкратно.

Статистическая обработка данных
Результаты исследований обрабатывали стати-

ческими методами, используя программный пакет 
Microsoft Excel v 13.0 с расширенными возможностя-
ми статистического анализа данных.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработка методики количественного 
определения фексофенадина гидрохлорида 
и аммония глицирризината при совместном 
присутствии в спрее назальном
Нашей задачей явилась разработка ВЭЖХ-ме-

тодики количественного определения активных 
фармацевтических субстанций в спрее назальном. 
В литературе отсутствует методика ВЭЖХ-анализа 
при совместном присутствии фексофенадина ги-
дрохлорида и аммония и глицирризината, однако 
описаны способы их индивидуального определе-
ния [21–24].

Предварительные исследования по разработке 
и оптимизации методики количественного опреде-
ления АФС спрея назального противоаллергического 
действия, позволили установить, что оптимальным 
водным компонентом подвижной фазы, дополни-
тельно подавляющего ионизацию, является раствор 
калия дигидрофосфата в концентрации 0,05–0,1 
моль/л с рН 4,5–4,8. Наблюдали отсутствие выра-
женной разницы при использовании 0,05 М – 0,1 М 
раствора калия дигидрофосфата, а также с целью 
минимизации потенциально негативных факторов, 
связанных с использованием солевых буферных рас-
творов, в дальнейшем использовали 50 ммоль/л рас-
твор калия дигидрофосфата.

Экспериментальное изучение хроматографиче-
ского поведения фексофенадина гидрохлорида и 
аммония глицирризината в смесях 50 ммоль/л рас-
твора калия дигидрофосфата с метанолом позволи-
ли сделать вывод о том, что метанол и его смеси с 
водой легко растворяли компоненты лекарственно-
го препарата2. Дрейф базовой линии, свойственный 
градиентному элюированию, не оказывал влияния 
на учет результатов разделения. Для сокращения 
времени анализа, улучшения разделения и умень-
шения вязкости подвижной фазы, температура хро-
матографической колонки была повышена до 30°С. 
Оптимизированные условия хроматографического 
определения представлены в таблице 1.

Типичная хроматограмма спрея назального 
представлена на рисунке 1.

Параллельно проводили хроматографирование 
растворов стандартных образцов фексофенадина 
гидрохлорида, аммония глицирризината, а также 
растворов вспомогательных веществ в составе спрея 
назального (бензалкония хлорида, полиэтиленок-
сида – 400, пропиленгликоля) и подвижной фазы. В 
предлагаемых условиях хроматографического опре-
деления осуществляется достоверное разделение 
компонентов в пределах 20 минут при некотором 
дрейфе базовой линии, свойственном градиентному 
режиму элюирования.

2 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-266-277
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Таблица 1 – Условия хроматографического определения

Время, мин
Режим элюирования

Метанол, % 50 ммоль/л раствор калия дигидрофосфата, %
0 55 45

10 55 45
30 95 5

Таблица 2 – Характеристики пиков АФС на хроматограммах спрея назального

Компонент спрея
Хроматографические характеристики

Время удерживания 
(tR), мин

Фактор 
асимметрии (As)

Разрешение (Rs)
Эффективность (число 

теоретических тарелок, N)

Фексофенадина гидрохлорид 6,2±0,2 не более 1,2 не менее 1,5 2800
Аммония глицирризинат 16,4±0,2 не более 1,4 не менее 1,5 30000

Таблица 3 – Характеристики пиков фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината  
на хроматограммах растворов стандартных образцов

Компонент спрея
Хроматографические характеристики

Время удерживания 
(tR), мин

Фактор 
асимметрии (As)

Разрешение (Rs)
Эффективность (число 

теоретических тарелок, N)

Фексофенадина гидрохлорид 6,2±0,2 не более 1,4 не менее 1,5 2900
Аммония глицирризинат 16,4±0,2 не более 1,3 не менее 1,5 31000

Таблица 4 – Оценка воспроизводимости площадей пиков на хроматограммах стандартных растворов  
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината

Определяемый компонент Повторность 
инъекции, n

Площадь пика, 
mAU×мин Расчет RSD, %

Фексофенадина гидрохлорид

1 33,12

 = 33,16
S2 = 0,005667
SD = 0,07528
RSD = 1,25%

2 33,26
3 33,08
4 33,24
5 33,18
6 33,10

Аммония глицирризинат

1 8,13

 = 8,12
S2 = 0,002417
SD = 0,04916
RSD = 0,82%

2 8,04
3 8,12
4 8,18
5 8,16
6 8,10

Таблица 5 – Исходные данные для оценки линейности методики  
в отношении фексофенадина гидрохлорида

№ 
п/п

Концентрация раствора стандартного образца 
фексофенадина гидрохлорида, %

Площадь пика, mAU×мин (среднее значение  
из трех последовательных инъекций)

1 0,0144 19,90

2 0,0192 28,10

3 0,0240 33,16

4 0,0288 39,98

5 0,0336 48,26
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Таблица 6 – Исходные данные для оценки линейности методики в отношении аммония глицирризината

№ п/п Концентрация раствора стандартного образца 
аммония глицирризината, %

Площадь пика, mAU×мин (среднее значение из трех 
последовательных инжекций)

1 0,0048 5,01
2 0,0064 6,18
3 0,0080 8,12
4 0,0096 9,04
5 0,0112 10,45

Таблица 7 – Результаты оценки прецизионности методики количественного определения фексофенадина 
гидрохлорида и аммония глицирризината (уровень повторяемости)

Компонент S пика, mAU × мин Найдено, мг/мл Метрологические характеристики

Фексофенадина 
гидрохлорид

32,91 2,98  = 2,92
S2 = 0,00188
SD = 0,04336
RSD = 1,48%
∆  = ±0,05
 = ±1,56%

 ± ∆  = 2,92 ± 0,05 мг/мл

31,86 2,88
32,13 2,91
31,76 2,87
32,27 2,92
32,76 2,96

Аммония глицирризинат

8,36 1,03  = 1,00
S2 = 0,002657
SD = 0,05154
RSD = 5,14%
∆  = ±0,05
 = ±5,40%

 ± ∆  = 1,00 ± 0,05 мг/мл

8,02 0,99
7,44 0,92
8,52 1,05
7,86 0,97
8,56 1,05

Примечание: Площадь пика раствора стандартного образца фексофенадина гидрохлорида = 33,16 mAU×cек; площадь пика раствора 
стандартного образца аммония глицирризината = 8,12 mAU×cек

Таблица 8 – Результаты оценки внутрилабораторной прецизионности методики  
количественного определения фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината

Фексофенадина гидрохлорид
Аналитик 1 Аналитик 2 Метрологические характеристики

S пика, 
mAU × мин

Найдено,  
мг/мл

S пика, 
mAU × мин

Найдено,  
мг/мл Аналитик 1 Аналитик 2

32,91 2,98 32,64 2,96
  = 2,92

S2 = 0,00188
SD = 0,04336
RSD = 1,48%

 ± ∆  =2,92 ± 0,05 мг/мл

  = 2,98
S2 = 0,001987
SD = 0,04457
RSD = 1,49%

 ± ∆  = 2,98 ± 0,05 мг/мл

31,86 2,88 33,42 3,03
32,13 2,91 33,04 3,00
31,76 2,87 32,08 2,91
32,27 2,92 33,12 3,01
32,76 2,96 32,54 2,95

tвыч = 2,04 < t (95%; 10); Fвыч = 1,06 < F (95%; 5; 5) – различия между полученными результатами случайны

Аммония глицирризинат
Аналитик 1 Аналитик 2 Аналитик 1 Аналитик 2

8,36 1,03 8,84 1,08
  = 1,00

S2 = 0,002657
SD = 0,05154
RSD = 5,15%

 ± ∆  = 1,00 ± 0,05 мг/мл

  = 1,02
S2 = 0,003107
SD = 0,055737
RSD = 5,45%

  ± ∆  = 1,02 ± 0,06 мг/мл

8,02 0,99 8,56 1,04
7,44 0,92 8,12 0,99
8,52 1,05 8,92 1,09
7,86 0,97 7,49 0,91
8,56 1,05 7,84 0,95

tвыч = 0,64 < t (95%; 10); Fвыч = 1,17 < F (95%; 5; 5) – различия между полученными результатами случайны

Примечание: Аналитик 1: площадь пика раствора стандартного образца фексофенадина гидрохлорида = 33,16 mAU×cек; площадь пика 
раствора стандартного образца аммония глицирризината = 8,12 mAU×cек; Аналитик 2: площадь пика раствора стандартного образца 
фексофенадина гидрохлорида = 33,04 mAU×cек; площадь пика раствора стандартного образца аммония глицирризината = 8,21 mAU×cек.
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Таблица 9 – Схема приготовления растворов модельной смеси с добавками растворов  
стандартных образцов АФС

Определяемый 
компонент

Внесено 
в виде 

модельной 
смеси, мг

Внесено добавки 
стандартного 
образца, мг

Суммарное расчетное 
содержание компонента 
после разведения мг/мл

Уровень 
концентрации 
относительно 

номинального, % 

Фексофенадина 
гидрохлорид

3,6 1,2 0,192 80
3,6 2,4 0,240 100
3,6 3,6 0,288 120

Аммония глицирризинат
1,2 0,4 0,064 80
1,2 0,8 0,080 100
1,2 1,2 0,096 120

Таблица 10 – Результаты оценки правильности методики количественного определения  
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирризината

Внесено добавки, мг Найдено добавки, мг Открываемость, % Характеристики, рассчитанные по 
значению открываемости

Фексофенадина гидрохлорид
1,20 1,26 104,84

 = 100,52%
SD = 3,76

RSD = 3,74%

1,20 1,15 95,74
1,20 1,18 98,07
2,40 2,29 95,39
2,40 2,44 101,69
2,40 2,52 104,95
3,60 3,69 102,54
3,60 3,53 98,07
3,60 3,72 103,36

Аммония глицирризинат
0,4 0,36 90,00

 = 95,79%
SD = 7,51

RSD = 7,84%

0,4 0,34 85,00
0,4 0,36 90,00
0,8 0,82 102,50
0,8 0,85 106,25
0,8 0,78 97,50
1,2 1,14 95,00
1,2 1,09 90,83
1,2 1,26 105,00

Рисунок 1 – Хроматограмма испытуемого раствора
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Рисунок 2 – График зависимости площади пика фексофенадина гидрохлорида от его концентрации

Рисунок 3 – График зависимости площади пика аммония глицирризината от его концентрации

Для оценки пригодности хроматографической 
системы последовательно анализировали в шести-
кратной повторности растворы спрея назального и 
стандартных образцов фексофенадина гидрохло-
рида и аммония глицирризината, определяя время 
удерживания, факторы асимметрии, разрешение и 
эффективность хроматографической системы.

Основные характеристики пиков фексофенадина 
гидрохлорида и аммония глицирризината на хрома-
тограммах раствора спрея назального и растворов 
стандартных образцов представлены в таблицах  
2 и 3.

Представленные результаты свидетельствуют 
о том, что времена удерживания двух основных 
пиков на хроматограмме раствора спрея назаль-
ного совпадают с таковыми для пиков на хро-
матограммах растворов стандартных образцов 
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицир-
ризината.

По площадям пиков, полученных при анали-
зе шести последовательных инъекций растворов 

стандартных образцов, проводили расчёт величины 
относительного стандартного отклонения (RSD). Ре-
зультаты представлены в таблице 4.

Как следует из представленных результатов, от-
носительное стандартное отклонение площадей 
пиков фексофенадина гидрохлорида и аммония гли-
цирризината, полученных при повторных введениях 
одних и тех же стандартных растворов, не превыша-
ют 2%, что отвечает критериям пригодности хромато-
графической системы. 

Таким образом, характеристики пиков на хрома-
тограммах как раствора спрея назального, так и рас-
творов стандартных образцов отвечают общеприня-
тым параметрам пригодности хроматографической 
системы: эффективность хроматографической ко-
лонки, рассчитанная по пикам определяемых ве-
ществ – не ниже 2000 теоретических тарелок, фак-
торы асимметрии пиков находятся в пределах от 
0,8 до 1,5; относительное стандартное отклонение 
площадей пиков определяемых веществ не превы-
шает 2%.
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Валидационная оценка 
разработанной методики
Критерием оценки аналитической методики слу-

жит ее валидационная оценка. Валидацию методики 
ВЭЖХ – анализа для количественного определения 
компонентов спрея назального проводили в соответ-
ствии с ГФ РФ XIV издания для решения практических 
вопросов осуществления валидационных процедур 
руководствовались литературными данными3.

Специфичность методики определения фексофе-
надина гидрохлорида и аммония глицирризината в 
спрее назальном подтверждалась соответствием вре-
мен удерживания основных пиков на хроматограмме 
испытуемого раствора и пиков растворов стандартных 
образцов фексофенадина гидрохлорида и аммония 
глицирризината. Анализ модельной смеси, состоящей 
из вспомогательных веществ спрея назального, под-
твердил отсутствие посторонних хроматографических 
пиков в областях выхода пиков фексофенадина ги-
дрохлорида и аммония глицирризината4.

Линейность в отношении фексофенадина ги-
дрохлорида и аммония глицирризината устанавли-
вали с использованием растворов стандартных об-
разцов. Диапазон концентраций растворов включал 
предполагаемую аналитическую область методики 
– от 80 до 120% каждого компонента5.

Растворы хроматографировали в вышеописан-
ных условиях в трехкратной повторности, результаты 
представлены в таблице 5. 

Полученные данные использовали для построе-
ния графика зависимости площади пика от концен-
трации фексофенадина гидрохлорида (рисунок 2).

Линейный регрессионный анализ полученных 
результатов методом наименьших квадратов позво-
лил установить, что зависимость площади пика фек-
софенадина гидрохлорида от его концентрации ли-
нейна и описывается уравнением у = 1429(±264,2) × 
х – 0,42; коэффициент корреляции составляет 0,9971, 
а свободный член уравнения является статистически 
незначимым, что имеет важное значение для под-
тверждения правильности методики.

Линейность методики в отношение аммония 
глицирризината проводили аналогичным образом. 
Растворы для хроматографирования получали раз-
бавлением исходного 0,1% раствора стандартного 
образца аммония глицирризината. Результаты опре-
деления представлены в таблице 6.

Калибровочный график, построенный по полу-
ченным данным, представлен на рисунке 3.

Анализ полученной зависимости показал, что 
она описывается линейным уравнением вида у = b × 

3 Валидация аналитических методик для производителей лекарств 
/ Под ред. В.В. Береговых. – М.: Литтерра, 2008. – 132 с.
4 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
5 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php

х + а, где b = 858,75 ± 204,59. Свободный член урав-
нения равен 0,89, однако его статистическая значи-
мость отсутствует. Коэффициент корреляции равен 
0,9951, что соответствует предъявляемым требова-
ниям (≥0,98)6.

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют об удовлетворительной линейности ме-
тодики определения фексофенадина гидрохлорида 
и аммония глицирризината.

Прецизионность методики оценивали путем 
анализа образца спрея назального в шестикратной 
повторности (уровень повторяемости). Для оценки 
внутрилабораторной прецизионности анализ испы-
туемого образца проводился другим аналитиком в 
другие дни с использованием того же оборудования. 
Результаты оценки прецизионности представлены в 
таблицах 7 и 8. 

Полученные результаты свидетельствуют об 
удовлетворительной прецизионности предлагаемой 
методики количественного определения компонен-
тов разрабатываемого спрея назального на уровнях 
повторяемости и внутрилабораторной прецизионно-
сти.

Установлено, что среднее содержание фексофе-
надина гидрохлорида в исследуемом образце спрея 
назального составляет 2,92 ± 0,05 мг/мл (97% от за-
явленного; относительная погрешность определения 
±1,56%); аммония глицирризината 1,00 ± 0,05 мг/мл 
(100% от заявленного; относительная погрешность 
определения ±5,4%).

Учитывая то, что спрей назальный является мно-
гокомпонентным, правильность методики проверя-
ли с использованием метода добавок7.

Схема получения растворов с добавками пред-
ставлена в таблице 9.

Результаты определения правильности методики 
представлены в таблице 10.

Как следует из полученных результатов, открыва-
емость внесенных добавок фексофенадина гидрох-
лорида находилась в интервале от 95 до 105%, аммо-
ния глицирризината – от 85 до 106,25% при величине 
RSD не более ±3,74% и ±7,84% соответственно, что 
соответствует предъявляемым требованиям8. Таким 
образом, предлагаемая методика характеризуется 
удовлетворительной правильностью.

Аналитический диапазон методики относитель-
но номинальной концентрации определяемых ве-
ществ в спрее назальном составил от 80% до 120%.

Известно, что метод высокоэффективной жид-

6 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
7 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
8 Государственная фармакопея Российской Федерации / МЗ РФ. XIV 
изд. Т. I–IV. М., 2018. [Электронный ресурс]. Режим доступа: http:// 
http://femb.ru/femb/ pharmacopea.php
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костной хроматографии наряду с другими методами, 
все чаще используется при проведении как каче-
ственного, так и количественного анализа активных 
фармацевтических субстанций. Особую актуальность 
данный метод приобретает в ходе анализа комби-
наций фармакологически активных соединений, 
представленных в одной лекарственной форме. 
Как указывает Ibrahim F. A., et al. (2019), используя 
высокоэффективную жидкостную хроматографию 
с УФ-детектированием можно успешно проводить 
идентификацию и количественное определение ак-
тивных компонентов в комбинациях моксифлокса-
цина (синтетическое антибактериальное средство 
группы фторхинолонов) с глюкокортикостероидами, 
предназначенными для системного применения – 
дексаметазоном и преднизолоном. Причем в дан-
ном исследовании авторами использовался ориги-
нальный подход из области «зеленой химии» без 
использования токсичных органических растворите-
лей: в качестве элюента в изократическом режиме 
определения использовалась смесь этанол:вода в 
соотношении 90:10 [25]. 

В другом исследовании, проведеннjм авторским 
коллективом Al-Sanea M. M. et al (2021), показано, что 
метод высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии позволяет успешно количественно определять 
активные субстанции в широко распространённых 
комбинациях антигипертензивных препаратов: ги-
дрохлоротиазид+олмесартана; медоксомил и гидрох-
лоротиазид+фозиноприл-натрий. Стоит отметить, что 
в данной работе изократический режим определения 
с подвижной фазой дигидрофосфат калия + орто-
фосфорная кислота (рН=3) с добавлением ацетони-
трила и метанола позволял не только качественно и 
количественно определять целевые соединения, но 
и идентифицировать ряд специфических примесей, 
например, хлоротиазид, который является продуктом 
реакции дегидрирования гидрохлоротиазида [26].

Учитывая широкую распространенность метода 
высокоэффективной жидкостной хроматографии, а 
также его высокие аналитические характеристики, 
неудивительно, что высокоэффективная жидкостная 
хроматография распространена в фармацевтическом 
анализе лекарственных препаратов противоаллерги-
ческого действия и их комбинаций. Так, Shamshad Н., 
et al., (2021), показано, что возможна успешная иден-
тификация и количественное определение цетиризи-
на в присутствии хлорохина и пириметамина, с при-
менением изократического режима элюирования 
смесью метанол:вода (70:30) и УФ-детекцией [27]. 
Аналогично, Shamshad & Mirzа (2021), продемон-
стрировали возможность определения цетиризина 
в присутствии диклофенака натрия [28]. Лоратадин 
может быть успешно идентифицирован в комбина-
ции с псевдоэфедрином при использовании в каче-
стве элюента смеси метанол:вода (90:10) в изократи-
ческом режиме [29]. 

Кроме того, высокоэффективная жидкостная 

хроматография позволяет разделять вещества, об-
ладающие противоаллергическими свойствами от 
их метаболитов (в том числе проявляющих фармако-
логическую активность), что было показано Sebaiy & 
Ziedan (2019). В данной работе авторы идентифици-
ровали и определили количественно лоратадин и его 
активный метаболит дезлоратадин (который также 
является антиаллергическим препаратом, блокиру-
ющим Н1-рецепторы гистамина) при элюировании 
смесью метанол + ортофосфорная кислота (85:15) в 
изократическом режиме и детекцией УФ-спектрофо-
тометрическим блоком [30]. 

Известны методики качественного и количе-
ственного определения фексофенадина гидрохло-
рида в одной лекарственной форме с монтелукастом 
натрия и амброксола гидрохлоридом в изократиче-
ском режиме элюирования смесью метанол:вода 
(70:30) и УФ-детекцией [31] 

Таким образом, на основании литературных дан-
ных в настоящем исследовании для качественного и 
количественного определения активных субстанций 
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирри-
зината был использован метод высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с УФ-детектированием. В 
ходе работы было показано, что в силу различной рас-
творимости целевых субстанций, изократический ре-
жим элюирования не позволяет достичь оптимально-
го разделения компонентов при продолжительности 
анализа менее 30 минут, что определило использо-
вание градиентного режима. Стоит отметить, что по-
добные обстоятельства замены режима анализа были 
описаны в литературе. Так Leistner & Holzgrabe (2021) 
при анализе примесей к субстанции баклофена ис-
пользовали градиентный режим, поскольку существу-
ющие примеси для данного вещества представлены 
труднорастворимыми цвиттер-ионами [32] Аналогич-
но анализировались 11 примесей субстанции ивабра-
дина [33] и комбинации фармакологически активных 
соединений парацетамола и метионина [34].

Дальнейший ход исследования показал, что раз-
работанная методика анализа является воспроизво-
димой и отвечает всем требованиям валидности, что 
особенно важно в анализе комбинаций лекарствен-
ных средств. Как указывает Narula & Pal (2021), вали-
дационная оценка методик анализа является необ-
ходимым шагом в создании рациональных методов 
анализа лекарственных препаратов и занимает одно 
из ведущих мест в ходе их разработки [35]. Известны 
случаи, когда оптимальные методики анализа (диа-
зепам, метформин) не отвечали требованиям валид-
ности и, соответственно, не могли быть использова-
ны для практического применения [36]. В этой связи 
разработанная методика совместного определения 
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицир-
ризината в спрее назальном противоаллергического 
действия является пригодным аналитическим ин-
струментом фармацевтического анализа. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Осуществлен подбор оптимальных условий и 

разработана методика определения фексофенади-
на гидрохлорида и аммония глицирризината с по-
мощью ВЭЖХ в градиентном режиме элюирования. 
Результаты валидационной оценки показали, что 
разработанная методика соответствует всем вали-
дационным параметрам – является правильной, 
прецизионной, специфичной и линейной в аналити-
ческой области, что подтверждает ее применимость 

для подтверждения количественного определения 
фексофенадина гидрохлорида и аммония глицирри-
зината в лекарственном средстве. Эксперименталь-
но установлено, что при ВЭЖХ – анализе среднее 
содержание фексофенадина гидрохлорида в разра-
ботанном спрее назальном противоаллергического 
действия составляет 2,92 ± 0,05 мг/мл (относитель-
ная погрешность определения ±1,56%), аммония 
глицирризината – 1,00 ± 0,05 мг/мл (относительная 
погрешность определения ±5,40%).
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Актуальность. Нестероидные противовоспалительные препараты являются одними из наиболее востребованных 
классов лекарственных средств в клинике внутренней медицины. Однако применение указанных препаратов ассо-
циируется с широким спектром нежелательных реакций с вовлечением ряда органов и систем, в частности желудоч-
но-кишечного тракта, сердечно-сосудистой системы и почек.
Цель. Охарактеризовать влияние криоконсервированного экстракта плаценты и диклофенака натрия при их комби-
нированном применении на состояние прооксидантно-оксидантной системы, активность воспалительных, деструк-
тивных и цитолитических процессов, а также состояние белкового и липидного обмена по данным биохимических 
исследований у крыс с экспериментальным ревматоидным артритом.
Результаты. Введение диклофенака натрия и криоконсервированного экстракта плаценты крысам с адъювантным 
артритом привело к нормализации уровня активных продуктов тиобарбитуровой кислоты, что указывает на ниве-
лирование признаков артрит-индуцированного оксидативного стресса. Также выявлено статистически достоверное 
(р=0,01) повышение активности супероксиддисмутазы на 30,6% относительно значений у крыс контрольной группы. 
Установлено усиление противовоспалительных свойств диклофенака натрия на фоне комбинированного применения 
диклофенака натрия с криоконсервированным экстрактом плаценты, так как уровень С-реактивного белка снизился 
(p<0,001) на 61,1% относительно нелеченых крыс, а уровень серомукоида статистически достоверно (р<0,01) снизил-
ся на 17,1% относительно показателей крыс группы монотерапии исследуемым нестероидным противовоспалитель-
ным препаратом. Показано, что уровень аланин-аминотрансферазы статистически достоверно (р<0,01) был ниже на 
38,9%, а аспартат-аминотрансферазы – ниже на 37,9% (р<0,01) относительно показателей животных, которым вводи-
ли диклофенак натрия, что соответственно на 16,7% (р=0,02) и 17,2% (р<0,001) было ниже показателей крыс контроль-
ной группы с нелеченым адъювантным артритом. Установленные изменения со стороны аминотрансфераз указы-
вают на способность криоконсервированного экстракта плаценты нивелировать не только артрит-индуцированный 
цитолитический синдром, но и диклофенак-индуцированный. Комбинированное применение криконсервованого 
экстракта плаценты и диклофенака натрия сопровождалось нормализацией уровня общих липидов и фосфолипидов 
в сыворотке крови крыс на фоне экспериментального ревматоидного артрита. Так содержание фосфолипидов в пуле 
липидов статистически достоверно (р=0,02) выросло на 22,6% относительно показателей животных с адъювантным 
артритом без лечения.
Заключение. Исследование показало, что комбинированное применение диклофенака натрия и криконсервирован-
ного экстракта плаценты приводит к восстановлению равновесия прооксидантно-антиоксидантной системы, более 
выраженному, чем при монотерапии диклофенаком натрия, снижению активности воспалительных, деструктивных и 
цитолитических процессов, а также восстановлению липидного обмена у крыс с экспериментальным ревматоидным 
артритом.
Ключевые слова: криоконсервированый экстракт плаценты; адъювантный артрит; противовоспалительная актив-
ность; нестероидные противовоспалительные препараты; диклофенак натрия
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Relevance. Non-steroidal anti-inflammatory drugs are among the top requested ones in the clinic of internal medicine. How-
ever, these drugs are associated with a wide range of adverse reactions involving a number of organs and systems, in partic-
ular the gastrointestinal tract, cardiovascular system and kidneys.
The aim of the study is to characterize the effect of the combined use of cryopreserved placenta extract and diclofenac sodi-
um on the prooxidant-oxidative system, the activity of inflammatory, destructive and cytolytic processes, as well as protein 
and lipid metabolism in rats with experimental rheumatoid arthritis.
Results. The administration of diclofenac sodium and cryopreserved placenta extract to rats with adjuvant arthritis nor-
malized the level of active products of thiobarbituric acid and hence was indicative of the neutralization of an arthritis-in-
duced oxidative stress. A statistically significant (p=0.01) increase of in a superoxide dismutase activity (by 30.6% relative 
as compared with rats of the control group) has also been established. An increase in the anti-inflammatory properties of 
diclofenac sodium in the combined use of diclofenac sodium with a cryopreserved placenta extract has been found out. The 
level of C-reactive protein decreased (p<0.001) by 61.1% as compared with the untreated rats, and the level of seromucoid 
has been significantly (p<0.01) decreased by 17.1% as compared with the rats of the monotherapy group treated with the 
studied NSAIDs. It was shown that alanine aminotransferase and aspartate levels were significantly lower (by 38.9%, p<0.01 
and by 37.9%, p<0.01, respectively) as compared with those of the animals that had been administrated with diclofenac 
sodium. Their indices were by 16.7% (p=0.02) and 17.2% (p<0.001) lower than the indices of the control group rats with 
untreated adjuvant arthritis. The established changes of aminotransferases levels indicate the ability of a cryopreserved 
placenta extract to level not only an arthritis-induced cytolytic syndrome, but also a diclofenac-induced one. The combined 
use of cryopreserved placenta extract and diclofenac sodium was accompanied by the normalization of the total lipids level 
and phospholipids in the blood serum of rats against the background of experimental rheumatoid arthritis. Thus, the content 
of phospholipids in the lipid pool statistically significantly (p=0.02) increased by 22.6% as compared with the indices of the 
animals with adjuvant arthritis without treatment.
Conclusion. The study showed that the combined use of diclofenac sodium and cryopreserved placenta extract leads to the 
restoration of the balance of the prooxidant-antioxidant system that is more pronounced than monotherapy with diclofenac 
sodium. A decrease in the activity of inflammatory, destructive and cytolytic processes, as well as the restoration of lipid 
metabolism in the rats with experimental rheumatoid arthritis, has also been observed.
Keywords: cryopreserved placenta extract; adjuvant arthritis; anti-inflammatory activity; nonsteroidal anti-inflammatory 
drugs; diclofenac sodium
Abbreviations: AlАТ – alanine-aminotransferase; AsАТ – aspartate aminotransferase; AА – adjuvant arthritis; AОS – antioxi-
dant system; COX – cyclooxygenase; CPE – cryopreserved placenta extract; C-RP – С- reactive protein; DS – diclofenac sodium; 
GGTP – gamma glutamyl traspeptidase; GI tract – gastrointestinal tract; i/g – intragastrically; i/m – intramuscularly; IPC & C 
NAS of Ukraine – Institute for Problems of Cryobiology and Cryomedicine of the National Academy of Sciences of Ukraine; 
LP – lipid peroxidation; LP-AOS – lipid peroxidation-antioxidant system; NSAIDs – non-steroidal anti-inflammatory drugs; OS 
– oxidative stress; RA – rheumatoid arthritis; SOD – superoxide dismutase; TBA-AP – active products of thiobarbituric acid; 
95% CI – 95% Confidence interval

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-278-293



280

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 9, Выпуск 4, 2021

ВВЕДЕНИЕ
Среди многочисленных лекарственных средств, 

которые есть в арсенале клиницистов, нестероидные 
противовоспалительные препараты (НПВП) занима-
ют особое место. Это обусловлено наличием у них 
неспецифического противовоспалительного и обе-
зболивающего свойств, что обосновывает ежегодное 
увеличение их продаж на фоне старения населения, 
поскольку, как известно, частота их применения воз-
растает с возрастом. НПВП играют особую роль в 
симптоматической терапии больных с ревматически-
ми заболеваниями: ревматоидный артрит (РА), анки-
лозирующий спондилоартрит, подагра и др. [1–5].

Однако, не смотря на общепризнанную эф-
фективность НПВП, их применение в клинической 
практике существенно ограничено риском развития 
нежелательных побочных эффектов со стороны раз-
личных органов и систем, в частности желудочно-ки-
шечного тракта (ЖКТ), сердечно-сосудистой системы, 
печени, почек [2–6]. К тому же в 25,0–35,0% случаев 
пациенты применяют НПВП нерационально и не учи-
тывают наличия факторов риска развития нежела-
тельных эффектов.

Известно, что максимальный риск сердечно-со-
судистых осложнений имеет место при приёме пре-
паратов, обладающих высокой селективностью к ци-
клооксигеназе (ЦОГ) 2 типа (коксибов – целекоксиба, 
эторикоксиба и др.), в то время как риск осложнений 
со стороны ЖКТ наиболее характерен при приеме 
неселективных НПВП (диклофенака, индометацина, 
ибупрофена и др.) [3, 4]. Так в первые 7 дней приёма 
целекоксиба, повышение риска инфаркта миокарда 
составляет 92,0–99,0% [3, 7]. Нежелательные реакции 
со стороны ЖКТ – наиболее распространенная патоло-
гия, обусловленная ингибированием ЦОГ-1 и как след-
ствие снижением защитного потенциала слизистой 
оболочки пищеварительного тракта [8, 9]. Неселектив-
ные ингибиторы ЦОГ повышают риск ЖКТ-кровотече-
ний в среднем в 4 раза, а селективные – в 3 раза [4, 5].

Проблема ЖКТ-переносимости широко приме-
няемых НПВП обосновывает актуальность поиска эф-
фективных цитопротективных препаратов, способных 
повышать устойчивость слизистой оболочки пище-
варительного тракта [10, 11]. Лечение НПВП-индуци-
рованной эзофагогастроэнтероколонопатии класси-
чески направлено на кислотосупрессивную терапию 
(ингибиторы протонной помпы, Н2-гистаминоблока-
торы и др.), применение гастроцитопротекторов (де-
нол, сукральфат и др.) и препаратов, которые восста-
навливают содержание простагландинов в слизистой 
оболочке (мизопростол, ребамипид и др.) [5, 12–14]. 
Однако все указанные группы лекарственных средств 
недостаточно удовлетворяют клиницистов, поскольку 
направлены преимущественно на лечение НПВП-га-
стропатии, в то время как НПВП способны вызывать 
поражения, в том числе, и дистальных отделов ЖКТ, а 
также имеют собственные побочные эффекты [13–19].

Одним из перспективных направлений терапии 
патологий ЖКТ является использование препаратов 
биологического происхождения, преимуществами 
которых является их комплексное фармакологиче-
ское действие и хорошая переносимость. [20–22].

В качестве средства коррекции ульцерогенного 
действия НПВП наше внимание привлек криокон-
сервированный экстракт плаценты (КЭП) человека, 
обладающий мультивекторным спектром биологи-
ческой активности [23–26].

Впервые криоконсервированные препараты пла-
центарной ткани человека были получены учеными 
Института проблем криобиологии и криомедицины 
Национальной академии наук Украины (ИПКиК НАН 
Украины), которые разработали и внедрили в практи-
ку уникальную методику его длительного хранения в 
низкотемпературной среде. Это обеспечило первен-
ство Украины среди европейских стран по опыту крио-
консервирования биологических тканей [26–31].

В предыдущих исследованиях нами показано, 
что КЭП способен нивелировать ульцерогенное дей-
ствие НПВП, в частности диклофенака натрия, мелок-
сикама, ибупрофена и др. [32–34]. В то же время по 
данным литературы КЭП присущи собственные про-
тивовоспалительные свойства [35], механизм кото-
рых, очевидно, связан с действием содержащихся в 
нем гормонов (прогестерона, эстрадиола, пролакти-
на, гонадотропина и др.). 

Кроме того, КЭП обладает выраженными анти-
оксидантными свойствами и его противовоспали-
тельное действие, возможно, связано с устранением 
провоспалительной модуляции реакций системы 
крови активными формами кислорода и продуктов 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) в результате 
стимуляции физиологической антиоксидантной си-
стемы [35].

Все вышеуказанные факты обосновывают необ-
ходимость углубленного изучения механизмов тера-
певтического, в частности противовоспалительного, 
действия КЭП при его комбинированном использо-
вании с НПВП.

ЦЕЛЬ. Охарактеризовать влияние криоконсер-
вированного экстракта плаценты и диклофенака 
натрия при их комбинированном применении на со-
стояние прооксидантно-антиоксидантной системы, 
активность воспалительных, деструктивных и цито-
литических процессов, а также состояние белкового 
и липидного обмена по данным биохимических ис-
следований у крыс с экспериментальным ревмато-
идным артритом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проведено на базе ИПКиК НАН 

Украины в отделе экспериментальной криомеди-
цины. Работа выполнена в контексте плановой на-
учно-исследовательской работы «Деструктивные и 
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восстановительные процессы в тканях in vivo после 
воздействия низких температур и биологически ак-
тивных веществ» (шифр 2.2.6.113, номер государ-
ственной регистрации 0117U001049).

Исследование проведено на 28 половозрелых 
нелинейных крысах-самцах, полученных из вивария 
ИПКиК НАН Украины, массой 200–220 г, разделенных 
на 4 группы, по 7 животных в каждой: І –интактные 
крысы (n=7); ІІ (контроль) – крысы (n=7) с экспери-
ментальным РА без лечения; ІІІ – крысы (n=7) с экс-
периментальным РА, которым вводили диклофенак 
натрия (ДН) (8 мг/кг [36], внутрижелудочно (в/ж)); 
ІV (n=7) – крысы с экспериментальным РА, которым 
вводили ДН (8 мг/кг, в/ж) и КЭП (0,16 мг/кг [37], вну-
тримышечно (в/м)).

Режим введения и дозировки 
исследуемых средств
Лечение АА проводилось с 14-го по 28-й день. 

ДН (ЧАО «Химфармзавод «Красная звезда»», ООО 
«Фармацевтическая компания «Здоровье»», Украи-
на) вводили в/ж в дозе, равной ЕД50 по противовос-
палительной активности на модели карагенин-ин-
дуцированного отека – 8 мг/кг в виде эмульсии на 
полисорбате «Twin-80» [35, 37]. Указанная доза ДН 
соответствует разовой дозе для человека 88 мг (1,25 
мг/кг), что согласуется с клиническими рекоменда-
циями об использовании ДН у больных по 75–100 
мг/сут. при его длительном применении и в 1,7 раза 
ниже его максимальной суточной дозы 150 мг [8]. 

Препарат КЭП «Криоцелл-криоэкстракт плацен-
ты» (Государственное предприятие «Межведом-
ственный научный центр криобиологии и криомеди-
цины Национальной академии наук, Национальной 
академии медицинских наук и Министерства здраво-
охранения Украины», Украина) согласно инструкции, 
применяется у пациентов парентерально в разовой 
дозе 1,8 мл [37]. Перед применением препарата 
«Криоцелл-криоэкстракт плаценты» разовую дозу 
(0,16 мл/кг) экстемпорально разводили в 0,9% рас-
творе хлорида натрия из расчета 0,1 мл 0,9% раство-
ра хлорида натрия /100 г массы тела. КЭП по 0,16 мл/
кг массы тела вводили в/м с интервалом 2 дня (все-
го 5 инъекций), соответственно на 14, 17, 20, 23 и 26 
дни, что соответствовало инструкции к его клиниче-
скому применению – в/м по 1,8 мл с интервалом 2–3 
дня курсом 1–5 инъекций.

Модель хронического иммунного воспаления
Для воспроизведения условий введения крысам 

НПВП, соответствующих их клиническому примене-
нию нами была выбрана модель эксперименталь-
ного ревматоидного артрита (РА) – адъювантный 
артрит (АА) у крыс, которая имеет все морфофункци-
ональные признаки РА и сопровождается типичной 
реакцией, основным звеном которой является Т-кле-
точный иммунитет [38–40]. АА моделировали путем 

субплантарного введение полного адъюванта Фрей-
нда (ПАФ, Thermo Fisher Scientific, США) в заднюю 
правую конечность из расчета 0,1 мл на крысу. День 
введения адъюванта принимали за «0» день экспе-
римента [40–42]. Максимальное проявление мест-
ной воспалительной реакции, которая сопровожда-
лась значительным увеличением объема конечности 
определялась на 12–14 сутки, далее активность вос-
палительного процесса постепенно уменьшалась.1

На 28 сутки эксперимента животных выводили 
из эксперимента и после декапитации животных от-
бирали образцы крови в пробирки с предварительно 
внесенным антикоагулянтом (2-х замещенной калий-
ной солью этилендиаминотетрауксусной кислоты). 
Плазму отделяли центрифугированием в течение 
15 мин при 3000 об/мин. Для получения сыворотки 
кровь отбирали в стеклянные пробирки без антикоа-
гулянта и выдерживали при комнатной температуре 
(20–26°С) до полного отделения сыворотки, которую 
отбирали в пробирку и центрифугировали в течение 
15–20 мин при 3000 об/мин.

Биохимические методы исследования крови2

1. Содержание активных продуктов тиобарбитуро-
вой кислоты (ТБК-РП) в сыворотке крови опреде-
ляли спектрофотометрически по методу Asakawa 
Т. et al. [43] по реакции с ТБК и рассчитывали 
по показателям оптической плотности, опреде-
ленным по светопоглощению при длине волны 
λ=535 нм, учитывая коэффициент молярной экс-
тинкции окрашенного в красный цвет комплекса, 
который равен 1,56 × 105 моль-1/см-1 и выражали 
в мкмоль/л;

2. Активность cупероксиддисмутазы (СОД) в сыво-
ротке крови (КФ 1.15.1.1.) определяли спектрофо-
тометрически по методу Костюка В.А. и соавт. [44], 
основанному на подавлении реакции окисления 
кверцетина, по показателям оптической плотно-
сти, определенным по светопоглощению при дли-
не волны λ=406 нм. Активность СОД выражали в % 
ингибирования окисления кверцетина;

3. Содержание серомукоида в сыворотке крови 
определяли спектрофотометрически по методу 
Weimer H.E. и Moshin R.J., который заключается 
в осаждении белков сыворотки крови 1,8 М рас-
твором перхлорной кислоты (HCIO4), выделении 
серомукоида из фильтрата с помощью фосфор-
но-вольфрамовой кислоты и дальнейшем коли-
чественном определении по разнице светопо-
глощения при длине волны λ=260 нм и λ=280 нм. 
Содержание серомукоида определяли в едини-
цах оптической плотности (ед. опт. плотн.) и вы-

1 Стефанов О.В. Доклінічні дослідження лікарських засобів : мето-
дичні рекомен дації; за ред. член-кор. АМН України О.В. Стефано-
ва. – Київ: Видав ничи дім «Авіцена», 2001. – 527 с. 
2 Камышников В.С. Справочник по клинико-биохимическим иссле-
дованиям и лабораторной диагностике. Москва: МЕДпресс-ин-
форм; 2009. 896 с.
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ражали в ммоль/л (коэффициент пересчета = 1; 1 
ед. опт. плотн. =1 ммоль/л);

4. Содержание С-реактивного белка (С-РБ) в сыво-
ротке крови определяли по степени агглютина-
ции и помутнения согласно инструкции исполь-
зования латексного диагностического теста для 
выявления С-реактивного белка в сыворотке кро-
ви «С-РБ латекс-тест» (ООО НПЛ «Гранум», Укра-
ина) и выражали в мг/л;

5. Активность аланинаминотрансферазы (АлАТ) в 
сыворотке крови (КФ 2.6.1.1) определяли спек-
трофотометрически по методу Reitman S. и 
Frankel S. и выражали в мкмоль/(мл×ч). Исследо-
вания проводились с использованием наборов 
для биохимических исследований «АЛТ (Райт-
ман-Френкеля с калибратором)» (ООО НПП «Фи-
лисит-Диагностика», Украина);

6. Активность аспартатаминотрансферазы (АсАТ) 
в сыворотке крови (КФ 2.6.1.1) определяли 
спектрофотометрически по методу Reitman S. и 
Frankel S. И выражали в мкмоль/(мл×ч). Исследо-
вания проводились с использованием наборов 
для биохимических исследований «АсАТ (Райт-
ман-Френкеля с калибратором)» (ООО НПП «Фи-
лисит-Диагностика», Украина);

7. Активность гамма-глутамилтранспептидазы 
(ГГТП) в сыворотке крови определяли спектрофо-
тометрическим методом и выражали в Ед/л. Ис-
следования проводились с использованием на-
боров для биохимических исследований «ГТП» 
(ООО НПП «Филисит-Диагностика», Украина);

8. Активность щелочной фосфатазы в сыворотке 
крови определяли спектрофотометрическим ме-
тодом и выражали в мкмоль/л. Исследования 
проводились с использованием наборов для био-
химических исследований «Щелочная фосфата-
за» (ООО НПП «Филисит-Диагностика», Украина);

9. Содержание общего белка в сыворотке крови 
определяли спектрофотометрическим методом 
по биуретовой реакции и выражали в г/л. Иссле-
дования проводились с использованием наборов 
для биохимических исследований «Общий белок» 
(ООО НПП «Филисит-Диагностика», Украина);

10. Содержание общих липидов в сыворотке крови 
определяли спектрофотометрически по цветовой 
реакции с сульфофосфованилиновим реактивом, 
которая основывается на том, что продукты распа-
да ненасыщенных жирных кислот, образующихся 
после кислотного гидролиза липидов, взаимодей-
ствуют с фосфорнованилиновим реактивом с об-
разованием окрашенных комплексов, имеющих 
максимум поглощения при длине волны λ=530 нм. 
Липидные экстракты получали по методу Bligh E. 
G. и Dyer W. I. [45]. Фосфолипиды фракционирова-
ли методом Svetashev V. I. и Vaskovsky V. E., путем 
двумерной микротонкошаровой хроматографии 
[46]. Фосфолипиды идентифицировали по методу 

[47] и выражали их содержание по уровню неор-
ганического фосфора в г/л.

Биоэтические аспекты исследования
Животных содержали в условиях вивария ИПКиК 

НАН Украины. В течении 14 дней крысы находились 
на карантине (в соответствии с санитарными нормами 
«Структура и содержание экспериментальных биоло-
гических клиник» (Приказ № 755 от 12.08.1997 г.) на 
водно-пищевом рационе со свободным доступом к 
пище и воде (согласно Приложения от 04.12.1977 г. к 
Приказу №163 от 10.03.1996 г. «Про суточные нормы 
кормления лабораторных животных и продуцентов»). 
Все экспериментальные исследования над лабора-
торными животными проводили в соответствии с тре-
бованиями надлежащей лабораторной практики и с 
соблюдением основных положений Конвенции Сове-
та Европы об охране позвоночных животных, исполь-
зуемых в экспериментах и в других научных целях от 
18 марта 1986 г.; Директивы Европейского парламента 
и Совета Евросоюза 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. 
о защите животных, используемых для научных це-
лей; приказ Министерства здравоохранения Украины 
от 14 декабря 2009 г. №944 «Об утверждении порядка 
проведения доклинического изучения лекарственных 
средств и экспертизы материалов доклинического из-
учения лекарственных средств» и Закона Украины от 
21 февраля 2006 г. № 3447-IV «О защите животных от 
жестокого обращения».

Комплексная программа исследований рассмо-
трена и согласована Комитетом по биоэтике при ИП-
КиК НАН Украины (выписка из протокола № 2 от 11 
марта 2020).

Статистическая обработка 
полученных результатов
Проведена с использованием прикладной програм-

мы для работы с электронными таблицами «Microsoft 
Office Excel 2003; 2013» (Microsoft Corporation, США) с 
помощью расширения «Real Statistics» (http://www.
real-statistics.com/). Оценку характера распределения 
величин в каждой группе выборочной совокупно-
сти проводили с использованием W-критерия Шапи-
ро-Вилка (Shapiro-Wilk test; n<50). Однородность дис-
персий определяли по критерию Левена (Levene’s test). 
Для оценки значимости выявленных различий исследу-
емых показателей при разных условиях эксперимента 
проводили статистический анализ с использованием 
параметрических и непараметрических критериев. При 
нормальном распределении независимых величин раз-
личия между группами определяли попарно по t-кри-
терию Стьюдента. При ненормальном распределении 
по крайней мере одной из групп независимых величин 
различия между ними определяли попарно по непа-
раметрическому ранговому U-критерию Манна-Уитни 
(Mann-Whitney). Полученные значения сравнивали с 
критическими при уровне достоверности выше 95,0% 
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(p≤0,05), выше 99,0% (p≤0,01), выше 99,5% (p≤0,005) и 
выше 99,9% (p≤0,001) и делали вывод о вероятности 
погрешности. Цифровые данные в случае нормально-
го распределения величин приведены в виде «M±m» 
(M±SE), где: M – среднее арифметическое значение; m 
(SE) – стандартная ошибка среднего арифметического 
или М (95% ДИ: 5% – 95%), где: 95% ДИ – 95% довери-
тельный интервал. При ненормальном распределении 
полученных величин данные представлены в виде Ме 
[LQ; UQ], где Ме – медиана [LQ; UQ] – верхняя грани-
ца нижнего (первого) квартиля (lower quartile – LQ) и 
нижняя граница верхнего (третьего) квартиля (upper 
quartile – UQ).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Биохимические исследования периферической 

крови крыс с АА (контрольная группа) показали ста-
тистически достоверное (р<0,001) увеличение содер-
жания ТБК-РП на 53,7% относительно показателей 
интактных животных (рис. 1), что указывает на акти-
вацию ПОЛ, что вероятно обусловлено развитием си-
стемного воспалительного процесса [47, 48]. 

Как известно продукты ПОЛ способствуют агрега-
ции тромбоцитов, уменьшению синтеза простагланди-
нов с антикоагулянтным действием, формированию 
синдрома цитолиза, выходу факторов свертывания кро-
ви и подавлению деления и регенерации клеток. ТБК-
РП выступает эндогенным альдегидом, который явля-
ется клинико-лабораторным маркером оксидативного 
стресса и широко применяется для контроля эффектив-
ности лечения целого ряда заболеваний – РА, остеоар-
трит, ишемическая болезнь сердца и др. [49–51].

Монотерапия ДН крыс с АА привела к статистиче-
ски достоверному (р<0,01) снижению уровня ТБК-РП 
на 19,0% относительно показателей животных кон-
трольной группы в аналогичные сроки исследования. 
Комбинированное применение ДН и КЭП сопрово-
ждалось более выраженным снижением интенсив-
ности процессов ПОЛ на что указывало уменьшение 
содержания ТБК-РП у крыс с АА на 31,7% относитель-
но показателей крыс с АА без лечения, что в 1,7 раз 
превышало аналогично направленные изменения на 
фоне применения только ДН.

Следует отметить, что у животных с АА, которым 
вводили ДН и КЭП уровень ТБК-РП на 28 день экспе-
римента практически сопоставлялся с показателями 
интактных крыс и составлял 4,3 [3,6; 4,5] мкмоль/л 
(рис. 1), что указывает на нивелирование признаков 
АА-индуцированного оксидативного стресса и может 
расцениваться как один из механизмов лечебного 
действия исследуемых препаратов.

Установленная активация ПОЛ у крыс на фоне 
развития АА согласовывалась с параллельным исто-
щением антиоксидантной системы (АОС) на что ука-
зывало статистически достоверно (р<0,01) снижение 
уровня СОД на 27,9% относительно показателей ин-
тактных животных (рис. 2).

Как известно, СОД совместно с другими фер-
ментами АОС (каталаза, церулоплазмин, глутати-
онпероксидаза, глутатионредуктаза и др.) выступа-
ют неотъемлемым компонентом ПОЛ-АОС. Оценка 
функционального состояния АОС определяет уро-
вень компенсаторного и адаптивного ответа организ-
ма в условиях возможного развития ОС [51, 52].

Рисунок 1 – Влияние ДН и его комбинации с КЭП  
на уровень ТБК-РП в периферической крови у крыс с АА на 28-е сутки эксперимента

Примечание: распределение величин ненормальное. Боксы включают результаты от 25-го до 75-го перцентиля, вертикальные линии 
за пределами боксов – минимальное и максимальное значения. Горизонтальная линия внутри бокса – медиана (► – медиана равна 

25 (75) перцентилю), ♦ – среднее значение; ● – p<0,05 относительно показателей интактных крыс, ■ – p<0,05 относительно показателей 
крыс с АА без лечения; ▲ – p<0,05 относительно показателей крыс с АА, леченных ДН
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Рисунок 3 – Влияние ДН и его комбинации с КЭП  
на уровень серомукоида в периферической крови у крыс с АА на 28-е сутки эксперимента

Примечание: распределение величин ненормальное. Боксы включают результаты от 25-го до 75-го перцентиля, вертикальные линии 
за пределами боксов – минимальное и максимальное значения. Горизонтальная линия внутри бокса – медиана (► – медиана равна 

25 (75) перцентилю), ♦ – среднее значение; ● – p<0,05 относительно показателей интактных крыс, ■ – p<0,05 относительно показателей 
крыс с АА без лечения; ▲ – p<0,05 относительно показателей крыс с АА, леченных ДН

Рисунок 2 – Влияние ДН и его комбинации с КЭП  
на уровень СОД в периферической крови у крыс с АА на 28-е сутки эксперимента

Примечание: распределение величин ненормальное. Боксы включают результаты от 25-го до 75-го перцентиля, вертикальные линии 
за пределами боксов – минимальное и максимальное значения. Горизонтальная линия внутри бокса – медиана (► – медиана равна 

25 (75) перцентилю), ♦ – среднее значение; ● – p<0,05 относительно показателей интактных крыс, ■ – p<0,05 относительно показателей 
крыс с АА без лечения; ▲ – p<0,05 относительно показателей крыс с АА, леченных ДН
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Рисунок 4 – Влияние ДН и его комбинации с КЭП  
на уровень С-РБ в периферической крови у крыс с АА на 28-е сутки эксперимента

Примечание: распределение величин ненормальное. Боксы включают результаты от 25-го до 75-го перцентиля, вертикальные линии 
за пределами боксов – минимальное и максимальное значения. Горизонтальная линия внутри бокса – медиана (► – медиана равна 

25 (75) перцентилю), ♦ – среднее значение; ● – p<0,05 относительно показателей интактных крыс, ■ – p<0,05 относительно показателей 
крыс с АА без лечения; ▲ – p<0,05 относительно показателей крыс с АА, леченных ДН

Рисунок 5 – Влияние ДН и его комбинации с КЭП  
на уровень щелочной фосфатазы в периферической крови у крыс с АА на 28-е сутки эксперимента

Примечание: распределение величин ненормальное. Боксы включают результаты от 25-го до 75-го перцентиля, вертикальные линии 
за пределами боксов – минимальное и максимальное значения. Горизонтальная линия внутри бокса – медиана (► – медиана равна 

25 (75) перцентилю), ♦ – среднее значение; ● – p<0,05 относительно показателей интактных крыс, ■ – p<0,05 относительно показателей 
крыс с АА без лечения; ▲ – p<0,05 относительно показателей крыс с АА, леченных ДН
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Таблица 1 – Влияние ДН и его комбинации с КЭП на маркеры цитолиза в периферической крови крыс  
с АА на 28-е сутки эксперимента (M±m (95% ДИ) или Ме [LQ; UQ]; n=28)

Исследуемый показатель, 
единицы измерения

Условия эксперимента
І группа ІІ группа ІІІ группа ІV группа

Интактные крысы Контроль  
(АА без лечения) АА + ДН АА +ДН +КЭП

n 7 7 7 7

Аланин-аминотрансфераза 
(АлАт), мкмоль/мл/ч 1,4 [1,3; 1,6] 1,8 [1,6; 1,9]

р1-2=0,01

2,2 [2,1; 2,3]
р1-3<0,01
р2-3=0,01

1,5 [1,5; 1,6]
р1-4=0,17
р2-4=0,02
р3-4<0,01

Аспартат-аминотрансфера-
за (АсАт), мкмоль/мл/ч 2,3 [2,1; 2,4] 2,9 [2,9; 3,5]

р1-2<0,001

3,5 [3,3; 2,4]
р1-3<0,01
р2-3=0,2

2,4 [2,3; 2,5]
р1-4=0,14

р2-4<0,001
р3-4<0,01

Гаммаглутамил-транспепти-
даза (ГГТП), Ед/л

22,3±1,81
(95% ДИ:

18,7–25,8)

36,1±0,80
(95% ДИ:

34,6–37,7)
р1-2<0,001

27,9±1,30
(95% ДИ:

25,3–30,4)
р1-3=0,03

р2-3<0,001

23,9±1,10
(95% ДИ:

21,7–26,0)
р1-4=0,5

р2-4<0,001
р3-4=0,04

Таблица 2 – Влияние ДН и его комбинации с КЭП на показатели белкового гомеостаза в периферической 
крови крыс с АА на 28-е сутки эксперимента (M±m (95% ДИ) или Ме [LQ; UQ]; n=28)

Исследуемый показатель, 
единицы измерения

Условия эксперимента
І группа ІІ группа ІІІ группа ІV группа

Интактные крысы Контроль 
(АА без лечения) АА +ДН АА +ДН +КЭП

n 7 7 7 7

Общий белок, г/л
78,9±1,45
(95% ДІ:

76,0–81,7)

74,6±1,36
(95% ДИ:

71,9–77,2)
р1-2= 0,05

74,7±0,92
(95% ДИ:

72,9–76,5)
р1-3= 0,03
р2-3= 0,9

81,0±1,50
(95% ДИ:

78,1–83,9)
р1-4= 0,3
р2-4=0,01
р3-4<0,01

Альбумины, г/л
35,3±1,69
(95% ДИ:

32,0–38,6)

25,1±1,03
(95% ДИ:

23,1–27,2)
р1-2<0,001

27,9±1,30
(95% ДИ:

25,3–30,4)
р1-3<0,01
р2-3=0,1

37,4±1,90
(95% ДИ:

33,7–41,2)
р1-4=0,01

р2-4<0,001
р3-4<0,01

Глобулины, г/л
45,7±1,54
(95% ДИ:

42,7–48,7)

49,6±1,29
(95% ДИ:

47,0–52,1)
р1-2= 0,08

46,7±1,19
(95% ДИ:

44,4–49,0)
р1-3=0,6
р2-3=0,1

40,4±0,65
(95% ДИ:

39,2–41,7)
р1-4 < 0,01

р2-4 < 0,001
р3-4 < 0,001

Соотношение «альбумины/ 
глобулины»

0,78±0,039
(95% ДИ:

0,70–0,85)

0,51±0,028
(95% ДИ:

0,46–0,57)
р1-2<0,001

0,60±0,035
(95% ДИ:

0,53–0,67)
р1-3<0,01
р2-3=0,07

0,93±0,045
(95% ДИ:

0,84–1,02)
р1-4=0,03

р2-4<0,001
р3-4<0,001
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Монотерапия ДН крыс с АА привела к статисти-
чески достоверному (р=0,03) повышению активности 
СОД на 20,4% относительно показателей нелеченых 
животных (ІІ группа), однако данное значение (59,0% 
ингибирования окисления кверцетина) все же на 
13,2% было ниже показателей животных без АА (68,0 
[64,0; 76,5] %).

На фоне комбинированного применения ДН 
и КЭП нами отмечено статистически достоверное 
(р=0,01) повышение активности СОД на 30,6% отно-
сительно значений у крыс контрольной группы, что 
лишь на 5,9% было ниже показателей интактных 
крыс и указывало на наиболее выраженное восста-
новление активности АОС.

Для оценки состояния соединительнотканных 
структур у крыс на фоне развития АА нами исследо-
вался уровень серомукоидов, поскольку именно эта 
группа гликопротеинов поступает в плазму крови при 
разрушении, деградации или повреждении соеди-
нительной ткани. Кроме того, серомукоиды принято 
рассматривать как острофазные маркеры воспале-
ния, которые могут служить индикатором выражен-
ности воспалительного процесса поскольку их пери-
од жизни составляет около 5 дней [53–56].

Установлено, что на 28-й день эксперимента 
у крыс с АА отмечено статистически достоверный 
(р<0,001) рост уровня серомукоида в 2,2 раза относи-
тельно показателей интактных крыс (рис. 3).

Монотерапия ДН крыс с АА привела к статисти-
чески достоверному (р<0,01) снижению уровня из-
учаемого показателя на 31,4% относительно уровня 
нелеченых животных. Комбинированное примене-
ние ДН и КЭП привело к статистически достоверному 

(р<0,01) еще большему снижению содержанию се-
ромукоида на 17,1% относительно показателей крыс 
группы монотерапии ДН, который составил соответ-
ственно 0,18 [0,17; 0,18] ммоль/л.

«Золотым» маркером воспаления практически 
при всех патологических процессах по праву при-
нято считать С-РБ, поскольку он имеет тенденцию 
значительно повышаться при повреждениях тканей, 
инфекциях бактериальной или вирусной природы, 
воспалении и злокачественных новообразованиях, а 
при некрозе тканей и вовсе может в течении суток 
возрастать до 300 мг/л [47, 57–61].

Установлено, что развитие экспериментально-
го РА у крыс привело к статистически достоверному 
(р<0,001) увеличению уровня С-РБ в 4,5 раза относи-
тельно показателей интактных животных (рис. 4).

На фоте монотерапии ДН данный показатель 
снизился (р<0,001) на 33,3%, а на фоне комбиниро-
ванного введения ДН и КЭП – снизился (р<0,001) на 
61,1% относительно значений у крыс с АА без лече-
ния. Полученные данные указывают на выражен-
ные противовоспалительные свойства ДН, которые 
потенцируются при совместном применении с КЭП, 
однако могут быть связаны и с собственной противо-
воспалительной активностью КЭП.

Установленные биохимические признаки актив-
ного воспалительного процесса и развивающийся 
при этом дисбаланс в системе ПОЛ-АОС обосновы-
вает целесообразность детального анализа активно-
сти маркеров цитолиза на фоне лечения крыс с АА 
– АлАТ, АсАТ и ГГТП [62, 63].

Исследование показало, что развитие АА у крыс 
сопровождалось увеличением содержания АлАТ на 

Таблица 3 – Влияние ДН и его комбинации с КЭП на показатели липидного гомеостаза в периферической 
крови крыс с АА на 28-е сутки эксперимента (M±m (95% ДІ) или Ме [LQ; UQ]; n=28)

Исследуемый показатель, 
единицы измерения

Условия эксперимента
І группа ІІ группа ІІІ группа ІV группа

Интактные крысы Контроль  
(АА без лечения) АА +ДН АА +ДН +КЭП

n 7 7 7 7

Общие липиды, г/л 3,0 [2,7–3,3] 5,1 [4,5–5,2]
р1-2<0,001

4,4 [4,2–4,5]
р1-3<0,001
р2-3= 0,07

3,3 [3,2–3,4]
р1-4= 0,1

р2-4<0,001
р3-4<0,001

Фосфолипиды, г/л
2,1±0,05
(95% ДИ: 
2,0–2,2)

2,5±0,09
(95% ДИ: 
2,3–2,7)

р1-2<0,001

2,0±0,05
(95% ДИ: 
1,9–2,1)
р1-3=0,6

р2-3<0,001

2,1±0,05
(95% ДИ: 
2,0–2,2)
р1-4= 0,5
р2-4<0,01
р3-4=0,2

Фосфолипиды  
относительно  

общих липидов, %

70,9±5,35
(95% ДИ: 

60,4–81,4)

53,2±3,60
(95% ДИ: 

46,2–60,3)
р1-2=0,02

46,9±1,80
(95% ДИ: 

43,3–50,4)
р1-3<0,01
р2-3=0,1

65,2±2,47
(95% ДИ: 

60,3–70,0)
р1-4=0,4

р2-4=0,02
р3-4<0,001

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-278-293
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28,6% (р=0,01), АсАТ на 26,1% (р<0,001) и ГГТП на 
62,2% (р<0,001) относительно показателей интактных 
крыс (табл. 1).

Аминотрансферазы являются сложными белка-
ми-ферментами, которые катализируют процессы 
трансаминирования и обеспечивая синтез отдельных 
аминокислот в организме. Доказано, что под влиянием 
повреждающего факторов нарушается энергетический 
метаболизм гепатоцитов, что приводит к повышению 
проницаемости клеточных мембран и появлению в сы-
воротке крови компонентов цитоплазмы.

Поскольку маркер повреждения клеточных – 
ГГПТ в наибольшей степени содержится в почках, пе-
чени и тонкой кишке то можно предположить о нали-
чии воспалительного процесса в указанных органах, 
что сопоставляется с данными литературы о систем-
ности воспалительного процесса при РА, аналогом 
которого является АА у животных [50].

Применение ДН привело к усилению цитолити-
ческих процессов, на что указывало еще большее 
возрастание исследуемых маркеров в перифериче-
ской крови – так АлАТ был выше на 22,2% (р<0,01), 
а АсАТ – на 20,7% (р=0,2) относительно показателей 
крыс с АА без лечения, что на 57,1% (р<0,01) и 52,2% 
(р<0,01) соответственно превышало показатели ин-
тактных животных (табл. 1). Летальности в группе 
комбинированного применения ДН и КЭП не отме-
чено. Указанные изменения со стороны активности 
аминотрансфераз согласуются с данными о гепато-
токсическом действии ДН [3, 8, 64–66].

Также установлено, что на фоне применения ДН 
ГГТП статистически достоверно (р<0,001) снизилась 
на 22,9% относительно показателей животных кон-
трольной группы (табл. 1).

Особое внимание привлекают показатели ци-
толитических процессов у крыс с АА на фоне ком-
бинированного применения ДН и КЭП (табл. 1). Так 
установлено, что АлАТ статистически достоверно 
(р<0,01) был ниже на 38,9%, а АсАт – ниже (р<0,01) на 
37,9% относительно показателей животных, которым 
вводили ДН, что соответственно на 16,7% (р=0,02) и 
17,2% (р<0,001) было ниже показателей крыс кон-
трольной группы с нелеченым АА. Установленные 
изменения со стороны аминотрансфераз указывают 
на способность КЭП нивелировать не только АА-ин-
дуцированный цитолитический сидром, но и сопут-
ствующий цитолиз, усиливаемый ДН, что указывает 
на универсальность его цитопротективной активно-
сти, вероятно, обусловленной его способность стаби-
лизировать клеточные мембраны, а также его анти-
оксидантными свойствами.

Кроме того установлено, что комбинированное 
применение ДН и КЭП сопровождалось также стати-
стически достоверным (р<0,001) снижением уровня 
ГГТП на 28,6% относительно нелеченых крыс с АА, что 
на 11,4% было ниже (р=0,01) чем у крыс, леченных 
только ДН (табл. 1).

Оценка уровня щелочной фосфатазы в перифе-
рической крови у крыс с АА показала, что развитие 
системного аутоиммунного воспаления сопровожда-
лось статистически достоверным (р<0,001) повыше-
нием указанного металлопротеина на 77,3% относи-
тельно показателей интактных крыс и составило 390 
[335; 405] мкмоль/ч×л (рис. 5).

Щелочная фосфатаза – гетерогенный энзим, со-
стоящий из отдельных изоферментов, каждый из ко-
торых сосредоточен в определенном органе: печени, 
костной ткани, кишечнике, плаценте. Локализуясь 
на клеточной мембране, фермент подключается к 
транспортировке биологически важных соединений, 
в первую очередь, фосфора. Щелочная фосфатаза 
активно участвует в процессах фосфорно-кальцие-
вого обмена в организме. Рост активности щелочной 
фосфатазы указывает на активацию процессов ремо-
делирования костной ткани, поскольку ее костная 
фракция синтезируется остеобластами и их предше-
ственниками и участвует в минерализации костного 
матрикса [50, 67–69]. Повышение активности данно-
го фермента может указывать на повышение остеоб-
ластической активности и усиление деструктивных 
изменений в печени или возникновения холестаза у 
крыс с АА [3].

Монотерапия ДН привела к статистически досто-
верному (р<0,01) снижению активности щелочной 
фосфатазы на 28,2%, а комбинированное примене-
ние ДН и КЭП сопровождалось более выраженным 
снижением активности указанного фермента на 
38,5% (р<0,01) относительно показателей нелеченых 
крыс с АА (рис. 5).

Изучение белкового спектра крови крыс с АА по-
казало, что уровень общего белка практически не 
имел различий у интактных крыс и крыс с АА (табл. 2).

Изучение содержания отдельных белковых фрак-
ций показало, что развитие АА у крыс сопровожда-
лось статистически достоверным (р<0,001) снижени-
ем содержания альбуминов на 28,7% относительно 
показателей интактных крыс. Альбумины – наиболее 
гомогенная фракция протеинов, основной функцией 
которых является поддержание коллоидно-осмоти-
ческого давления, а также транспорт углеводов, ли-
пидов, гормонов и пигментов. Организм пациента с 
активным РА более активно потребляет альбумины в 
месте воспаления, в результате чего развивается ги-
поальбуминемия.

Кроме того, отмечено, что у крыс с АА незначи-
тельно возрастало содержание глобулинов на 8,4% 
(р=0,04) относительно показателей интактных жи-
вотных. Как известно, при длительном подостром 
прогрессирующем процессе наблюдается, главным 
образом, гипергамаглобулинемия, что связано с ро-
стом уровня аутоантител [50, 51, 70, 71]. 

Указанные изменения приводили к статистиче-
ски достоверному (р<0,001) снижению значения аль-
бумин/глобулинового соотношения периферической 
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крови на 34,2% относительно показателей интактных 
животных (табл. 3). Изменение соотношения протеи-
новых фракций, как правило, соответствует тяжести 
РА и отражает динамику воспалительного процесса 
[50, 51, 70, 72].

Монотерапия ДН привела к статистически до-
стоверному (р=0,04) снижению значения альбумин/
глобулинового соотношения на 17,5% относительно 
крыс с АА без лечения. Комбинированное же приме-
нение ДН и КЭП сопровождалось полным повыше-
нием (р=0,01) исследуемого соотношения на 19,5% 
выше чем у интактных животных, что обусловлено 
повышением уровня альбуминов практически до 
уровня интактных животных и в то же время на 11,6% 
ниже (р<0,01) значения у интактных крыс содержа-
ние глобулинов (табл. 3).

Важную роль в жизнедеятельности клетки игра-
ют липиды, которые выступают структурными ком-
понентами биомембран, энергетическим субстра-
том клетки, участвующие в реакциях сигнальной 
трансдукции, экзо- и эндоцитоза и тому подобное. 
Кроме того, они участвуют в фиксации белков фос-
фолипидного бислоя и обеспечивают их соответству-
ющую ориентацию в клеточной мембране, является 
неполярным средой для жирорастворимых субстра-
тов и кофакторов ферментов, обусловливают их фол-
динг, а также выполняют роль регуляторов и модуля-
торов ферментативной активности [69, 73].

Исследование показало, что у крыс на фоне раз-
вития АА отмечается статистически достоверное 
(р=0,02) снижение доли фосфолипидов в пуле общих 
липидов на 25,0%. При этом отмечено рост общего 
уровня липидов (р<0,001) в 1,7 раза и непропорцио-
нальный рост содержания фосфолипидов (р<0,001) в 
1,2 раза, что обусловлено активацией циклооксиге-
назного пути метаболизма мембранных фосфолипи-
дов (табл. 3).

На фоне монотерапии ДН отмечено снижение 
уровня общих липидов (р=0,07) в 1,3 раза и сниже-
ние уровня фосфолипидов (р<0,001) так же в 1,3 раза 
относительно показателей животных с АА без лече-
ния, что соответствовало развитию еще большего 
дисбаланса содержания фосфолипидов в пуле общих 
липидов – их содержание снизилось еще на 6,3%, од-
нако указанные изменения не достигли уровня стати-
стической значимости (р=0,1).

На фоне комбинированного применения ДН и 
КЭП у крыс с АА отмечена статистически достоверная 
(р=0,02) гармонизация липидного баланса – содер-
жание фосфолипидов вырос на 22,6% относительно 
показателей животных с АА без лечения и составил 
соответственно 2,1±0,05 (95% ДИ: 2,0–2,2) г/л. Ука-

занные изменения наблюдались на фоне снижения 
уровня общих липидов в сыворотке крови (р<0,001) 
на 35,3% относительно показателей нелеченых крыс 
и составили соответственно 3,3 [3,2–3,4] г/л, что со-
поставлялось с показателями интактных животных 
3,0 [2,7–3,3] г/л.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Введение диклофенака натрия и криоконсер-

вированного экстракта плаценты крысам с адъю-
вантным артритом привело нормализации уровня 
активных продуктов тиобарбитуровой кислоты, что 
указывает на нивелирование признаков артрит-ин-
дуцированного оксидативного стресса. Также выяв-
лено статистически достоверное (р=0,01) повышение 
уровня супероксиддисмутазы на 30,6% относительно 
значений у крыс контрольной группы.

Установлено усиление противовоспалительных 
свойств диклофенака натрия на фоне комбиниро-
ванного применения диклофенака натрия с крио-
консервированным экстрактом плаценты – уровень 
С-реактивного белка снизился (p<0,001) на 61,1% от-
носительно нелеченых крыс, а уровень серомукоида 
статистически достоверно (р<0,01) снизился на 17,1% 
относительно показателей крыс группы монотера-
пии исследуемым НПВП.

Показано, что уровень аланин-аминотрансфе-
раз статистически достоверно (р<0,01) был ниже на 
38,9%, а аспартат-аминотрансферазы – ниже (р<0,01) 
на 37,9% относительно показателей животных, кото-
рым вводили диклофенак натрия, что соответствен-
но на 16,7% (р=0,02) и 17,2% (р<0,001) было ниже 
показателей крыс контрольной группы с нелеченым 
адъювантным артритом. Установленные изменения 
со стороны аминотрансфераз указывают на способ-
ность криоконсервированного экстракта плаценты 
нивелировать не только артрит-индуцированный 
цитолитический сидром, но и диклофенак-индуци-
рованный.

Комбинированное применение криконсерво-
ваного экстракта плаценты и диклофенака натрия 
сопровождалось нормализацией уровня общих ли-
пидов и фосфолипидов в сыворотке крови крыс на 
фоне экспериментального ревматоидного артрита. 
Так содержание фосфолипидов в пуле фосфолипидов 
статистически достоверно (р=0,02) выросло на 22,6% 
относительно показателей животных с адъювантной 
артритом без лечения.

В дальнейшем, для корректной оценки активно-
сти воспалительного процесса целесообразно опре-
деление уровня матриксных металлопротеиназ и 
гомоцистеина.
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Цель. Изучение антиатеросклеротической и эндотелиопротективной активности пептидных производных, имитиру-
ющих а-спираль B эритропоэтина под лабораторными шифрами EP-11-1 (UEHLERALNSS), EP-11-2, (UEQLERALNCS), EP-
11-3 (UEQLERALNTS).
Материалы и методы. Исследование проведено на 96 самцах мышей с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE на фоне 
C57Bl/6J. Атеросклероз моделировали путем баллонного повреждения сосудистой стенки у животных, находящих-
ся на западной диете. Затем в течение 27 дней вводили изучаемые соединения 1 раз в 3 дня в дозе 20 мкг/кг. На 
28-й день животных эвтаназировали и оценивали площадь атеросклеротических бляшек. Также в тканях аорты 
определяли экспрессию генов, связанных с процессами воспаления, апоптоза и ангиогенеза. Кроме того, было из-
учено эндотелиопротективное действие пептидов на изолированных кольцах грудной аорты диких и трансгенных  
мышей Polgmut/mut.
Результаты. При оценке размера бляшки у животных с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE на фоне применения изуча-
емых пептидов мы не обнаружили статистически значимого изменения размера бляшки. При проведении количе-
ственной полимеразной цепной реакции показано, что пептиды EP-11-1 и EP-11-2 статистически значимо в сравнении 
с контрольной группой животных, снижают экспрессию проапоптических факторов p53 и Bax, а также увеличивают 
экспрессию антиапоптического фактора Bcl-2. Введение соединения ЕР-11-1 и исходного пептида pHBSP привело к 
статистически значимому снижению соотношения Bax/Bcl-2). Соединения EP-11-1, EP-11-2 и EP-11-3 более эффектив-
но, чем исходный пептид, pHBSP, снизили повышенную на фоне баллонной травмы экспрессию генов воспалитель-
ных маркеров iNOS, молекул межклеточной адгезии ICAM-1, VCAM-1 и E-селектина. Применение ЕР-11-1 привело к 
более эффективному, в сравнении с pHBSP, восстановлению эндотелийзависимой вазодилатации кольца аорты мы-
шей с эндотелий специфической гиперэкспрессией мутантного гена Polg.
Заключение. В исследовании, проведенном на мышиной модели эндотелиоспецифичной экспресии мутантной по-
лимеразы гамма, нами показано, что производные пептида HBSP с лабораторными шифрами EP-11-1, EP-11-2, EP-11-
3, полученные путем поиска групп родственных пептидов к молекуле pHBSP с помощью программы BLAST, обладают 
атеропротективной и эндотелиопротективной активностью, более выраженной в сравнении с исходным пептидом 
pHBSP.
Ключевые слова: атеросклероз; производные эритропоэтина; производные pHBSP, атеропротективное действие; эн-
дотелиопротективное действие 
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Список сокращений: ПЦР – полимеразная цепная реакция; pHBSP – pyroglutamate helix B surface peptide / пироглу-
таматный поверхностный пептид спирали B; HBSP – helix B surface peptide / поверхностный пептид спирали B; iNOS 
– индубельная NO-синтаза; Polg – polymerase gamma / полимераза гамма; ICAM-1 – Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 / 
межклеточная молекула адгезии – 1; VCAM-1 – Vascular cell adhesion molecule 1 / молекула адгезии клеточного эндо-
телия 1; ЭПО – эритропоэтин; EpoR – рецептор эритропоэтина; мРНК – ма́тричная рибонуклеи́новая кислота; HUVEC – 
Isolation of Human Umbilical Vein Endothelial Cells / культура эндотелиальных клеток из пупочной вены человека; AKT1 
– RAC-alpha serine/threonine-protein kinase / RAC-альфа-серин/треонин-протеинкиназа; eNOS/NOS3 – эндотелиальная 
синтаза оксида азота; NO – оксид азота; АХ – ацетилхолин; PI3K – phosphoinositide 3-kinase / Фосфоинозитид-3-кина-
зы; НП – нитропруссид натрия
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The aim of the research was to study antiatherosclerotic and endothelial kinds of a protective activity of peptides mimicking 
an erythropoietin a-helix B tertiary structure with laboratory codes EP-11-1 (UEHLERALNSS), EP-11-2. (UEQLERALNCS), EP-
11-3 (UEQLERALNTS).
Materials and methods. The study was conducted on 96 C57Bl/6J male double transgenic Polgmut/mut/Cdh5-CRE mice. Athero-
sclerosis was induced by a balloon injury accompanied by Western diet. Then, for 27 days, the drugs under study were admin-
istered once per 3 days at the dose of 20 μg/kg. On the 28th day, the animals were euthanized and the area of atherosclerotic 
plaques was collected for an assessment. The expression of genes associated with the processes of inflammation, apoptosis, 
and angiogenesis was determined in the tissues of the aorta. In addition, the endothelial protective effect of peptides in 
isolated segments of the thoracic aorta of wild and transgenic ransgenic Polgmut/mut mice was studied.
Results. The assessment of the plaque size in the animals with the Polgmut/mut/Cdh5-CRE genotype against the background 
of the peptides under study did not reveal statistically significant differences in comparison to control. However, a quantita-
tive PCR showed a statistically significant decreased expression of pro-apoptotic factors p-53 and Bax, and also increase the 
expression of anti-apoptotic factor Bcl-2 against the background of the peptides EP-11-1 and EP-11-2 administration. The 
administration of EP-11-1 and the original peptide pHBSP resulted in a statistically significant decrease in the Bax/Bcl-2 ratio. 
Compounds EP-11-1, EP-11-2, and EP-11-3 were more effective than the original peptide pHBSP, in reducing the increased 
expression of genes for inflammatory markers iNos, intercellular adhesion molecules Icam-1, Vcam-1 and E-selectin. The use 
of EP-11-1 led to a more efficient, in comparison with pHBSP, restoration of endothelial-dependent vasodilation of the aortic 
segments in mice with endothelial-specific overexpression of the mutant Polg gene.
Conclusion. The study carried out on a murine model of the endothelial-specific expression of mutant gamma polymerase 
has shown that derivatives of the pHBSP peptide with laboratory codes EP-11-1, EP-11-2, EP-11-3, obtained by BLAST-search-
ing for groups of pHBSP related peptides, have atheroprotective and endothelial protective kinds of a protective activity, 
which is more pronounced in comparison with the original peptide pHBSP.
Keywords: atherosclerosis; erythropoietin derivatives; pHBSP derivatives; atheroprotective effect; endothelial protective ef-
fect
Abbreviations: PCR – polymerase chain reaction; pHBSP – pyroglutamate helix B surface peptide; HBSP – helix B surface 
peptide; iNOS – inducible NO synthase; Polg – polymerase gamma; ICAM-1 – Inter-Cellular Adhesion Molecule 1; VCAM-
1 – Vascular cell adhesion molecule-1; EPO – erythropoietin; EpoR – erythropoietin receptor; mRNA – matrix ribonucleic 
acid; HUVEC – Human Umbilical Vein Endothelial Cells; AKT1 – RAC-alpha serine/threonine-protein kinase ; eNOS / NOS3 – 
endothelial nitric oxide synthase; NO – nitrogen oxide; Ach – acetylcholine; PI3K – phosphoinositide 3-kinase; NP – sodium 
nitroprusside
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ВВЕДЕНИЕ
Эритропоэтин (ЭПО) – один из гормонов, выра-

батываемых почками, первоначально идентифи-
цированный в качестве критически важного регу-
лятора процесса кроветворения. Рекомбинатный 
эритропоэтин широко используется при лечении ане-
мии, связанной с хроническим заболеванием почек, 
сердечной недостаточностью и раком [1]. В организ-
ме человека эритропоэтин стимулирует производство 
около 200 миллиардов эритроцитов ежедневно. ЭПО, 
после выработки в почках, секретируется в кровоток и 
его мишенью являются эритроидные клетки-предше-
ственники, расположенные в костном мозге [2,3]. ЭПО 
действует путем связывания со своим специфическим 
рецептором на поверхности клеток-предшественни-
ков эритроцитов. Нокаут ЭПО (EPO -/-) или рецептора 
ЭПО (EpoR -/-) у мышей приводит к гибели эмбриона 
вследствие развития тяжелой анемии [4, 5].

За последнее десятилетие было выявлено мно-
жество не гемопоэтических эффектов эритропоэтина, 
включая его антиатеросклеротическое действие [6, 7]. 
При реализации негемопоэтических эффектов локаль-
но продуцируемый гипогликозилированный эритро-
поэтина действует паракринно-аутокринным путем 
и передает сигналы через взаимодействие с тканеза-
щитным гетеродимерным рецептором эритропоэтина 
EpoR/CD131 [8, 9]. Доступность рекомбинантного эри-
тропоэтина повлияла на появление работ, посвящен-
ных изучению негемопоэтической активности ЭПО, 
включая протективное действие на эндотелиоциты и 
нервные клетки. Сообщения о наличии рецепторов 
ЭПО (EpoR), экспрессии мРНК EpoR и/или белка EpoR 
за пределами органов эритропоэза предполагают воз-
можность рецепторного негемопоэтического действия 
эритропоэтина [3]. Как сообщается в публикациях, 
эндотелиоциты из клеточной культуры HUVEC стали 
первыми клетками негемопоэтического ряда, которые 
экспрессируют рецепторы эритропоэтина, связывают 
эритропоэтин и показывают пролиферативный ответ 
на введение эритропоэтина in vitro [8, 10]. Было обна-
ружено, что ЭПО защищает культуры эндотелиальных 
клеток микрососудов головного мозга крыс от повреж-
дения, вызванного аноксией, путем активации AKT1, 
поддержания потенциала митохондриальной мембра-
ны, а также предотвращения процессов апоптоза, ин-
дуцированного оксидативным стрессом [12]. Важной 
функцией эндотелиальных клеток является экспрессия 
эндотелиальной синтазы оксида азота (eNOS/NOS3), 
которая участвует в синтезе оксида азота (NO) для регу-
ляции сосудистого гомеостаза. С использованием кле-
точной культуры эндотелиоцитов было обнаружено, 
что сочетание пониженного содержания кислорода и 
добавления к клеточной культуре эритропоэтина уве-
личивает экспрессию мРНК и белка EpoR, увеличивает 
экспрессию eNOS и тем самым стимулирует продукцию 
оксида азота [13]. На экспериментальных моделях у 
трансгенных мышей, с высоким гематокритом, показа-
но что артериальная гипертензия не развивается из-за 
значимого повышенного уровня eNOS и NO в сосуди-
стой ткани и в кровотоке [14].

Сегодня очевидно, что протромботические побоч-
ные эффекты рекомбинантного эритропоэтина пре-

пятствуют его клиническому применению у пациентов, 
не страдающих анемией [15]. Для предотвращения 
тромботических осложнений, связанных с терапией 
ЭПО сегодня получены производные эритропоэтина, 
не обладающие гемопоэтической активностью, но 
обладающие тканепротективным действием. 11-ами-
нокислотный пептид, имитирующий пространствен-
ную структуру цепи B эритропоэтина (HBSP) является 
одним из таких производных ЭПО, который проявляет 
не гемопоэтическую активность, сравнимую с реком-
бинатным эритропоэтином [16–19].

Для поиска новых соединений, обладающих 
атеропротективным и эндотелиопротективным дей-
ствием мы изменили аминокислотную последова-
тельность HBSP путем поиска групп родственных 
пептидов исходного соединения с помощью про-
граммы BLAST. В результате получено 3 соединения, 
имитирующих а-спираль B эритропоэтина: EP-11-
1 (UEHLERALNSS), EP-11-2 (UEQLERALNCS), EP-11-3 
(UEQLERALNTS). 

ЦЕЛЬ. Изучение антиатеросклеротической и эн-
дотелиопротективной активности соединений EP-11-
1, EP-11-2, EP-11-3. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные и диета
В исследование было включено 96 самцов 

мышей с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE на фоне 
C57Bl/6J, полученных из ФГБУН «Институт биологии 
гена» РАН. При работе соблюдались требования За-
кона РФ «О защите животных от жестокого обраще-
ния» от 24.06.1998 г., правил лабораторной практики 
при проведении доклинических исследований в РФ 
(ГОСТ 3 51000.3-96 и ГОСТ Р 53434-2009), директивы 
Европейского сообщества (86/609 ЕС), правил Меж-
дународных рекомендаций Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используемых 
при экспериментальных исследованиях (1997 г.) и 
Правил лaбoрaтoрнoй прaктики, принятых в Россий-
cкoй Фeдeрaции (прикaз MЗ РФ № 708 oт 29.08.2010 
г.). Эксперименты были одобрены локальным эти-
ческим комитетом Белгородского государственного 
национального исследовательского университета, г. 
Белгород, протокол № 19/23 от 04.02.2020. Генотип 
Polgmut/mut/Cdh5-CRE ассоциирован эндотелиоспеци-
фичной экспрессией мутантного гена Polg, кодирую-
щего фермент полимераза гамма с мутацией D257A, 
приводящей к отсутствию 3’экзонуклеазной активно-
сти и накоплению мутаций при репликации генома 
митохондрий. Экспрессия мутантного белка приво-
дит к развитию митохондриальной дисфункции c 
формированием нарушений процессов, протекаю-
щих в сосудистом эндотелии. За 2 недели до начала 
эксперимента животных помещали на западную ди-
ету с содержанием холестерина – 2% [20]. 

Моделирование балонного повреждения 
сосудистой стенки
Операцию выполняли на подогреваемом столи-

ке под препаративным микроскопом с применением 
наркоза (золазепам 2,5 мг/100 г (Virbac, Франция) + 
ксилазин 2 мг/100 г (Биогель, Россия); введение про-
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водили внутрибрюшинно) животным через хирурги-
ческий доступ в медиальной области бедра выделя-
ли общую бедренную артерию наносили балонное 
повреждение эндотелия как это было описано ра-
нее. Для облегчения послеоперационного болевого 
синдрома в течение 3-х дней с момента операции 
животные получали метамизол натрия с питьевой 
водой ad libitum в концентрации 50 мг метамизола 
натрия (Фармстандарт-Уфавита, Россия) на 100 мл 
воды [20–22].

Дизайн исследования и введение препаратов
Перечень исследуемых пептидов, их лаборатор-

ные шифры и аминокислотные последовательности 
представлены в таблице 1. 

Животные с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE были 
разделены на 6 равных групп: 

1) Интактные; 
2) Контроль – животные с моделированием бал-

лонной травмы и получающие западную диету; 
3) pHBSP – животные, с моделированием пато-

логии, которым, начиная с 1-го дня, вводили пептид 
pHBSP в дозе 20 мкг/кг 1 раз в 3 дня течение 28-ми 
дней (суммарная доза 180 мкг/кг); 

4) EP-11-1 – животные, с генотипом Polgmut/mut/
Cdh5-CRE, которым, начиная с 1-го дня, вводили 
пептид EP-11-1 в дозе 20 мкг/кг 1 раз в 3 дня в тече-
ние 28-ми дней (суммарная доза 180 мкг/кг); 

5) EP-11-2 – животные, с генотипом Polgmut/mut/
Cdh5-CRE, которым, начиная с 1-го дня, вводили 
пептид EP-11-2 в дозе 20 мкг/кг 1 раз в 3 дня в тече-
ние 28-ми дней (суммарная доза 180 мкг/кг); 

6) EP-11-3 – животные с генотипом Polgmut/mut/
Cdh5-CRE, которым, начиная с 1-го дня, водили 
пептид EP-11-3 в дозе 20 мкг/кг 1 раз в 3 дня в тече-
ние 28-ми дней (суммарная доза 180 мкг/кг).

Доза и путь введения изучаемых пептидов вы-
браны с учетом экспериментальных данных, полу-
ченных нами ранее при исследовании фармаколо-
гической активности пула соединений, производных 
pHBSP, полученных путем добавления трипептидных 
мотивов RGD, KGD и PGP к исходному пептиду [20].

Измерение площади 
атеросклеротической бляшки
Макроскопическое изучение атеросклеротиче-

ских бляшек аорты было выполнено с использовани-
ем материала от 4-х животных из каждой группы. Для 
этого на 28-й день после моделирования баллонной 
травмы животных эвтаназировали передозировкой 
наркоза (золетил 10 мг/100 г внутрибрюшинно) и 
аккуратно извлекали брюшную аорту от бифуркации 
до участка на уровне диафрагмы. Затем препара-
ты продольно рассекали, расправляли на пенопла-
стовой подложке, промывали 50%-ным раствором 
спирта этилового и погружали в раствор Oil Red O на 
15 минут. После этого препараты промывали дистил-
лированной водой и делали цифровые фотоснимки. 
С применением программы imageJ на полученных 
снимках рассчитывали отношение площади атеро-
склеротической бляшки (окрашенной красным) к ин-
тактной ткани [20].

Количественная ПЦР
У остальных животных после эвтаназии ткань аор-

ты в области нанесения баллонного повреждения за-
бирали, гомогенизировали и инкубировали при 37°С 
в растворе «Extract RNA» в течении 10 минут. После 
лизирования образца в реагенте его подвергли хлоро-
формной чистке, надосадочную пробу собирали и про-
мывали изопропиловым спиртом и 70%-ным спиртом 
этиловым. Концентрацию полученной РНК измеряли на 
спектрофотометре IMPLEN NanoPhotometer® (IMPELEN, 
Германия) и доводили до концентрации 300 нг/мкл. 
Обратную транскрипцию проводили с использовани-
ем набора MMLVRTSK021 в соответствии с протоколом 
фирмы-производителя (Evrogen, Россия). Исследова-
ние проводили в соответствии с ранее описанной нами 
методикой [20]. В таблице 2 представлены праймеры, 
используемые при проведении количественной ПЦР.

Изучение влияния препаратов колец аорты 
на сосудистый эндотелий 
Для проведения эксперимента были сформиро-

ваны следующие экспериментальные группы (n=8 
животных в группе): 

1) Интактная группа – мыши с диким генотипом 
C57BL/6; 

2) Контрольная группа Мыши с генотипом  
Polgmut/mut/Cdh5-CRE; 

3) pHBSP – Polgmut/mut/Cdh5-CRE + pHBSP 20 мкг/кг; 
4) EP-11-1 – Polgmut/mut/Cdh5-CRE + EP-11-1 20 мкг/кг; 
5) EP-11-2 -Polgmut/mut/Cdh5-CRE + EP-11-2 20 мкг/кг; 
6) EP-11-3 -Polgmut/mut/Cdh5-CRE + EP-11-3 20 мкг/кг. 
Исследуемые соединения – инновационные 

пептиды с лабораторными шифрами EP-11-1, EP-11-2,  
EP-11-3 вводили внутрибрюшинно, в течение 7 дней в 
обозначенных дозах. На 8-й день от начала экспери-
мента животных наркотизировали с помощью внутри-
брюшинного введения хлоралгидрата в дозе 300 мг/кг. 
Далее у анестезированных мышей была открыта груд-
ная клетка для изъятия грудной аорты. Грудная аорта 
была помещена в модифицированный ледяной рас-
твор Кребса Ханселейта (118 мМ NaCl, 4,7 мМ KCl, 1,2 
мМ Na2PO4, 0,5 мМ MgCl2, 1,12 мМ CaCl2, 25 мМ NaHCO3 
0,03 мМ ЭДТА) pH 7,4 с 11 мМ глюкозы. Аорту осторож-
но отделяли от окружающей жировой и соединитель-
ной ткани и разрезали на короткие поперечные сег-
менты размером 2 мм. Кольца аорты суспендировали 
в ванне для органов (Biopac Bas System Station, Biopac 
systems, США), содержащей 10 мл раствора KH, под-
держиваемого при температуре 37°C, и барботировали 
95% O2 и 5% CO2 между двумя параллельными крючка-
ми из нержавеющей стали. Изометрическое натяжение 
во время экспериментов измерялось и регистрирова-
лось с помощью программно-аппаратного комплекса 
Biopac System, США. Регистрация и обработка данных 
производилась с помощью программного обеспечения 
Biopac Icq 4.2. Каждое кольцо аорты постепенно растя-
гивали до исходного натяжения 0,8 г и давали уравно-
веситься в стандартной ванне для органов объемом 10 
мл в течение 60 минут перед экспериментом. После 
уравновешивания кольца сначала контрактурили с по-
мощью 60 мМ KCl, чтобы вызвать их сократительную 
реакцию и достигнуть воспроизводимый максималь-

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-294-305
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ный сократительный ответ, затем их трижды промыва-
ли раствором Кребса Ханселейта, чтобы восстановить 
напряжение до базального уровня. Ответ сокращения 
колец аорты на субмаксимальную концентрацию фе-
нилэфрина (1 мкмоль/л) индуцировали через 30 мин 
после восстановления базального уровня. На плато со-
кращения, вызванного эпинефрином, проводили про-
бы на эндотелийзависимую и эндотелинезависимую 
вазодилатацию. В качестве агента, вызывающего эндо-
телийзависимую вазодилатацию, в ванну с аортой ку-
мулятивно добавляли ацетилхолин (АХ) (10-9-10-4 M), в 
качестве агента, вызывающего эндотелийнезависимую 
вазодилатацию – нитропруссида натрия (НП) (10-9–10-5 
M). Чувствительность определяли как процент релакса-
ции от исходного значения, полученного на плато вве-
дения эпинефрина.

Статистическая обработка
Статистическая обработка выполнена с использо-

ванием программы Statistica 10.0. Полученные данные 
были проверены на нормальность распределения с 
использованием критерия Шапиро-Уилка и критерия 
Шпигельхальтера (библиотека normtest), оценку равен-
ства дисперсий – с помощью критерия Левене (библи-
отека lawstat). В зависимости от типа распределения 
признаков и равенства дисперсий значимость получен-
ных результатов оценивали с применением параметри-
ческого (ANOVA) или непараметрического (критерий 
Краскела-Уоллиса) однофакторного дисперсионного 
анализа, а в качестве post-hoc анализа для выявления 
различий при межгрупповых сравнениях использо-
вали непарный t-критерий Стьюдента или критерий 
Манна-Уитни, соответственно, с поправкой Бенджами-
ни-Хохберга на множественную проверку гипотез. Ре-
зультаты считали достоверными при p≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Макроскопическая оценка бляшки
В соответствии с дизайном эксперимента про-

ведена макроскопическая оценка бляшки, сфор-
мированной после балонной травмы у животных с 
диким генотипом (интактная группа) и у животных с 
генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE (контрольная группа). 
Установлено, что в контрольной группе животных с 
генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE во всех препаратах, 
окрашенных Oil Red O визуализировались липидные 
отложения, характерные для атеросклероза, что вы-
разилось в увеличении размера бляшки в контроль-
ной группе более чем в 11 раз. При проведении об-
работки данных, полученных при оценке размера 
бляшки у животных с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE 
на фоне применения изучаемых пептидов мы не об-
наружили статистически значимого изменения раз-
мера бляшки (рис. 1).

Количественная ПЦР
В дополнение к макроскопической оценке бляш-

ки мы провели молекулярно-биологический анализ 
ткани атеросклеротической бляшки после балонно-
го повреждения сосуда во всех экспериментальных 
группах. На рисунке 2 показано, что у животных с ге-
нотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE на фоне моделирования 
балонного повреждения существенно возрастает 
экспрессия маркеров программируемой клеточной 
гибели p53 и Bax и снижается экспрессия антиа-
поптического маркера Bcl-2. Как видно из тепловой 
карты, представленной на рисунке 2А, пептиды EP-
11-1 и EP-11-2 статистически значимо в сравнении 
с контрольной группой животных (р<0,05), снижают 
экспрессию проапоптических факторов p53 и Bax, а 
также увеличивают экспрессию антиапоптического 
фактора Bcl-2 (р<0,05). Наиболее эффективным в от-
ношении изменения экспрессии факторов апоптоза 
оказалось соединение с лабораторным шифром ЕР-
11-1 – значения экспресссии генов p53, Bax и Bcl-2 не 
отличались от таковых показателей в контрольной 
группе (рис. 2А). 

Таблица 1 – Аминокислотная последовательность исследуемых соединений

Лабораторный шифр Аминокислотная последовательность
pHBSP QEQLERALNSS
EP-11-1 UEHLERALNSS
EP-11-2 UEQLERALNCS
EP-11-3 UEQLERALNTS

Таблица 2 – Праймеры, используемые для количественной ПЦР

Ген F-праймер R-праймер Длина продукта GenBank
Trp53 (p53) CGACTACAGTTAGGGGGCAC CCATGGCAGTCATCCAGTCT 95 NM_001127233.1
Bcl2 TCACCCCTGGTGGACAACAT TTCCACAAAGGCATCCCAGC 102 NM_009741.5
Bax CCCGAGCTGATCAGAACCAT GAGGCCTTCCCAGCCAC 96 NM_007527.3
Vegfa (VEGF-A) GGGCCTCCGAAACCATGAA TGCAGCCTGGGACCACTTG 95 NM_001025250.3
Flt-1 (VEGFR-1) CCCATCGGCAGACCAATACA CGGTGCAGTTGAGGACAAGA 96 NM_001363135.1
HIF-1a AGAACAACTTGAGCTGGCGT TGGAGGTGAACTAGGCTCTGT 103 NM_001092957.1
NOS2 (INOS) GCTCTAGTGAAGCAAAGCCCA GGGATTCTGGAACATTCTGTGC 103 NM_001313921.1
ICAM-1 CTCCGGACTTTCGATCTTCCA CCTTCCAGGGAGCAAAACAAC 98 NM_010493.3
VCAM-1 TACTGTTTGCAGTCTCTCAAGC CGTAGTGCTGCAAGTGAGGG 101 NM_011693.3
Sele (E-селектин) GGGAAGAAGACTGTCCTAGCC AGGGGAGCTGGCTTCCTAAG 96 XM_006496715.3
Gapdh GGGTCCCAGCTTAGGTTCATC CCCAATACGGCCAAATCCGT 100 NM_001289726.1



299

 RESEARCH ARTICLE

Volume IX, Issue 4, 2021

Рисунок 1 – Размер атеросклеротической бляшки в группах животных с диким генотипом и с генотипом 
Polgmut/mut/Cdh5-CRE на фоне применения изучаемых пептидов

Примечание: знаком «+» на графике показано среднее арифметическое для каждой экспериментальной группы 

Рисунок 2 – Влияние исследуемых препаратов на относительную экспрессию маркеров апоптоза (2А)  
и соотношение Bax/Bcl-2 (2Б)

Примечание: знаком + на графике показано среднее арифметическое для каждой экспериментальной группы

А

Б
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Рисунок 4 – Влияние исследуемых соединений на относительную экспрессию факторов, 
связанных с ангиогенезом

Рисунок 5 – Результаты проведения пробы с эндотелийзависимой вазодилатацией в ответ на ацетилхолин 
на изолированном кольце грудной аорты животных с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE

Примечание: # – при р<0,05 в сравнении с контрольной группой животных (Polg-CRE)

Рисунок 3 – Влияние исследуемых соединений на относительную экспрессию маркеров воспаления
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На рисунке 2Б показано соотношение Bax/Bcl-2, 
характеризующее интегральную проапоптическую 
направленность клетки, чем оно выше, тем более 
выражена активация каскадов программируемой 
клеточной гибели. Из рисунка видно, что у живот-
ных с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE соотношение  
Bax/Bcl-2 статистически значимо повышается, а вве-
дение соединения с лабораторным шифром ЕР-11-1 
и исходного пептида pHBSP статистически значимо 
снижают соотношение Bax/Bcl-2 (рис. 2Б)

При изучении экспрессии группы воспалительных 
маркеров показано, что в контрольной группе живот-
ных с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE статистически 
значимо повышается экспрессия iNOS, ICAM-1, VCAM-1  
и E-селектина (рис. 3). Изучаемые соединения с ла-
бораторными шифрами EP-11-1, EP-11-2 и EP-11-3, 
более эффективно, чем исходный пептид pHBSP, 
снизили повышенную на фоне баллонной травмы 
экспрессию генов воспалительных маркеров iNOS, 
молекул межклеточной адгезии ICAM-1, VCAM-1 и 
E-селектина. Наиболее выраженный эффект был по-
лучен в группе с применением соединения ЕР-11-1 
(рис. 3).

Кроме того, исследуемые соединения с лабора-
торными шифрами ЕР-11-1, ЕР-11-2, ЕР-11-3 эффектив-
нее, чем исходный пептид pHBSP, снизили экспрессию 
факторов, связанных с ангиогенезом (рис. 4). Наибо-
лее эффективным в данном тесте, как и в большинстве 
ранее проанализированных данных, оказалось соеди-
нение с лабораторным шифром ЕР-11-1 (рис. 4). 

Рисунок 6 – Результаты проведения пробы с эндотелийнезависимой вазодилатацией  
в ответ на нитропруссид натрия на изолированном кольце грудной аорты животных  

с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE

Оценка функционирования сосудистого 
эндотелия на препаратах 
изолированных колец аорты
Изучение влияния исследуемых соединений и 

исходного пептида pHBSP на функционирование со-
судистого эндотелия проведено на изолированных 
сегментах грудной аорты мышей с генотипом Polgmut/

mut/Cdh5-CRE, получавших диету с высоким содержа-
нием жиров. Эндотелиальную функцию оценивали 
путем проведения эндотелийзависимой вазодила-
тации в ответ на ацетилхолин (АХ). Как показано на 
рисунке 5 эндотелийзависимая вазодилатация, ин-
дуцированная ацетилхолином, была значительно 
снижена у мышей с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE по 
сравнению с интактными мышами дикого типа. 

Важно отметить, что нарушение эндотелийза-
висимой вазодилатации, вызванной АХ у мышей 
с эндотелийспецифической гиперэкспрессией му-
тантного гена Polg, было восстановлено введением 
пептида с лабораторным шифром ЕР-11-1 и степень 
релаксации кольца аорты в данной группе статисти-
чески значимо отличалась от данного показателя в 
контрольной группе животных с генотипом Polgmut/

mut/Cdh5-CRE при введении ацетихолина в концентра-
циях 10-6М, 10-5М и 10-4М (рис. 5). Введение исходно-
го пептида pHBSP также привело к увеличению рас-
слабления сосуда в ответ на введение ацетилхолина 
в концентрациях 10-5М и 10-4М. Введение пептидов с 
лабораторными шифрами другого соединения-лиде-
ра ЕР-11-2 и ЕР-11-3 статистически значимо не влия-
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ло на степень ответа сегмента сосуда на ацетилхолин 
(рис. 5). 

В тоже время, при анализе результатов эндоте-
лийнезависимой вазодилатации в ответ на нитро-
пруссид натрия статистически значимых различий 
между экспериментальными группами не обнаруже-
но (рис. 6). 

ОБСУЖДЕНИЕ
Биологические эффекты рекомбинантного эри-

тропоэтина широки и многогранны, и большое вни-
мание исследователей привлекают его негематопо-
этические эффекты, в частности нас заинтересовало 
атеропротективное и эндотелиопротективное дей-
ствие. В исследованиях in vivo показано, что эритро-
поэтин уменьшает проявления ишемии и реперфузи-
онного повреждения кардиомиоцитов, что частично 
объясняется увеличением выработки оксида азота и 
острым ответом на повышение гематокрита. В этом 
же исследовании сообщается, что эритропоэтин опо-
средованная активация eNOS связана с передачей 
сигналов PI3K, а связанное с ЭПО снижение проявле-
ний ишемии кардиомиоцитов не наблюдается у мы-
шей с генотипом eNOS -/- [23]. Предполагается, что 
эритропоэтин индуцированная продукция оксида 
азота эндотелиоцитами опосредуется, в первую оче-
редь индукцией и активацией eNOS, особенно при 
пониженном содержании кислорода [24, 25]. Кроме 
того, у мышей с эктопической трансгенной экспрес-
сией ЭПО обнаружена повышенная активность eNOS 
и повышенный уровень NO в плазме, что предот-
вращает сердечно-сосудистые заболевания, такие 
как гипертония и тромбоэмболия, а ингибирование 
NO-синтазы приводит к сердечно-сосудистой патоло-
гии и смерти [3]. 

Ввиду известного ограничения применения ре-
комбинантного эритропоэтина в эритростимулиру-
ющих дозах, проблема поиска новых производных 
эритропоэтина, обладающих его тканезащитными 
свойствами, но не стимулирующих кроветворение, 
является актуальной в современной медицине и 
фармакологии. Пептиды, являющиеся агонистами 
гетерорецептора EpoR/CD131 запускают каскады ци-
топротекции, ассоциированные эритропоэтином, но 
не оказывают эритростимулирующее действие. В ра-
нее проведенных исследованиях продемонстриро-
вано, что пептид, имитирующий пространственную 
структуру цепи B эритропоэтина pHBSP оказывает 
выраженное эндотелиопротективное действие при 
моделировании L-NAME-индуцированной эндотели-
альной дисфункции у крыс [26, 27]. Однако, в этом 
исследовании нами также было показано протром-
ботическое действие HBSP. С учетом вышесказанного, 
очевидна необходимость дальнейших модификаций 
данной молекулы. На наш взгляд, модификация HBSP 
для улучшения его фармакокинетических и фармако-
динамических параметров может стать дальнейшим 

многообещающим развитием фармакотерапии сер-
дечно-сосудистых заболеваний на основе коротко-
цепочечных пептидов [28]. 

Поиск таких соединений может быть решен 
несколькими способами, включая присоединение 
аминокислотных мотивов с антикоагулянтными 
свойствами к аминокислотной последовательности 
или путем поиска групп родственных пептидов ис-
ходного соединения с помощью программы BLAST. 
На первом этапе исследования мы попробовали 
модернизировать исходную молекулу HBSP путем 
добавления трипептидных мотивов RGD, KGD и PGP, 
обладающих антиагрегантным действием. В резуль-
тате были получены принципиально новые соеди-
нения, сочетающие в себе цитопротективный [29] и 
антиагрегантный эффекты [30]. Также нами показа-
но, что используемые пептиды на основе эритропоэ-
тина способны улучшать функциональное состояние 
сосудистой стенки на фоне атеросклеротического 
поражения и оказывают угнетающее влияние на па-
тобиологические процессы, связанные с митохон-
дриальной дисфункцией. Кроме того, исследуемые 
пептиды обладают выраженным эндотелиопротек-
тивным действием на фоне моделирования оксида-
тивного стресса in vitro [20]. 

В данном исследовании мы изучили фармако-
логическую активность 3 пептидов, имитирующих 
а-спираль B эритропоэтина: EP-11-1 (UEHLERALNSS), 
EP-11-2 (UEQLERALNCS), EP-11-3 (UEQLERALNTS), по-
лученных путем поиска групп родственных пептидов 
к молекуле pHBSP с помощью программы BLAST. 

Для исследования нами выбрана линия живот-
ных, с эндотелиоспецифичной экспрессией мутантно-
го гена Polg. Полимераза гамма – фермент, который 
играет ключевую роль в репликации митохондри-
альной ДНК. Патология данного фермента приводит 
к включению «неправильных» нуклеотидов без по-
следующего исправления что вызывает митохондри-
альную дисфункцию с последующим увеличением 
выработки активных радикалов и повреждением 
клетки. Гомозиготные животные с системной мута-
цией Polg не выживают, поэтому в нашей работе мы 
использовали эндотелиоспецифичную экспрессию 
индуцируемого трансгена [20].

В используемой нами модели атеросклероз 
связан с травматическим воздействием на сосуд 
на фоне повреждения эндотелиоцитов вследствие 
дисфункции митохондрий. Проведенное исследо-
вание атеропротективной активности показало, что 
изучаемые пептиды, как и исходный пептид pHBSP, 
статистически значимо не влияют на гистологиче-
ское строение и размер атеросклеротической бляш-
ки на выбранной модели патологии. Максимальное 
уменьшение размера атеросклеротической бляш-
ки, установленное в группе животных, получавших 
ЕР-11-1, которое, однако, не носило статистически 
значимого характера. Возможно, в дальнейшем 
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следует изучить влияние полученных соединений 
лидеров на гистологическое строение и размер ате-
росклеротических бляшек на модели атерогенеза, 
не связанной с физическим повреждением эндоте-
лия. 

С использованием молекулярно-биологическо-
го анализа тканей сформированной атеросклеро-
тической бляшки было обнаружено, что изучаемые 
пептиды EP-11-1 и EP-11-2 статистически значимо 
снижают экспрессию проапоптических факторов p53 
и Bax, а также увеличивают экспрессию антиапоп-
тического фактора Bcl-2. При расчете соотношения 
экспрессии Bax к Bcl-2 обнаружено что у животных 
с генотипом Polgmut/mut/Cdh5-CRE соотношение Bax/
Bcl-2 статистически значимо повышается более чем 
в 3 раза, а введение соединения с лабораторным 
шифром ЕР-11-1 и исходного пептида pHBSP стати-
стически значимо снижают соотношение Bax/Bcl-2 
на 57,2 и 56,4% соответственно. Полученные данные 
согласуются с результатами других исследований, по-
казывающих, что введение эритропоэтина в течение 
10 недель заметно снижает соотношение белка Bax/
Bcl-2 в аорте мышей с дефицитом аполипопротеина 
E, получавших диету с высоким содержанием жиров 
[31]. Наряду с антиапоптическим действием, изучае-
мые соединения с лабораторными шифрами EP-11-1, 
EP-11-2 и EP-11-3, более эффективно, чем исходный 
пептид pHBSP, снизили повышенную на фоне бал-
лонной травмы экспрессию гена, кодирующего iNOS 
и снизили экспрессию генов и белков молекул меж-
клеточной адгезии ICAM-1, VCAM-1 и E-селектина. 
При этом максимальная эффективность обнаружена 
в группе животных, получавших пептид с лаборатор-
ным шифром ЕР-11-1. Противовоспалительное дей-
ствие эритропоэтина и его дериватов широко извест-
но и изучено [32] и наше исследование подтвердило 
сохранение этого вида активности у дериватов, ими-
тирующих цепь B эритропоэтина. 

При проведении исследования фармакологиче-
ской активности пептидов на изолированных сегмен-
тах легочной аорты в группе животных с генотипом 
Polgmut/mut/Cdh5-CRE обнаружено, что эндотелийза-
висимая вазодилатация, индуцированная ацетил-
холином, была значительно снижена (70,8% при 
концентрации ацетихолина 10-4 М) по сравнению с 
интактными мышами дикого типа (49,2% при кон-
центрации ацетихолина 10-4 М). Применение пепти-
да ЕР-11-1 привело к восстановлению эндотелийза-
висимой вазодилатации, вызванной ацетилхолином 
в концентрациях 10-6М, 10-5М и 10-4М у мышей с 

эндотелийспецифической гиперэкспрессией мутант-
ного гена Polg. Введение исходного пептида pHBSP 
также привело к увеличению расслабления сосуда 
в ответ на введение ацетилхолина в концентрациях 
10-5М и 10-4М. Введение пептидов с лабораторными 
шифрами другого соединения-лидера ЕР-11-2 и ЕР-
11-3 статистически значимо не влияло на степень 
ответа сегмента сосуда на ацетилхолин. Обращает 
на себя внимание тот факт, что мы не обнаружили 
изменений в реакции эндотелийнезависимой вазо-
дилатации ни в одной из экспериментальных групп. 
Указанный факт доказывает, что тканезащитный эф-
фект изученных в настоящем исследовании пептидов 
включает нормализацию функции сосудистого эндо-
телия и обуславливает выраженную эндотелиопро-
тективную активность соединений. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На первом этапе поиска новых производных 

эритропоэтина, обладающих тканезашитными свой-
ствами без проявления гемопоэтической активности 
мы модернизировали исходный пептид HBSP путем 
добавления трипептидных мотивов RGD, KGD и PGP. 
Полученные соединения сочетали в себе цитопро-
тективный и антиагрегантный эффекты, обладали 
эндотелиопротективной активностью и были спо-
собны защищать сосудистую стенку от атеросклеро-
тического поражения. В настоящем исследовании 
мы проверили второй пул соединений – произво-
дных пептида HBSP с лабораторными шифрами EP-
11-1 (UEHLERALNSS), EP-11-2. (UEQLERALNCS), EP-11-
3 (UEQLERALNTS)., полученных путем поиска групп 
родственных пептидов к молекуле pHBSP с помощью 
программы BLAST. В исследовании, проведенном на 
мышиной модели эндотелиоспецифичной экспрес-
сии мутантного гена Polg нами показано, что наибо-
лее активное соединение с лабораторным шифром 
EP-11-1 обладает более выраженной, чем исходный 
пептид pHBSP, атеропротективной и эндотелиопро-
тективной активностью. 

Результаты настоящего исследования, в совокуп-
ности с ранее полученными данными, характеризую-
щими фармакологическую активность производных 
pHBSP, полученных путем добавления трипептидных 
мотивов RGD, KGD и PGP к исходной молекуле, дока-
зывают эффективность и раскрывают перспективы 
дальнейшего использования рассматриваемых под-
ходов к поиску новых пептидов – дериватов эритро-
поэтина, обладающих тканезащитными свойствами 
и не оказывающих гемопоэтического действия.
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Цель. Исследование влияния фактора протекания реакции гликирования бычьего сывороточного альбумина (БСА) 
глюкозой и фактора присутствия в среде реакции гликирования катионов d-металлов (никель (II), кобальт (II), железо 
(II), железо (III), медь (II) или цинк (II)) на процесс агрегации и амилоидной трансформации БСА. Установление влия-
ния указанных катионов на интенсивность образования конечных продуктов реакции гликирования (КПГ) и интенсив-
ность флуоресценции аминокислот тирозин и триптофан. 
Материалы и методы. Реагенты в реакции гликирования: глюкоза (в конечной концентрации 0,36 М), БСА (в конеч-
ной концентрации 1 мг/мл), деионизированная вода, один из катионов d-металлов, а именно никель (II), кобальт (II), 
железо (II), железо (III), медь (II) или цинк (II) (в виде соли хлорида, сульфата или нитрата, в конечной концентрации 40 
мкМ). Условия протекания реакции гликирования: инкубация 24 ч при температуре 60°С. Исследовано влияние двух 
факторов (фактор протекания гликирования и фактор присутствия иона d-металла в реакционной среде) на концен-
трацию КПГ, образуемых в ходе реакции гликирования, на интенсивность флуоресценции аминокислот триптофан и 
тирозин, на агрегацию БСА и на способность БСА к амилоидной трансформации в описанных условиях. 
Результаты. Установлено, что исследуемые факторы статистически значимо влияют на рассматриваемые параметры. 
Наивысшая активность установлена для иона меди (II), который интенсифицирует образование КПГ в пробах, где про-
текает гликирование, снижает интенсивность флуоресценции аминокислот триптофан и тирозин (самостоятельно и 
усиливая эффект на фоне гликирования), вызывает агрегацию БСА (самостоятельно и усиливая эффект на фоне гли-
кирования), вызывает амилоидную трансформацию БСА (самостоятельно и усиливая эффект на фоне гликирования). 
Наименее выражены перечисленные эффекты были в реакционных средах с добавлением никеля (II) или кобальта 
(II). Данные катионы снижают интенсивность образования КПГ, не вызывают образования белковых агрегатов. В при-
сутствии глюкозы никель (II) слабо подавляет интенсивность флуоресценции триптофана и тирозина, незначитель-
но усиливает амилоидную трансформацию БСА. Кобальт (II) незначительно подавляет амилоидную трансформацию 
БСА. Катионы железа (II), железа (III) и цинка (II) по выраженности и характеру эффектов занимают промежуточное по-
ложение между медью (II) с одной стороны, и никелем (II) и кобальтом (II) с другой стороны, в разной степени сочетая 
влияние на образование КПГ, интенсивность флуоресценции триптофана и тирозина, агрегацию и амилоидную транс-
формацию БСА. В отсутствии глюкозы способность цинка (II) вызывать образование белковых агрегатов оказалась 
наивысшей, а его способность стимулировать амилоидную трансформацию БСА соответствовала таковой у меди (II).
Заключение. Присутствие катионов d-металлов влияет на интенсивность образования КПГ в реакции гликирования, 
влияет на интенсивность амилоидной трансформации БСА и на образование агрегатов белка. В ряду таких ионов, как 
никель (II), кобальт (II), железо (II), железо (III), медь (II) и цинк (II), ионы меди (II) оказались наиболее активными по 
способности ускорять образование КПГ, подавлять флуоресценцию триптофана и тирозина, усиливать агрегацию и 
амилоидную трансформацию БСА в реакции гликирования. Наименьшая выраженность указанных свойств отмечает-
ся для ионов никеля (II) и кобальта (II).  
Ключевые слова: конечные продукты гликирования; гликирование; агрегация белка; амилоидная трансформация; 
d-металл
Список сокращений: КПГ – конечные продукты гликирования; БСА – бычий сывороточный альбумин; РКПГ – рецептор 
к конечным продуктам гликирования; ThT – тиофлавин Т
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The aim of the research is to investigate the influence of the factor of the glycation behavior of bovine serum albumin (BSA) 
by glucose, and the factor of d-metal cations (nickel (II), cobalt (II), iron (II), iron (III), copper (II) or zinc (II)) presence, on the 
process of aggregation and the amyloid transformation of BSA and, therefore, to establish the effect of these cations on the 
rate of the formation of advanced glycation end products (AGEs), and the intensity of fluorescence of the amino acids tyro-
sine and tryptophan.
Materials and methods. Reagents in the glycation are: glucose (at the final concentration of 0.36 M), BSA (at the final concen-
tration of 1 mg/ml), deionized water, one of the d-metal cations, i. e. nickel (II), cobalt (II), iron (II), iron (III), copper (II) or zinc (II) 
(in the form of chloride, sulfate or nitrate salts, at the final concentration of 40 μM). The conditions for the glycation reaction are 
the incubation for 24 hours at the temperature of 60°C. The influence of two factors (the factor of the glycation reaction and the 
factor of a d-metal ion presence in the reaction medium) on the concentration of glycation end products (AGEs) formed during 
the glycation reaction, on the fluorescence intensity of the amino acids tryptophan and tyrosine, on the aggregation of BSA, and 
on the ability of BSA to the amyloid transformation under the described conditions, have been studied.
Results. It was found out that the studied factors have a statistically significant effect on the considered parameters. The 
highest activity was found for the copper ion (II), which intensifies the formation of the AGEs in the samples where glycation 
occurs, reduces the fluorescence intensity of the amino acids’ tryptophan and tyrosine (independently and increasing the 
effect against the background of glycation). Besides, it independently causes the aggregation of BSA hereby intensifying the 
effect against the background of glycation, it independently causes the amyloid transformation of BSA enhancing the effect 
against the background of glycation. The above-listed effects were the least pronounced in the reaction media with the ad-
dition of nickel (II) or cobalt (II). These cations reduce the rate of the AGEs formation, do not cause the formation of protein 
aggregates. In the presence of glucose, nickel (II) weakly suppresses the fluorescence intensity of tryptophan and tyrosine, 
and slightly enhances the amyloid transformation of BSA. Cobalt (II) slightly inhibits the amyloid transformation of BSA. In 
terms of the severity and nature of the effects, the iron (II), iron (III) and zinc (II) cations occupy an intermediate position 
between copper (II), on the one hand, and nickel (II) and cobalt (II), on the other hand, combining the influence on the AGEs 
formation, the intensity of fluorescence of tryptophan and tyrosine, the aggregation and amyloid transformation of BSA. In 
the absence of glucose, the ability of zinc (II) to induce the formation of protein aggregates turned out to be the highest, and 
its ability to stimulate the amyloid transformation of BSA corresponded to that of copper (II).
Conclusion. The presence of d-metal cations affects the rate of the AGEs formation in the glycation reaction, affects the rate 
of the BSA amyloid transformation and the protein aggregates formation. Among such ions as nickel (II), cobalt (II), iron (II), 
iron (III), copper (II) and zinc (II), copper (II) ions turned out to be the most active in their ability to accelerate the AGEs for-
mation, suppress the fluorescence of tryptophan and tyrosine, enhance the aggregation and amyloid transformation of BSA 
in the glycation reaction. The least manifestation of these properties is observed for nickel (II) and cobalt (II) ions.
Keywords: advanced glycation end products; glycation; protein aggregation; amyloid transformation, d-metal
Abbreviations: AGEs – advanced glycation end products; BSA – bovine serum albumin; RAGEs – Receptor for advanced gly-
cation end products; ThT – thioflavine Т

ВВЕДЕНИЕ
Неферментативное гликирование служит источ-

ником образования токсичных конечных продуктов 
гликирования (КПГ). КПГ представляют собой группу 
молекул числом более 20 [1, 2], различных по своим 
свойствам, включая способность к аутофлуоресцен-
ции и образованию поперечных сшивок. КПГ являют-
ся важными патогенетическими факторами развития 
когнитивных нарушений (диабетическая энцефалопа-

тия, конформационные болезни мозга) [3–6]. Структу-
ры некоторых КПГ представлены на рисунке 1.

КПГ вовлечены в патогенез когнитивных наруше-
ний с помощью различных механизмов. В культуре 
гиппокампальных нейронов КПГ вызывали апоптоз, 
повышали продукцию проапоптотического белка Bax  
и ацетилхолинэстеразы, снижали уровень антиапоп- 
тотического белка Bcl-2, глутатионпероксидазы, су- 
пероксиддисмутазы и холинацетилтрансферазы, уве-
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личивали концентрацию малонового диальдегида и 
др. [7]. КПГ способны активировать рецептор к КПГ 
(РКПГ). Предполагается, что РКПГ связывает патоге-
незы сахарного диабета и болезни Альцгеймера [8]. 
РКПГ может быть активирован белком Aβ [9] и при-
нимает участие в его интранейрональном транспорте 
из крови [10]. Активация РКПГ может приводить к раз-
витию нейронального окислительного стресса [11]. В 
условиях, если амилоидные пептиды гликированы, то 
их РКПГ-опосредованное действие может усиливаться 
[12]. По этим причинам целесообразно рассматривать 
амилоидную трансформацию и гликирование белков 
как патогенетически связанные процессы. 

Помимо рецептор-опосредованной связи, КПГ спо-
собны напрямую влиять на амилоидную трансформа-
цию белков. Модифицируя боковые цепи аминокислот 
и N-концевой остаток некоторых белков, КПГ могут 
повлечь изменение поверхностного заряда белка, из-
менение его гидрофобных свойств и, как следствие, 
привести к амилоидной трансформации [13]. Предпо-
лагается, что гликирование способствует стабилизации 
протофибриллярных структур, а способность КПГ к по-
перечному сшиванию белков позволяет формировать 
из амилоидных агрегатов более крупные конгломера-
ты [13, 14]. В определенных условиях гликирование за-
медляет формирование зрелых амилоидных фибрилл, 
однако это связано с продлением срока существования 
цитотоксичных олигомерных форм [15, 16]. Олигомер-
ные формы амилоида способны разрушать мембраны 
клеток, приводя к дисбалансу кальция, вызывать дис-
функцию митохондрий, напрямую взаимодействовать 
с мембранными белками, приводя к изменению их на-
тивного состояния [14]. Таким образом, как ускорение, 
так и замедление амилоидной трансформации на фоне 
гликирования имеет негативные последствия, что дела-
ет актуальной задачу изучения влияния гликирования 
на данный процесс. 

Протекание реакций гликирования зависит от 
многих факторов, в частности, от присутствия ионов 
d-металлов в следовых концентрациях (включая пере-
ходные металлы и близкие к ним по свойствам), при-
сутствия активных форм кислорода и др. [17, 18]. К пе-
реходным металлам относятся химические элементы, 
чьи атомы имеют частично заполненный d-подуровень 
или способные образовывать катионы с неполностью 
заполненным d-подуровнем (IUPAC1). К металлам, 
близким по свойствам к переходным (некоторые из 
них иногда именуются пост-переходными) относится 
подгруппа цинка и сам цинк. Многие свойства цинка 
идентичны таковым переходных металлов, однако 
d-орбитали его заполнены2. В значительной степени 

1 IUPAC. Compendium of Chemical Terminology, 2nd ed. (the «Gold 
Book»). Compiled by A.D. McNaught and A. Wilkinson. Blackwell 
Scientific Publications, Oxford (1997). Online version (2019-) created 
by S. J. Chalk. DOI: 10.1351/goldbook.
2 General Properties of Transition Metals. (2020, December 7). 
Retrieved: June 28, 2021. [Электронный ресурс]. URL: https://chem.
libretexts.org/@go/page/24341.

биологическая роль переходных металлов обуславли-
вается наличием незавершенного d-подуровня и того, 
как этот подуровень заполнен электронами, так как 
это, свою очередь, определяет склонность конкретно-
го переходного металла к образованию тех или иных 
химических связей и их устойчивость. Кроме того, 
электронная конфигурация d-подуровня обуславлива-
ет наличие специфических устойчивых степеней окис-
ления, и, как следствие, окислительно-восстановитель-
ные свойства самого металла и его ионов [19]. Было 
установлено, что способность к изменению степени 
окисления является важным свойством, благодаря 
которому некоторые переходные металлы способны 
стимулировать протекание гликирования [20, 21]. Так, 
в реакциях гликирования медь (II) восстанавливается 
до меди (I), а кислород преобразуется в супероксид-а-
нион при участии перекиси водорода, источником ко-
торой служат некоторые этапы гликирования. После 
этого ионы меди (I) окисляются до меди (II), катализи-
руя разложение перекиси водорода до гидроксил-ра-
дикала [20]. Следует отметить, что d-металлы (цинк, 
железо, медь и др.) вовлечены в патогенез конформа-
ционных болезней мозга и по независимым от глики-
рования механизмам, связанным как с прямым дей-
ствием иона на белок (поперечное сшивание остатков 
тирозина и др.), так и опосредованно, через влияние 
на активность ферментов (секретазы и др.) [22–25, 10]. 
Таким образом, патогенетически связанными оказы-
ваются реакция гликирования, амилоидная трансфор-
мация белков, и активность ионов d-металлов, способ-
ных влиять на оба указанных процесса. 

Амилоидная трансформация белка может быть 
смоделирована с помощью бычьего сывороточного 
альбумина (БСА) [26, 27]. БСА склонен к усиленному 
образованию β-листов и протеканию амилоидной 
трансформации при физико-химическом воздей-
ствии (например, при нагревании), что обуславлива-
ет его частое использование в качестве модельного 
белка при изучении процессов амилоидной транс-
формации [28]. При температуре, пограничной для 
инициации амилоидной агрегации БСА, появляется 
возможность оценить способность изучаемого фак-
тора ускорить или замедлить течение агрегации и 
амилоидной трансформации.

Интерес представляет сравнительное исследование 
способности ионов d-металлов влиять на интенсивность 
образования КПГ в реакции гликирования, а также их 
способность стимулировать или подавлять образование 
амилоидных и неамилоидных агрегатов белка на фоне 
реакции гликирования и независимо от нее. 

ЦЕЛЬ. Оценить сочетанное и независимое влия-
ние фактора протекания реакции гликирования БСА 
и фактора присутствия в реакционной среде катио-
нов d-металлов, а именно никеля (II), кобальта (II), 
железа (II), железа (III), меди (II) или цинка (II), на 
процесс трансформации БСА в агрегаты амилоидной 
и неамилоидной природы. Оценить влияние указан-
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ных факторов на интенсивность флуоресценции ами-
нокислот триптофан и тирозин. Оценить способность 
указанных катионов d-металлов влиять на интенсив-
ность образования КПГ в реакции гликирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Моделирование реакции гликирования
Субстрат гликирования – БСА (фракция V, 1 мг/

мл, Химмед, Россия); гликирующий агент – глюкоза 
(0,36 М, Вектон, Россия); среда протекания реакции – 
деионизированная вода (рН 6,2, деионизатор Milli-Q, 
Германия) с добавлением одного из катионов пере-
ходных металлов, а именно никеля (II), кобальта (II), 
железа (II), железа (III), меди (II) или цинка (II) в конеч-
ной концентрации 40 мкМ в виде солей NiSO4•7H2O, 
Co(NO3)2•6H2O, FeSO4, FeCl3•6H2O, CuSO4•5H2O или 
ZnSO4•7H2O соответственно (или без них). Изучаемая 
концентрация солей металлов выбрана на основе 
ранее настроенной модели гликоксидации БСА глю-
козой в присутствии CuSO4•5H2O, с модификациями 
[29, 30]. Интерес к сравнительному исследованию 
активностей d-металлов определяет необходимость 
их изучения в равных концентрациях. В организме 
концентрации изучаемых металлов вариабельны. Так, 
физиологические концентрации меди и цинка в сыво-
ротке здоровых людей составляют ~1 мг/л (~15,7 мкМ 
и ~15,3 мкМ соответственно) [31, 32]. В то же время со-
общается о значительно более высокой концентрации 
меди в амилоидных бляшках при болезни Альцгейме-
ра (~400 мкМ) [10, 25]. При нейрональной активности 
цинк высвобождается в синаптическую щель и может 
достигать концентрации 300 мкМ [25]. По указанным 
причинам отобранная концентрация (40 мкМ) являет-
ся компромиссной по отношению к широкому разбро-
су концентраций d-металлов в организме в норме и 
патологии, и в большей степени связана с установлен-
ной ранее активностью катиона меди (II). 

Условия протекания реакции: температура 60°С, 
длительность инкубации: 24 часа. Указанные условия 
отобраны на основе данных литературы [33], сви-
детельствующих о том, что воздействие указанной 
температуры на БСА (автор использует трис-буфер с 
содержанием NaCl) благоприятно для трансформа-
ции α-спиралей белка в β-листы (чего может не про-
исходить при более низких температурах), при этом 
с повышением температуры процесс трансформации 
интенсифицируется. В другом исследовании показа-
но, что агрегации БСА при воздействии данной тем-
пературы не происходит (для БСА в Na-фосфатном 
буферном растворе) [34].

Определение конечных продуктов 
гликирования и интенсивности флуоресценции
аминокислот триптофан и тирозин
После инкубации аликвоты образцов (200 мкл) 

вносили в 96-луночный плоскодонный черный план-
шет, определяли интенсивность флуоресценции проб 

при длинах волн возбуждения/испускания, специ-
фичных для следующих КПГ: пентозидин (335/385 
нм), весперлизин С (345/405 нм), весперлизины А и 
В (366/442 нм), кросслайн (379/463 нм) [35], а также 
измеряли интенсивность флуоресценции при длинах 
волн возбуждения, превышающих 400 нм (440/520 
нм) [36]. Имеются сведения о том, что флуоресци-
рующий при длинах волн возбуждения/испускания 
440/520 нм продукт (или продукты), относится к КПГ 
и способен образовывать поперечные сшивки бел-
ков [37]. Помимо КПГ определяли интенсивность 
флуоресценции аминокислот триптофан и тирозин, 
при длинах волн возбуждения/испускания 295/335 
нм, более специфичных для триптофана, и 270/330 
нм, характерных для обеих аминокислот (спектро-
флуориметр Infinite М200 Pro, TECAN, Австрия) [38-
40]. Оценка влияния гликирования и действия ионов 
d-металлов на флуоресценцию данных аминокислот 
информативна ввиду чувствительности показателя 
интенсивности их флуоресценции к изменению кон-
формации белка и гликированию их аминокислотно-
го окружения [41, 42]. Кроме этого, катионы меди (II) 
способствуют формированию дитирозиновых сши-
вок, что имеет значение для патогенеза болезни Аль-
цгеймера [43], и в результате чего флуоресцентные 
характеристики тирозина изменяются. Нельзя ис-
ключить и возможности изменения флуоресценции 
при окислении триптофана и/или тирозина, а также 
активации тирозина и его прямого взаимодействия с 
продуктами реакции при гликировании его окруже-
ния [44, 42]. Это делает определение флуоресценции 
данных аминокислот актуальным для настоящего ис-
следования, и позволяет косвенно отмечать измене-
ния в протекании как гликирования, так и агрегации 
белка. 

Исследование агрегации 
и амилоидной трансформации белков
В исследовании с применением спектрофотоме-

трии дана оценка интенсивности образования белко-
вых агрегатов и проведено спектрофлуориметриче-
ское определение их амилоидной принадлежности в 
реакции с тиофлавином Т (ThT). Спектрофотометри-
ческое детектирование агрегатов БСА проведено по 
приросту оптической плотности при длине волны 405 
нм [45] в аликвотах 200 мкл в 96-луночном плоско-
донном прозрачном планшете (спектрофлуориметр 
Infinite М200 Pro, TECAN, Австрия). В исследовании 
[45] показано, что оптическая плотность при данной 
длине волны прямо пропорциональна степени агре-
гации. Подтверждение амилоидной принадлежно-
сти агрегатов проведено в реакции с ThT (Sigma Al-
drich, США), в конечной концентрации ThT 20 мкМ 
[46], путем определения интенсивности флуоресцен-
ции проб при длинах волн возбуждения/испускания 
450/482 нм (спектрофлуориметр Infinite М200 Pro, 
TECAN, Австрия). 

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-306-317



310

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 9, Выпуск 4, 2021

Статистический анализ данных
С целью определения вклада каждого фактора 

(как фактора протекания реакции гликирования, так 
и фактора присутствия иона металла) статистическая 
обработка данных проведена с применением двух-
факторного вариационного анализа с последующим 
множественным сравнением групп данных «все со 
всеми» по Тьюки, при уровне значимости р≤0,05 
(GraphPad Prism 9). Корреляционный анализ прове-
ден с применением метода ранговой корреляции по 
Спирмену (GraphPad Prism 9). Результаты представ-
лены как среднее значение с учетом стандартной 
ошибки (M ± SEM). 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анализ интенсивности флуоресценции 
триптофана и тирозина
В результате анализа влияния исследуемых фак-

торов на интенсивность флуоресценции триптофана 
и тирозина установлено, что более значимый вклад 
в изменение параметра вносят катионы металлов. 
Для катионов меди (II), железа (II), железа (III) и цин-
ка (II) отмечена способность оказывать действие не-
зависимо от присутствия глюкозы (снижение интен-
сивности флуоресценции аминокислот триптофан и 
тирозин отмечено не только в гликированных, но и 
в безглюкозных пробах) (табл.1). В то же время, не 
выявлено различий при сравнении интенсивности 
флуоресценции триптофана и тирозина в гликиро-
ванных пробах, не содержащих металлов, с интен-

сивностью флуоресценции соответствующих негли-
кированных проб (в которых присутствует только 
БСА). Несмотря на отсутствие собственного влияния 
реакции гликирования на интенсивность флуорес-
ценции аминокислот, для некоторых металлов уста-
новлено, что они усиливают имеющуюся у них спо-
собность подавлять флуоресценцию аминокислот 
в присутствии глюкозы, что говорит о значимости 
фактора гликирования. Так статистически значимое 
снижение интенсивности флуоресценции трипто-
фана и тирозина в глюкоза-содержащих пробах (в 
сравнении с соответствующими пробами без глюко-
зы) отмечено для случаев протекания гликирования 
в присутствии катионов меди (II) (при длинах волн 
возбуждения/испускания 270/330 нм и 295/335 нм), 
железа (II) (при длинах волн возбуждения/испуска-
ния 270/330 нм) и цинка (II) (при длинах волн воз-
буждения/испускания 270/330 нм). Таким образом, 
указанные катионы оказались способными к усиле-
нию своего действия в присутствии глюкозы. В отно-
шении кобальта (II) эффект снижения флуоресцен-
ции тирозина и триптофана в присутствии глюкозы 
при сравнении с пробами без глюкозы не просле-
живался. В присутствии никеля (II) данный эффект 
был слабым (наблюдались различия интенсивности 
флуоресценции гликированных проб, содержащих 
никель (II), с гликированными пробами без метал-
лов, но отсутствовали статистически значимые раз-
личия сигналов от гликированных и безглюкозных 
проб, содержащих никель (II)).

Рисунок 1 – Структуры различных конечных продуктов гликирования
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Таблица 2 – Влияние исследуемых факторов на образование агрегатов БСА,  
оптическая плотность проб при длине волны 405 нм, абсолютные значения (M ± SEM)

Фактор 
глюкозы

Фактор катиона металла

Нет Никель (II) Кобальт (II) Железо (II) Медь (II) Железо (III) Цинк (II)

Глюкоза 0,06±0,0004 0,06±0,0006 0,06±0,0020 0,19±0,0021
****####

1,08±0,0122
****####

0,37±0,0188
****

0,65±0,0236
****####

Без
глюкозы 0,05±0,0004 0,06±0,0007 0,05±0,0007 0,06±0,0007 0,18±0,0036

****
0,4±0,0090

****
1,02±0,0180

****

Примечание: уровень значимости р при сравнении с соответствующими пробами без металла (**** соответствует p˂0,0001; *** соот-
ветствует p˂0,001; ** соответствует p˂0,01; * соответствует p˂0,05). Уровень значимости р при сравнении с соответствующими пробами 
без глюкозы: #### соответствует p˂0,0001; ### соответствует p˂0,001; ## соответствует p˂0,01; # соответствует p˂0,05 (two-way ANOVA, 
пост-тест Тьюки

Таблица 3 – Влияние исследуемых факторов на амилоидную трансформацию БСА,  
интенсивность флуоресцентной эмиссии ThT при длинах волн возбуждения/испускания 450/482 нм,  

абсолютные значения (M ± SEM)

Фактор 
глюкозы

Фактор катиона металла

Нет Никель (II) Кобальт (II) Железо (II) Медь (II) Железо (III) Цинк (II)

Глюкоза 6051,0±320,2
####

7954,2±391,5
*####

5740,8±283,3
####

6083,4±241,7
####

18277,3±792,1
****#

2704,8±190,4
****####

13415,2±238,7
****####

Без 
глюкозы 11693,8±280,2 13841,6±109,3

**
9695,4±132,0

** 10887,6±157,8 16304,8±335,2
****

7266,0±257,3
****

17900,0±672,5
****

Примечание: уровень значимости р при сравнении с соответствующими пробами без металла (**** соответствует p˂0,0001; *** соот-
ветствует p˂0,001; ** соответствует p˂0,01; * соответствует p˂0,05). Уровень значимости р при сравнении с соответствующими пробами 
без глюкозы (#### соответствует p˂0,0001; ### соответствует p˂0,001; ## соответствует p˂0,01; # соответствует p˂0,05 (two-way ANOVA, 
пост-тест Тьюки).

Влияние d-металлов на интенсивность
образования КПГ в реакции гликирования
Интенсивность флуоресценции при длинах волн, 

характерных для различных КПГ, отражает интен-
сивность протекания реакции гликирования. Как и 
ожидалось, во всех случаях в глюкоза-содержащих 
пробах установлен прирост интенсивности флуорес-
ценции КПГ в сравнении с соответствующими проба-
ми без глюкозы (табл.1). Однако обращают на себя 
внимание различия в характере и степени влияния 
катионов d-металлов на реакцию гликирования. 
При сравнении интенсивностей флуоресценции КПГ 
металлсодержащих проб, в которых протекало гли-
кирование, с показателями соответствующих проб 
без металлов установлено, что только катионы меди 
(II) (при всех длинах волн возбуждения/испускания, 
кроме 335/385 нм) и цинка (II) (при длинах волн воз-
буждения/испускания 440/520 нм) обладали способ-
ностью усиливать образование КПГ. Остальные ме-
таллы, напротив, или со статистической значимостью 
препятствовали нарастанию флуоресценции при 
длинах волн, характерных для КПГ, или не изменяли 
значений показателя. При длинах волн, характерных 
для пентозидина (335/385 нм), ни один металл не 
оказался способным интенсифицировать образова-
ние КПГ в сравнении с пробами без металлов. В то же 
время никель (II), кобальт (II), железо (II) и железо (III) 
оказались способными снижать интенсивность сиг-
нала, определяемого на данных длинах волн. Уста-
новленная активность позволяет выделить медь (II) 
и цинк (II) в разряд d-металлов, способных ускорять 

протекание гликирования в описываемых условиях. 
Совокупные результаты представлены в таблице 1.

В отсутствии глюкозы незначительный прирост 
флуоресценции наблюдался при действии на альбу-
мин катионов меди (II) (при длинах волн возбужде-
ния/испускания 379/463 нм) и цинка (II) (при длинах 
волн возбуждения/испускания 345/405 нм, 366/442 
нм, 379/463 нм и 440/520 нм). Частично подобный 
эффект, как и способность железа (III) снижать интен-
сивность флуоресценции при длинах волн возбужде-
ния/испускания, характерных для КПГ, может быть 
связан с действием на остаточные количества глюко-
зы, присутствие которой, вероятно, объяснимо тех-
нологией получения альбумина. В то же время, было 
показано, что в идентичной тест-системе присутствие 
катионов цинка также ведет к появлению флюорес-
ценции при длинах волн 320/438 нм, обусловленной 
координированием (или комплексованием) катио-
нов цинка аминокислотными остатками в различных 
сайтах альбумина [47], что в нашем случае позволя-
ет предположить формирование координационных 
структур, аналогичных ранее описанным в работе 
Wu F.-Y. и соавторов [47]. В случае меди возможность 
ее взаимодействия с остатком лизина с образовани-
ем продукта, флуоресцирующего при длинах волн 
370/440 нм, рассмотрена в работе Zhang M. и соав-
торов [48]. Приведенные сведения не исключают 
возможности образования иных продуктов, связан-
ных со специфическим воздействием иона металла 
на белок и значимых для рассматриваемых в статье 
патогенезов.
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Влияние d-металлов на агрегацию 
и амилоидную трансформацию БСА
Из данных литературы известно, что катионы пе-

реходных металлов (медь (II), железо (III)) способны 
стимулировать амилоидную трансформацию белков 
[10, 49]. Интерес представляет изучение влияния ре-
акции гликирования на данное свойство металлов. 
Исследование оптической плотности реакционной 
среды при длине волны 405 нм используется для 
оценки кинетики образования белковых агрегатов 
при моделировании амилоидной трансформации 
[45]. Полученный в ходе настоящего исследования 
результат подтверждает способность некоторых из 
исследованных d-металлов (в ходе реакции гликиро-
вания и/или независимо) стимулировать агрегацию 
БСА. Результаты представлены в таблице 2.

Рассматривая собственную (независимую от гли-
кирования) способность исследуемых d-металлов 
вызывать агрегацию БСА, следует отметить, что ак-
тивность металлов можно расположить по возраста-
нию: никель (II) (не активен) = кобальт (II) (не акти-
вен) = железо (II) (не активен) ˂ медь (II) ˂ железо (III) 
˂ цинк (II) (табл. 2).

Протекание гликирования в среде без металлов 
не приводило к статистически значимой агрегации 
БСА. При этом гликирование влияло на способность 
некоторых катионов вызывать агрегацию БСА. Катио-
ны никеля (II) и кобальта (II) не вызывали агрегации 
БСА ни самостоятельно, ни в присутствии глюкозы. 
Способность усиливать агрегацию БСА только в при-
сутствии глюкозы, но не без нее, установлена для ка-
тионов железа (II). Для меди (II), железа (III) и цинка 
(II) агрегация БСА наблюдалась как в отсутствии глю-
козы (вследствие собственной активности), так и при 
действии катионов на фоне реакции гликирования. В 
случае меди (II) интенсивность агрегации была выше 
в пробах с глюкозой, для железа (III) – результат 
одинаков для глюкоза-содержащих и безглюкозных 
проб, а в случае цинка (II) интенсивность агрегации 
была выше в пробах, не содержавших глюкозы.

Для исследованных катионов металлов наблю-
дается рассогласование между способностью влиять 
на образование КПГ в реакции гликирования и спо-
собностью стимулировать агрегацию БСА. Так, в при-
сутствии глюкозы железо (II) и железо (III), вызывая 
агрегацию (табл. 2), не стимулируют образование 
КПГ (табл.1). Способность этих катионов к агрегации 
БСА не зависит от образования КПГ, а в случае желе-
за (II) – не зависит от образования КПГ, но очевидно 
связана с присутствием глюкозы. В то же время при 
проведении корреляционного анализа по Спирме-
ну установлена статистически значимая обратная 
корреляция между способностью ионов металлов 
агрегировать БСА в гликированных пробах и интен-
сивностью флуоресценции аминокислот тирозин и 
триптофан, при длинах волн 270/330 нм, специфич-
ных для обеих аминокислот (r = –0,85, p = 0,03), и 
295/335 нм, более специфичных для триптофана (r = 
–0,93, p = 0,01).

Параллельно изучению агрегации БСА, пробы 
были исследованы на предмет амилоидной при-
надлежности агрегатов в реакции с тиофлавином Т 
(ThT) – амилоид-специфичным агентом. Обращает 
на себя внимание более выраженная амилоидная 
трансформация БСА в безглюкозных пробах по срав-
нению с глюкоза-содержащими во всех случаях, кро-
ме протекания реакции в присутствии меди (II). Медь 
(II) стимулирует амилоидную трансформацию БСА в 
присутствии глюкозы интенсивнее, чем без нее (табл. 
3). В отношении остальных металлов и реакционной 
среды без таковых равномерно повышенная интен-
сивность флуоресценции ThT в безглюкозных пробах 
в сравнении с соответствующими им глюкоза-содер-
жащими пробами указывает на то, что в описанных 
экспериментальных условиях гликирование препят-
ствует амилоидной трансформации БСА. В то же вре-
мя статистически значимая более высокая интенсив-
ность флуоресценции ThT в пробах, гликированных 
в присутствии катионов меди (II), указывает на вза-
имное усиливающее действие факторов глюкозы и 
меди на интенсивность амилоидной трансформации 
(табл. 3). Из результата следует, что медь проявила 
как независимую от гликирования способность сти-
мулировать амилоидную трансформацию БСА, так 
и нивелировала способность протекающей реакции 
гликирования замедлять таковую.

При оценке влияния фактора присутствия катио-
нов каждого элемента на амилоидную трансформа-
цию БСА установлено, что как в глюкозных, так и в 
безглюкозных пробах усиливают данный процесс ка-
тионы меди (II) и цинка (II) (в наибольшей степени), 
а также никеля (II) (в наименьшей степени). Катионы 
кобальта (II) незначительно подавляют реакцию (ста-
тистически значимо только в отсутствии глюкозы), 
а катионы железа (II) оказались неактивными. Для 
железа (III) установлена способность снижать флу-
оресценцию ThT как в глюкоза-содержащих, так и 
в безглюкозных пробах. Способность меди и цинка 
трансформировать белки в амилоидную форму ра-
нее была неоднократно описана. Полученные нами 
неожиданные результаты в отношении слабой актив-
ности никеля согласуются с недавно установленной 
ролью никеля в образовании человеческого β-ами-
лоида [24].

ОБСУЖДЕНИЕ
В результате исследования установлено, что при 

отсутствии металлов реакция гликирования не влияет 
на интенсивность флуоресценции тирозина и трипто-
фана (интенсивность флуоресценции гликированных 
и негликированных проб одинакова). Однако гли-
кирование может усиливать способность металлов 
подавлять флуоресценцию данных аминокислот. В 
случае тирозина, возможный механизм снижения его 
флуоресценции описан для реакции коллагена с ри-
бозо-5-фосфатом [41], и может быть связан с такими 
событиями, как гликирование аминокислот, располо-
женных в пространственной близости от тирозина (что 
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приводит к гашению его флуоресценции), изменение 
пространственной организации белка (что приводит 
к гашению флуоресценции тирозина), вступление в 
реакцию самого тирозина (не ожидается, что тирозин 
будет напрямую взаимодействовать с гликирующим 
агентом, но участие в реакции близлежащих остатков 
лизина или аргинина может привести к активации ти-
розина и последующему его гликированию или окис-
лению). В то же время, для триптофана показано, что 
при протекании гликирования его остаток может окис-
ляться [44], и этот процесс может усиливаться в при-
сутствии меди (II) [42]. Так, снижение интенсивности 
флуоресценции триптофана в ходе реакции гликиро-
вания в присутствии меди (II) обусловлено как окис-
лением остатка аминокислоты, так и изменением кон-
формации белка [42]. Резюмируя сказанное, можно 
полагать, что d-металлы, способные более интенсивно 
подавлять флуоресценцию тирозина и/или триптофа-
на в ходе гликирования, проявляют активность, влияя 
на указанные механизмы. 

Известно, что способность некоторых d-металлов 
ускорять образование КПГ в реакции гликирования 
связана со стимулированием ими окислительных реак-
ций. Это свойство характерно для таких металлов, как 
медь, а реакция, протекающая при их участии, име-
нуется реакцией гликоксидации [20]. Так, роль меди 
(II) в протекании гликоксидации, предположительно, 
заключается в катализе переноса электронов от енди-
олов, образуемых из восстановленных моносахаридов 
или при фрагментации оснований Шиффа и продуктов 
Амадори, что приводит к образованию активных форм 
кислорода и дикарбонильных соединений. В этих ре-
акциях медь (II), вероятно, восстанавливается до меди 
(I), а кислород преобразуется в супероксид-анион при 
участии перекиси водорода, источником которой слу-
жат некоторые этапы гликирования. Затем ионы меди 
(I) окисляются до меди (II), катализируя разложение 
перекиси водорода до гидроксил-радикала. С учетом 
этого можно заключить, что интенсификация реакции 
гликирования в присутствии некоторых исследованных 
нами переходных металлов может происходить по опи-
санному механизму гликоксидации.

Особый интерес представляет анализ активности 
цинка как металла, не относящегося к переходным, 
но являющегося d-металлом. Согласно представле-
нию о механизме гликоксидации при участии меди 
(II), для протекания реакции необходимо, чтобы ион 
металла был способен к изменению степени окисле-
ния. Ион цинка имеет постоянную степень окисле-
ния, однако он оказался способен слабо повышать 
интенсивность флуоресценции при некоторых дли-
нах волн возбуждения/испускания, характерных для 
КПГ. Согласно данным литературы [50], цинк может 
проявлять антигликирующие, антиоксидантные и 
антиапоптотические свойства, а его дефицит может 
способствовать ускоренному образованию КПГ. Од-
нако согласно исследованиям Zhuang X. и соавторов 
[51], в реакции гликирования, протекающей in vitro, 
цинк (II) способен усиливать образование флуорес-

цирующих КПГ, что согласуется с полученными нами 
результатами. По данным того же исследования [51] 
переходный металл марганец проявляет способность 
подавлять образование КПГ подобно тому, как это 
описано для никеля, кобальта и железа, также, отно-
сящихся к переходным металлам. Все это указывает 
на то, что принадлежность металла к переходным и 
способность его иона к изменению степени окисле-
ния, вероятно, не является необходимым и достаточ-
ным условием для ускорения реакции гликирования. 
Также это указывает на уникальность свойств цинка в 
ряду изученных металлов.

Обобщая результаты исследования о влиянии 
d-металлов на флуоресценцию аминокислот тиро-
зин и триптофан и о влиянии d-металлов на реакцию 
гликирования, можно сделать предположение о том, 
что механизмы влияния металлов на оба процесса 
различаются (по меньшей мере, имеются компо-
ненты активности, связанные с влиянием только на 
один процесс). Результаты позволяют сделать пред-
положение о дополнительном, обусловленном фак-
тором гликирования (не ограниченном собственным 
действием иона металла) механизме повреждения 
тирозина и/или триптофана, проявляющемся в ходе 
протекания реакции в присутствии катионов меди 
(II), железа (II), цинка (II) и, возможно, никеля (II). При 
этом повышение интенсивности флуоресценции при 
длинах волн, характерных для КПГ, расцениваемое 
как интенсификация реакции гликирования, отме-
чено только при протекании гликирования в присут-
ствии катионов меди (II) (в большей степени) и цинка 
(II) (в меньшей степени).

Обсуждая результаты изучения агрегации аль-
бумина, следует отметить, что согласно данным ли-
тературы [43], одним из факторов патогенетического 
действия катионов меди (II) при болезни Альцгеймера 
является ее участие в формировании димеров ами-
лоидов, связанных дитирозиновыми сшивками. Это 
согласуется с наблюдаемым в настоящем исследо-
вании интенсивным подавлением флуоресценции 
аминокислот в присутствии меди, а также с наличием 
статистически значимой обратной корреляции интен-
сивности флуоресценции этих аминокислот и степени 
агрегации БСА для исследованных катионов. Таким 
образом, снижение интенсивности флуоресценции 
аминокислот триптофан и тирозин в присутствии ио-
нов d-металлов, очевидно, сопровождает процесс 
агрегации БСА. С наибольшей интенсивностью агрега-
ция БСА протекала в присутствии ионов, показавших 
способность усиливать образование КПГ (медь, цинк).

Как сказано выше, амилоидная трансформация 
белка при гликировании зависит от многих факторов, 
и, в частности, от типа белка. Так, согласно данным 
литературы, усиление амилоидной трансформации 
наблюдается при гликировании альбумина (бычье-
го и человеческого), Aβ-белка, β2 микроглобулина и 
др. В противоположность этому способность α-сину-
клеина к образованию амилоидных фибрилл после 
воздействия на него гликирующим агентом метилг-
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лиоксалем была сниженной, и полученные агрегаты 
имели характер расплавленной глобулы [52]. Соглас-
но полученным нами результатам, гликирование в 
описанных экспериментальных условиях препятству-
ет образованию ThT-чувствительных форм амилои-
да. Подобный результат наблюдается при протека-
нии гликирования в присутствии никеля (II), кобальта 
(II), железа (II), железа (III) и цинка (II), но не меди 
(II), проявившей способность усиливать амилоидную 
трансформацию и агрегацию БСА. Banerjee S. описы-
вает снижение интенсивности амилоидной транс-
формации лизоцима куриного белка после воздей-
ствия на белок метилглиоксалем. Основываясь на 
данном результате, автор выдвигает спорное предпо-
ложение о том, что карбонильные соединения могут 
быть использованы в фармакологических целях [53]. 
Несмотря на сомнительность терапевтического ис-
пользования карбонильных соединений, данное ис-
следование и подобные ему подтверждают тот факт, 
что гликирование способно не только потенцировать 
амилоидную трансформацию [13], но и препятство-
вать ей [13, 53]. В то же время известно, что замед-
ление амилоидной трансформации под действием 
гликирования может быть связано продлением вре-
мени пребывания амилоида в олигомерной форме 
– форме, имеющей наивысшую цитотоксичность. 
Последнее нивелирует потенциальную полезность 
замедления амилоидной трансформации под дей-
ствием гликирования. Согласно данным литературы 
[54, 55], ThT может не выявлять образования оли-
гомерных форм амилоида, в отличие от иных форм 
(мономеры, фибриллы). Можно выдвинуть предпо-
ложение о том, что сравнительно меньшая интенсив-
ность флуоресценции ThT в пробах, гликированных в 
присутствии всех ионов d-металлов за исключением 
меди (II), соотносится с возможностью замедления 
реакции на стадии образования олигомеров, что, од-
нако, будет являться предметом дальнейших иссле-
дований. Для гликирования в присутствии меди (II) 
подобное свойство установлено не было.

Очевидно, что при оценке полученных резуль-
татов следует учитывать все условия протекания 
эксперимента (не только факторы гликирования и 
присутствия металла, но и нагревание, состав и рН 

реакционной среды и др.). Можно полагать, что не-
учтенные факторы также могут влиять на способ-
ность альбумина претерпевать амилоидную транс-
формацию при гликировании, и в иных условиях 
протекание реакции может приводить к иному ре-
зультату. Таким образом, для всесторонней оценки 
способности гликирования влиять на амилоидную 
трансформацию следует учитывать способность 
белка трансформироваться в амилоидную форму в 
различных экспериментальных условиях (различные 
значения рН, температуры, ионной силы буферного 
раствора и др.), включая проведение исследований в 
условиях, близких к физиологическим.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведения исследований было 

показано, что протекание реакции гликирования 
влияет на амилоидную трансформацию БСА, а в при-
сутствии ионов d-металлов оказывает влияние на 
способность некоторых из них вызывать агрегацию 
и амилоидную трансформацию. Катионы меди (II) в 
описанных экспериментальных условиях оказались 
единственными способными усиливать образование 
КПГ, глюкоза-опосредованно и глюкоза-независимо 
снижать интенсивность флуоресценции аминокислот 
триптофан и тирозин, вызывать агрегацию и амило-
идную трансформацию БСА. Ионы прочих металлов 
проявляли данные эффекты лишь частично, в раз-
личных сочетаниях. Это позволяет выдвинуть пред-
положение о том, что в ряду ионов d-металлов, таких 
как никель (II), кобальт (II), железо (II), железо (III), 
медь (II) и цинк (II), только ионы меди (II), вероятно, 
выступают наиболее значимым фактором усиления 
амилоидной трансформации и агрегации БСА, и яв-
ляются наиболее активным катализатором образо-
вания КПГ в реакции гликирования. Таким образом, 
мы полагаем, что данный элемент является перспек-
тивной мишенью для разработки методов фарма-
кологического контроля патологических состояний, 
связанных со всеми рассмотренными процессами 
– гликированием, агрегацией и амилоидной транс-
формацией белков (поздние осложнения сахарного 
диабета, включая диабетическую энцефалопатию, 
конформационные болезни мозга и др.). 
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Производные хиназолин-4(3Н)-она, проявляющие широкий спектр фармакологической активности, представляют 
перспективный класс веществ, используемых для получения антибактериальных средств, что особенно актуально в 
условиях возникновения резистентности патогенных микроорганизмов к используемым в медицине лекарственным 
препаратам. Доказано, что соединения, имеющие в молекуле нафтильный радикал, а также амидную группу, связан-
ную с бензольным кольцом, в качестве заместителей хиназолинона, характеризуются выраженной противомикроб-
ной активностью в отношении Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae.
Цель. Первичный микробиологический скрининг антимикробной активности in vitro новых производных хиназо-
лин-4(3Н)-она по отношению к Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae, а также оценка взаимосвязи между 
проявляемым фармакологическим действием и структурным преобразованием молекулы вещества, липофильно-
стью и возможностью формирования устойчивости к ним.
Материалы и методы. Экспериментальные исследования были выполнены с использованием общеизвестных но-
зокомиальных возбудителей инфекционно-воспалительных заболеваний Staphylococcus aureus и Streptococcus 
pneumoniae методом серийных разведений.
Результаты. Соединение, содержащее в структуре нафтильный радикал, вносящий вклад в увеличение гидрофобно-
сти вещества и его растворимости в мембране бактериальной клетки, обладает бактериостатическим действием как 
в отношении Staphylococcus aureus, так и к Streptococcus pneumoniae. Сходный фармакологический эффект проявляет 
производное с амидной группой в качестве заместителя хиназолинонового ядра, связанной с фенильным радикалом, 
которая, вероятно, способствует увеличению степени связывания с активными сайтами ферментов, принимающих 
участие в процессах репликации ДНК и синтеза белков. Очевидно, повышенная липофильность, способствующая луч-
шему связыванию с белком оттока, не может служить объективной характеристикой возможности возникновения 
резистентности патогенов к данному веществу.
Заключение. Среди синтезированных соединений были выявлены вещества-лидеры, проявляющее антимикробную 
активность в отношении Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae. Оценка химического строения позволила 
обосновать их фармакологическое действие и сделать выводы о возможности развития устойчивости к нему у ми-
кробных клеток.
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Quinazolin-4(3H)-one derivatives exhibiting a wide spectrum of a pharmacological activity, represent a promising class of 
substances used to obtain antibacterial agents, which is especially important in the context of the emergence of pathogenic 
microorganisms’ resistance to drugs used in medicine. It has been proved that compounds having a naphthyl radical in the 
molecule, as well as an amide group bound to the benzene ring as quinazolinone substituents, are characterized by a pro-
nounced antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae.
The aim of the research is a primary microbiological screening of the in vitro antimicrobial activity of new quinazolin-4(3H)-
one derivatives against Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae, as well as the assessment of the relationship 
between the pharmacological effect and the structural transformation of the substance molecule, lipophilicity and the pos-
sibility of forming resistance to them.
Materials and methods. The experimental studies have been carried out using well-known nosocomial pathogens of infec-
tious and inflammatory diseases Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae by a serial dilution method.
Results. A compound containing a naphthyl radical in its structure, which contributes to an increase in the hydrophobicity of 
the substance and its solubility in the membrane of a bacterial cell, has a bacteriostatic effect against both Staphylococcus 
aureus and Streptococcus pneumoniae. A similar pharmacological effect is exhibited by a derivative with an amide group 
as a substituent of the quinazolinone nucleus linked to a phenyl radical, which probably contributes to an increase in the 
degree of binding to active sites of enzymes involved in the DNA replication, and protein synthesis. Obviously, the increased 
lipophilicity, which promotes better binding to the efflux protein, cannot serve as objective characteristics of the emergence 
possibility of the pathogen’s resistance to this substance.
Conclusion. Among the synthesized compounds, the leading substances that exhibit an antimicrobial activity against Staph-
ylococcus aureus and Streptococcus pneumonia, have been identified. The assessment of the chemical structure made it 
possible to substantiate their pharmacological action and draw conclusions about the possibility of developing resistance to 
it in microbial cells.
Keywords: quinazolinone derivatives; antimicrobial activity; lead-compound; electron-donating centers; enzyme active site; 
minimum inhibitory concentration; minimum suppressing concentration; bacteriostatic action; bactericidal activity; resis-
tance; ATP-dependent efflux pump; plasmids; transposones; large mobile element 
Abbreviations: PBP – penicillin-binding protein; MRSA – methicillin-resistant Staphylococcus aureus; PBP2a – penicil-
lin-binding protein; ATP – adenosine triphosphate, MIC – minimum inhibitory concentration; DMSO – dimethyl sulfoxide; 
DMF – dimethylformamide; MIB – meat infusion broth; MIA – meat infusion agar; AC – atypical colonies; TC – typical colo-
nies; NMR – nuclear magnetic resonance; TLC – thin layer chromatography; NA – nucleic acid; FnBPs – fibronectin-binding 
proteins
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время мультирезистентность па-

тогенных бактерий к используемым в медицинской 
практике противомикробным средствам составля-
ет серьезную проблему здравоохранения [1-6]. Как 
правило, формирование резистентности происхо-
дит в процессе антибиотикотерапии, особенно в 
отделениях с более интенсивным использованием 
препаратов данной группы. Клиническими исследо-
ваниями установлено доминирование антибиотико-
устойчивых штаммов в структуре нозокоминальных 
инфекций. Таким образом, возникает необходимость 
поиска новых антибактериальных веществ, характе-
ризующихся высокой эффективностью, низкой ток-
сичностью и нечувствительных к подавляющему их 
активность действию патогенов [7–9].

Доказано, что наибольшей резистентностью к 
антибиотикам, среди грамположительных микро-
организмов, обладают золотистый стафилококк 
(Staphylococcus aureus) и пневмококк (Streptococcus 
pneumoniae), являющиеся наиболее часто встречаю-
щимися и выражающими различные факторы виру-
лентности, возбудителями широкого спектра заболе-
ваний у людей и животных [2, 10–14].

Возникновение устойчивости Staphylococcus 
aureus к β-лактамным антибиотикам, как и к другим 
антимикробным средствам, вследствие мутации и 
отбора, а также за счет приобретения нового гене-
тического материала от других устойчивых организ-
мов в ходе процессов трансформации, трансдукции 
и конъюгации, предполагающей изменение адге-
зивных свойств поверхности клетки, ограничивает 
их применение в медицине. Известно, что функци-
онирование АТФ-зависимых эффлюксных насосов, 
которые являются белками-переносчиками, вытал-
кивающими противомикробные агенты из клет-
ки, способствует формированию резистентности 
Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae к 
фторхинолонам и лекарственным веществам группы 
тетрациклинов [15–18].

Хиназолин-4(3Н)-он и его производные, кото-
рые относятся к конденсированным гетероцикли-
ческим азотсодержащим соединениям, известны 
как перспективный класс веществ, проявляющих 
антибактериальную, противогрибковую, противоту-
беркулезную, противовирусную активность [3]. Опи-
сана ее зависимость от природы и количества за-
местителей хиназолинонового ядра. Установлено, 
что соединения данной группы оказывают фарма-
кологический эффект в отношении Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pneumoniae, Proteus mirabilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli [3, 5, 19].

Доказано, что производные хинолина, составля-
ющего основу структуры хиназолинонов, ингибируют 
синтез ДНК, способствуя расщеплению бактериаль-
ной ДНК-гиразы и топоизомеразы типа IV, вследствие 

чего происходит гибель бактериальной клетки [20–
24]. Описана способность соединений хиназолино-
нового ряда, подобно β-лактамным антибиотикам, 
применяемым для предотвращения патогенных 
процессов в организме, вызванных Staphylococcus 
aureus и Streptococcus pneumoniae, участвовать в не-
обратимом ацилировании серина активного центра 
транспептидазы – пенициллин-связывающего белка 
(PBP), катализирующего образование пептидогликана 
(муреина), важнейшего компонента клеточной стенки 
бактерий. В результате образования стабильного лак-
там-ацил-ферментного комплекса происходит инги-
бирование транспептидазной и карбоксипептидазной 
активности фермента, приводящее к гибели патогена.

Установлена уникальная способность хиназоли-
нонов, реализуемая в синергизме с пиперациллином 
и тазобактамом, образовывать связи с аллостери-
ческим сайтом пенициллин-связывающего белка 2a 
(PBP2a) метициллин-резистентного Staphylococcus 
aureus (MRSA) и коагулазонегативных стафилококков, 
который не может ингибироваться β-лактамами [15, 
25–27]. Доказана возможность совместного использо-
вания производных хиназолина с хлорамфениколом 
для увеличения его внутриклеточной концентрации в 
патогенных штаммах, использующих для сопротивле-
ния действию антимикробных лекарственных средств 
эффлюксные насосные системы [28, 29]. Вероятно, 
при их прохождении хиназолинон, имея меньшую по-
лярность, в большей степени связывается с эффлюкс-
ным насосом, легче подвергается оттоку и облегчает 
проникновение антибиотика в микробную клетку с 
неизменной концентрацией [16–18, 20, 21, 30].

Уникальность структуры новых производных хи-
назолин-4(3Н)-она, возможность использования со-
вместно с другими противомикробными средствами 
с целью повышения их фармакологического эффекта 
и предотвращения возникновения устойчивости к 
ним, создает необходимость всестороннего изуче-
ния их активности.

ЦЕЛЬ. Изучение антимикробной активности 
in vitro производных хиназолин-4(3Н)-она по от-
ношению к Staphylococcus aureus и Streptococcus 
pneumoniae, а также оценка влияния структурных 
изменений на биологическую активность анализиру-
емых веществ, липофильность их молекулы для про-
гнозирования возможности вызывать устойчивость 
по механизму активного оттока.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования
Объектами исследования были новые произво-

дные хиназолин-4(3Н)-она.
Химическое строение новых хиназолиноновых 

соединений может быть описано общей формулой, 
представленной на рисунке 1. Выход и физико-хи-
мические свойства новых веществ представлены в 
таблице 1.



321

 RESEARCH ARTICLE

Volume IX, Issue 4, 2021

Синтез новых производных хинзолин-4(3Н)-она
Синтез новых производных был осуществлен по 

классической схеме алкилирования нуклеиновых 
оснований алкилгалогенидами в безводном диме-
тилформамиде (ДМФА) в присутствии избытка калия 
карбоната. Спектры ЯМР1Н регистрировали на спек-
трометре «BrukerAvance 400» (400 МГц) в ДМСО-d6, 
внутренний стандарт – тетраметилсилан. Интерпре-
тацию спектров осуществляли с помощью лицензи-
онной программы ACD/HNMR PredictorPro 3.0 фирмы 
Advanced Chemistry Development (Канада). Темпера-
туры плавления измерены в стеклянных капиллярах 
на приборе Mel-Temp 3.0 (Laboratory Devices Inc., 
США). Чистоту и индивидуальность соединений кон-
тролировали методом ТСХ.

N-[4-(Диметиламино)фенил]-2-[4-оксо-3(4H)- 
хиназолинил]ацетамид (Лабораторный шифр: VMA-
10-10).

Смесь 2,0 г (13,7 ммоль) хиназолин-4(3Н)-она, 4,0 
г (28,9 ммоль) безводного карбоната калия и 50 мл 
ДМФА перемешивают при температуре 100–105°С 
 в течение 30 мин, добавляют 3,2 г (15,1 ммоль) 
2-хлор-N-[4-(диметиламино)фенил]ацетамида и пе-
ремешивают при той же температуре в течение 1 ч. 
Охлаждают до комнатной температуры, фильтруют. 
Фильтрат выдерживают при температуре 0–5°С в те-
чение суток. Выделившийся осадок отфильтровыва-
ют, промывают холодным ДМФА, водой и сушат на 
воздухе. Перекристаллизовывают из ДМФА и полу-
чают 2,95 г соединения VMA-10-10, выход 67%, Т. пл. 
261–264°С. Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д.: 2,78 с (6Н, СН3). 
4,76 с (2Н, СН2); 6,63 д (8 Гц, 2Н, фенил); 7,34 д (8 Гц, 
2Н, фенил); 7,51 т (7 Гц, 1Н, Н6); 7,66 д (8 Гц, 1Н, Н8); 
7,78 т (7 Гц, 1Н, Н7); 8,09 д (8 Гц, 1Н, Н5); 8,29 с (1Н, Н2); 
10,08 с (1Н, NH). 

Остальные соединения получают аналогично.
N-(4-Метоксифенил)-2-[4-оксо-3(4H)-хиназоли-

нил]ацетамид (Лабораторный шифр: VMA-10-18). 
Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д.: 3,72 с (3Н, ОСН3); 4,85 с (2Н, 
СН2); 7,51 д (8 Гц, 2Н, фенил); 6,90 д (8 Гц, 2Н, фенил); 
7,57 т (7 Гц, 1Н, Н6); 7,73 д (8 Гц, 1Н, Н8); 7,86 т (7 Гц, 
1Н, Н7); 8,16 д (8 Гц, 1Н, Н5); 8,37 с (1Н, Н2); 10,31 с (1Н, 
NH).

3-[2-Оксо-2-(4-фенилпиперазин-1-ил)этил]хина-
золин-4(3H)-он (Лабораторный шифр: VMA-10-21). 
Спектр ЯМР 1Н, δ, м. д.:3,14-3,32 м (4Н, пиперазин); 
3,62–3,78 м (4Н, пиперазин); 5,01 с (2Н, СН2); 6,96–
7,01 м (2Н, фенил); 7,23–7,29 м (3Н, фенил); 7,55 т (7,5 
Гц, 1Н, Н6); 7,71 д (8 Гц, 1Н, Н8); 7,86 т (7,5 Гц, 1Н, Н7); 
8,17 д (8 Гц, 1Н, Н5); 8,26 с (1Н, Н2).

N-(2-Нафтил)-2-[4-оксо-3(4H)-хиназолинил]аце-
тамид (Лабораторный шифр: VMA-13-05). Спектр 
ЯМР 1Н, δ, м. д.: 5,81 с (2Н, СН2); 7,55-8,89 м (11Н, Н5, 
Н6, Н7, Н8, нафтил); 8,42 с (1Н, Н2).

N-Фенил-2-[4-оксо-3(4H)-хиназолинил]ацета-
мид (Лабораторный шифр: VMA-17-01). Спектр ЯМР 
1Н, δ, м. д.: 5,67 с (2H, CH2); 7,54-7,77 м (5Н, Н6, Н8, фе-

нил); 7,87 т (1Н, 8 Гц, Н7); 8,07–8,19 м (3Н, Н5, фенил); 
8,39 с (1Н, Н2).

N-Фенил-2-[4-оксо-3(4H)-хиназолинил]пропана-
мид (Лабораторный шифр: VMA-17-04). Спектр ЯМР 
1Н, δ, м. д.: 1,53 д (3Н, 7 Гц, СН3) 5,49 кв (1H, 7 Гц, CH); 
7,56-7,80 м (5Н, Н6, Н8, фенил); 7,85 т (1Н, 8 Гц, Н7); 
8,06–8,19 м (3Н, Н5, фенил); 8,40 с (1Н, Н2).

N-[6-Бромхиназолин-3(4Н)-ил]ацетилгуанидин 
(Лабораторный шифр: VMA-13-17). Спектр ЯМР 1Н, δ, 
м. д.: 4,37 с (2Н, СН2); 7,47 уш. с (4Н, NH); 7,60 д (1Н, 8 
Гц, Н8); 7,90 д (1Н, 8 Гц, Н7); 8,17 с (1Н, Н2); 8,28 с (1Н, 
Н5).

Тестовые культуры
Первичный микробиологический скрининг ан-

тимикробной активности синтезированных соеди-
нений с целью выявления соединения-лидера про-
водили с использованием культур Staphylococcus 
aureus и Streptococcus pneumoniae, выделенных от 
больных пациентов, предоставленных клинико-диа-
гностической лабораторией, Городская клиническая 
больница № 3 им. С.М. Кирова, г. Астрахань. Иссле-
дования одобрены Этическим комитетом ФГБОУ ВО 
Астраханский ГМУ Минздрава России (протокол № 6 
от 27.11.2018 г.).

Методы исследования
Анализ веществ, с присвоенными им шифра-

ми: VMA-10-10, VMA-10-18, VMA-10-21, VMA-13-05, 
VMA-17-01, VMA-17-04, VMA-13-17 проводили in vitro 
методом серийных разведений в соответствии с тре-
бованиями международного стандарта ISO 20776-
1:20061 и Национального Стандарта ГОСТ Р ИСО 
20776-1-20102, идентичного международному. 

Определение чувствительности микроорганиз-
мов к производным хиназолинона проводили ма-
крометодом (пробирочным) в среде мясопептонно-
го бульона (МПБ), приготовленного в соответствии с 
ГОСТ 20729-75. 

Приготовление рабочего раствора
Рабочий раствор готовили, растворяя навеску 

испытуемого вещества массой 4 мг в 0,5 мл диме-
тилсульфоксидом (ДМСО), с последующим добав-
лением к нему 4,5 мл физиологического раствора. 
Выбор растворителя осуществлялся в соответствии 
с Методическими рекомендациями «Определение 
чувствительности микроорганизмов к антибактери-

1 CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; 
Twenty-Fifth Informational Supplement. CLSI document M100-S25. 
Wayne, PA: Clinicaland Laboratory Standards Institute; 2015.
2 Национальный Стандарт ГОСТ Р ИСО 20776-1-2010 Клинические 
лабораторные исследования и диагностические тест-системы in 
vitro. Исследование чувствительности инфекционных агентов и 
оценка функциональных характеристик изделий для исследова-
ния чувствительности к антимикробным средствам. Часть 1. Ре-
ферентный метод лабораторного исследования активности анти-
микробных агентов против быстрорастущих аэробных бактерий, 
вызывающих инфекционные болезни.

DOI: 10.19163/2307-9266-2021-9-4-318-329
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альным препаратам»3, а также с учетом раствори-
мости исследуемых соединений, с предварительной 
оценкой воздействия ДМСО на используемые штам-
мы микроорганизмов [33]. Было установлено, что 
исследуемые соединения нерастворимы вводе, ма-
лорастворимы в 40 и 90% спирте этиловом и хорошо 
растворимы в ДМСО. Из полученного исходного рас-
твора получали серию растворов с убывающей в гео-
метрической прогрессии концентрацией: 128, 64, 32, 
16, 8, 4, 2, 1, 0,5 и 0,25 мкг/мл. В качестве препарата 
сравнения использовали раствор цефтриаксона (ОАО 
«Синтез», г. Курган, P N000750/01) с эквивалентной 
рабочему раствору концентрацией. Рабочие раство-
ры вносили в пробирки по 1 мл.

Приготовление инокулята
Приготовление инокулята вели в соответствии с 

требованиями, предъявляемыми к методу прямого 
суспендирования морфологически схожих колоний, 
собранных при помощи стерильной бактериологи-
ческой петли, в стерильном изотоническом растворе. 

Методика
Суспензии Staphylococcus aureus и Streptococcus 

pneumoniae, разведенные в жидкой питательной 
среде до 106 КОЕ/мл, вносили по 1 мл в пробирки с 
растворами исследуемых веществ.

Посевы в пробирках, закрытых стерильными ват-
но-марлевыми пробками, инкубировали в течение 
суток при температуре +37°С. По истечении срока 
инкубации проводили их визуальную оценку в про-
ходящем свете. В контрольных пробирках, в которых 
выращивали нативную культуру без добавления ре-
ферентного препарата или исследуемых соединений, 
отмечалось полное помутнение питательной среды, 
свидетельствующее об интенсивном росте культуры.

Определение минимальной подавляющей кон-
центрации (МПК) исследуемого вещества предпола-
гало установление наименьшей концентрации суб-
станции, при которой отсутствовал бактериальный 
рост, о чем свидетельствовало отсутствие помутне-
ния раствора, которое фиксировали визуально.

Оценка роста микроорганизмов
Оценку жизнеспособности бактерий проводили 

по величине наименьшей концентрации исследу-
емого вещества, предотвращающей видимый рост 
бактерии, или иными словами минимальной инги-
бирующей концентрации. Выполняли посев 0,05 мл 
осадка, полученного центрифугированием содер-
жимого каждой пробирки серии при 1500 об/мин, в 
течение 10 мин и отделении супернатанта, на мясо-
пептонный агар (МПА), помещенный в чашки Петри. 
Питательную среду готовили растворением сухого 
3 МУК 4.2.1890-04. Определение чувствительности микроорганиз-
мов к антибактериальным препаратам: Методические указания. 
– М.: Федеральный центр госсанэпиднадзора Минздрава России, 
2004. – 91 с.

агара с последующим автоклавированием. После 
инокуляции чашки Петри помещали в термостат. 
Спустя 24 ч после инкубации посева при температуре 
+37°С проводили анализ характерного роста [33].

Определение антимикробной активности испы-
туемых веществ предполагало шестикратное воспро-
изведение выбранной методики анализа [31–32]. За 
бактерицидный эффект, проявляемый веществом, 
принимали отсутствие роста культуры, тогда как уг-
нетение роста культуры, ее прерывистый рост, об-
разование единичных колоний свидетельствовало о 
бактериостатическом эффекте.

Статистическая обработка 
результатов исследования
Статистическую обработку результатов иссле-

дования осуществляли с помощью пакетов про-
грамм: Microsoft Office Excel 2007 («Microsoft», 
США), BIOSTAT 2008 Professional 5.1.3.1. («Analyst-
Soft» Inc., США). При обработке полученных ре-
зультатов использовали параметрический метод с 
определением t-критерия Стьюдента с поправкой 
Бонферрони. Различия в группах сравнения оцени-
вали при постоянно выбранном уровне значимо-
сти p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Анализ антимикробной активности веществ с 

шифрами: VMA-10-10, VMA-10-18, VMA-10-21, VMA-
13-05, VMA-17-01, VMA-17-04, VMA-13-17 показал, 
что ее проявление зависит от кратности разведения 
и вида патогенного микроорганизма.

Полученные экспериментальные данные обоб-
щены в таблицах 2–5.

Анализ характера роста Staphylococcus aureus и 
Streptococcus pneumoniae в мясопептонном бульоне 
и на мясопептонном агаре с ДМСО показал умерен-
ный рост микроорганизмов в концентрации 128 и 64 
мкг/мл, а также интенсивный рост в диапазоне кон-
центраций от 32 до 0,25 мкг/мл. 

При визуальном контроле посевов Staphylococcus 
aureus на мясопептонном бульоне признаки роста в 
пробирках с цефтриаксоном просматривались при 
низких концентрациях препарата – 2–0,5 мкг/мл. 
Умеренный рост культуры отмечали в присутствии 
соединения VMA-10-10 в диапазоне концентраций 
128–4 мкг/мл, а в случае VMA-17-01 – 16–8 мкг/мл. 
Интенсивное развитие клеток, сопровождающееся 
сильным помутнением питательной среды, образо-
ванием хлопьев и обильного осадка, наблюдали в 
пробирках при концентрациях соединения VMA-10-
21 – 128–0,25 мкг/мл.

Значительный рост культуры также зафиксиро-
ван в пробирках с веществами VMA-17-04 с концен-
трацией 4–0,25 мкг/мл и VMА-13-17 при его содержа-
нии 2–0,25 мкг в 1 мл раствора.

В таблице 3 представлены результаты посевов 
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Staphylococcus aureus на плотную питательную среду 
– мясопептонный агар.

Данные таблицы 3 свидетельствуют о том, что в 
присутствии контроля, цефтриаксона в концентраци-
ях 128-64 мкг/мл, полностью подавляется рост куль-
туры, тогда как при его содержании 32-4 мкг в 1 мл 
раствора отмечается рост единичных колоний пато-
гена.

Фиксируется интенсивный рост на мясопептон-
ном агаре Staphylococcus aureus при использовании 
соединений VMA-10-10 в концентрациях 128–0,25 
мкг/мл и VMA-10-21 – при 64–0,25 мкг/мл. В диапа-
зонах концентраций 128–16 мкг/мл вещества VMA-
17-04, 128-64 мкг/мл – VMA 13-05, 128–32 мкг/мл 
– VMA-17-01 роста колоний не наблюдалось. Резуль-
таты указывают на способность данных соединений 
подавлять развитие Staphylococcus aureus и, как след-
ствие, проявлять ярко выраженную противомикроб-
ную активность в отношении патогена. 

В таблице 4 представлены результаты посевов 
Streptococcus pneumoniae на жидкую питательную 
среду (мясопептонный бульон). 

При визуальном контроле посевов Streptococcus 
pneumonia на мясопептонный бульон признаки ро-
ста в пробирках с цефтриаксоном просматривались 
при концентрации 4–0,25 мкг/мл. Умеренный рост 
культуры отмечали в присутствии соединения VMA-
10-21 в диапазоне концентраций 64–0,25 мкг/мл, 
веществаVMA-10-18 – при его содержании 8-0,25 мкг 
в 1мл. Более низкие значения установлены для про-
изводныхVMA-13-17, VMA-13-05 – 2–0,25 мкг/мл и 
VMA-10-10, VMA-17-01 – 1–0,25 мкг/мл.

Полная прозрачность среды наблюдалась в про-
бирках с хиназолиноновым производнымVMA-13-05 
при концентрации 128–32 мкг/мл, соединениями 
VMA-17-01 и VMA-17-04 при содержании 128–64 мкг 
активного компонента в 1 мл. Полученные результа-
ты указывают на ярко выраженную антипневмокок-
ковую активность веществ.

Из данных таблицы 5 следует, что культура 
Streptococcus pneumoniae дает обильный рост на 
МПА в присутствии соединений VMA-10-10, VMA-10-
18 в концентрациях 4–0,25 мкг/мл, вещества VMA-
13-05 – при 8–0,25 мкг/мл и производногоVMA-17-04 
при концентрациях 2–0,25 мг/мл. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют об отсутствии чувствитель-
ности патогена к указанным веществам при данном 
разведении. 

При содержании VMA-13-05 в концентрации 
128–16 мкг/мл рост колоний патогенного штамма не 
наблюдается, что аналогично эффектам VMA-17-04 и 
VMA-17-01 в диапазоне концентрации 128–64 мкг/мл.  
Следовательно, вещества характеризуются высо-
кой противомикробной активностью в отношении 
Streptococcus pneumoniae при таком содержании в 
растворе.

В таблице 6 показаны среднестатистические ре-

зультаты оценки антибактериального действия наи-
более активных субстанций в отношении штаммов 
Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae. 

Анализируя среднестатистические результаты 
антибактериального действия наиболее активных 
субстанций в отношении патогенных микроорганиз-
мов, можно сделать вывод о том, что бактерицид-
ная активность соединений VMA-13-05, VMA-17-01 
и VMA-17-04 сопоставима с действием цефтриаксо-
на в концентрациях 128 и 64 мкг/мл; в отношении 
Staphylococcus aureus – в концентрации 32 мкг/мл. 
При анализе антимикробного действия наиболее 
активных соединений хиназолина в последующих 
концентрациях установлено, что бактерицидная ак-
тивность VMA-13-05, VMA-17-01 и VMA-17-04 стати-
стически значимо снижается по мере уменьшения 
концентрации веществ по отношению к препарату 
сравнения – цефтриаксону. 

Гетероциклическая природа веществ хиназоли-
нонового ряда обуславливает их способность ин-
гибировать активность PBP2а за счет образования 
водородных связей с аминокислотами аллостери-
ческого сайта фермента: лизином, глутамином и 
аспарагином. Вследствие такого взаимодействия 
происходит открытие активного сайта, в котором 
карбонильная группа и атом азота другой молекулы 
противомикробного агента ковалентно связывают-
ся с карбоксильной и аминогруппой лизина и арги-
нина. Происходит подавление работы фермента и, 
как следствие, блокирование биосинтеза клеточной 
стенки бактерии [37-40]. Анализ влияния различных 
заместителей в молекуле производных хиназоли-
нона позволил выявить функциональные группы и 
структурные фрагменты, принимающие участие в 
образовании химической связи с остатками амино-
кислот фермента за счет чего, вероятно, реализуется 
фармакологический эффект веществ. Исследования 
взаимосвязи структуры и активности производных 
хиназолинона показали, что наличие замещенного 
ароматического кольца в положении 3 и метильной 
группы, является существенным для проявления со-
единением противомикробной активности [34]. При 
этом соединения хиназолинонов, содержащие фе-
нильный радикал, характеризуются более высокой 
аффинностью связывания, чем вещества с метиль-
ной группой, что может быть объяснено увеличе-
нием числа гидрофобных связей с аминокислотами 
активного сайта [35]. Показано, что заместитель в 
фенильном кольце также оказывает значительное 
влияние на антибактериальную активность. Меток-
си-, метил-, гидрокси-группы, а также атомы брома 
и хлора, увеличивают противомикробный эффект 
[24]. Доказано, что объединение двух или более био-
логически активных фрагментов в одной молекуле 
также способствует повышению антибактериального 
эффекта вследствие изменения степени полярности 
молекулы лекарственного вещества [1].
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Рисунок 1 – Общая формула производных хиназолин-4(3Н)-она

Таблица 1 – Химическое строение новых производных хинзолин-4(3Н)-она

Соединение R1 R2 R3 Выход, % Т. пл., оС
VMA-10-10 H H 4-диметиламинофенил 67 261–264
VMA-10-18 Н Н 4-метоксифенил 61 228–229
VMA-10-21 Н Н 4-фенилпиперазин-1-ил 73 222–224
VMA-13-05 Н Н β-нафтил 56 199–201
VMA-17-01 H H фениламино 83 156–158
VMA-17-04 Н СН3 фениламино 72 222–224
VMA-13-17 Br H NHC(NH)NH2 89 242–244

Таблица 2 – Показатели визуальной оценки активности соединений  
в отношении роста Staphylococcus aureus (среда МПБ)

Серии
(соединения, препараты)

Концентрация, мкг/мл
128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

ДМСО ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Цефтриаксон – – – – – + ++ +++ +++ +++

VMA-10-10 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
VMA-10-18 + + + + +++ +++ +++ +++ ++++ ++++
VMA-10-21 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
VMA-13-05 – – – ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
VMA-17-01 – – – ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++
VMA-17-04 – – – – ++ ++ ++++ ++++ ++++ ++++
VMA-13-17 + + ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++

Примечание: «–» – полная прозрачность среды; «+-» – неполная прозрачность среды; «+» – слабый рост; «++» – умеренный рост; «+++» 
– интенсивный рост

Таблица 3 – Показатели визуальной оценки активности субстанций  
в отношении роста Staphylococcus aureus (среда – МПА)

Серии
(соединения,  
препараты)

n
Концентрация, мкг/мл

128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

ДМСО 6 ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Цефтриаксон 6 – – +АК +АК +АК +АК +++АК +++АК +++АК +++АК

VMA-10-10 6 +++АК +++АК +++АК +++АК +++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК
VMA-10-18 6 +АК +АК +АК +АК +++АК +++ТК +++ТК +++ТК ++++ТК ++++ТК
VMA-10-21 6 ++АК +++ТК +++ТК +++ТК ++++ТК ++++ТК ++++ТК ++++ТК ++++ТК ++++ТК
VMA-13-05 6 – – +АК +++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК
VMA-17-01 6 – – – ++ АК ++ АК +++ ТК +++ ТК +++ ТК +++ ТК +++ ТК
VMA-17-04 6 – – – - ++ АК ++АК ++++ АК ++++ АК ++++ АК ++++АК
VMA-13-17 6 + АК + АК ++ АК ++ АК ++ АК ++ АК +++ ТК +++ ТК +++ ТК +++ ТК

Примечание: «–» – отсутствие колоний; «+» – единичные колонии; «++» – ≤ 50%, «+++» – ≤ 75%; «++++» – ≤ 100% заселения площади 
чашки Петри; АК – атипичные колонии; ТК – типичные колонии
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Таблица 4 – Показатели визуальной оценки активности соединений  
в отношении роста Streptococcus pneumoniae (среда МПБ)

Серии
(соединения, препараты)

Концентрация, мкг/мл
128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

ДМСО ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Цефтриаксон – – – – – + + + + +

VMA-10-10 + – + – + – + + ++ ++ +++ +++ +++
VMA-10-18 + + + + +++ +++ +++ +++ ++++
VMA-10-21 + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
VMA-13-05 – – – + + – ++ +++ +++ +++ +++
VMA-17-01 – – + – + – + ++ ++ +++ +++ +++
VMA-17-04 – – + + + + ++ ++ +++ +++
VMA-13-17 + + + + + + +++ +++ +++ +++

Примечание: «–» – полная прозрачность среды; «+ –» – неполная прозрачность среды; «+» – слабый рост; «++» – умеренный рост; «+++» 
– интенсивный рост

Таблица 5 – Показатели активности субстанций в отношении роста  
Streptococcus pneumoniae (среда МПА)

Серии
(соединения, 
препараты)

n
Концентрация, мкг/мл

128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

ДМСО 6 ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Цефтриаксон 6 – – – +АК +АК +АК ++АК ++АК ++АК ++АК

VMA-10-10 6 ++АК ++АК ++АК ++АК ++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК
VMA-10-18 6 ++ АК ++АК ++ АК ++ АК +++АК +++ТК +++ТК +++ТК ++++ТК ++++ТК
VMA-10-21 6 +АК +ТК ++ТК ++ТК +++ТК +++ТК +++ТК +++ТК ++++ТК ++++ТК
VMA-13-05 6 – – – – ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК ++++АК
VMA-13-17 6 + АК + АК ++ АК ++ АК ++ АК ++ АК +++ ТК +++ ТК +++ ТК +++ ТК
VMA-17-04 6 – – + АК +АК ++ АК ++ АК ++++ ТК ++++ ТК ++++ ТК ++++ ТК
VMA-17-01 6 – – +АК ++ АК ++ АК +++ ТК +++ ТК +++ ТК +++ ТК +++ ТК

Примечание: «–» – отсутствие колоний; «+» – единичные колонии; «++» – ≤ 50%, «+++» – ≤ 75%; «++++» – ≤ 100% заселения площади 
чашки Петри; АК – атипичные колонии; ТК – типичные колонии.

Таблица 6 – Среднестатистические результаты антибактериального действия наиболее активных  
субстанций в отношении штаммов Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae

Серии
(соединения, 
препараты)

Концентрация, мкг/мл

128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25

Цефтриаксон 0 0 0 0 0 18,1±2,3 18,8±2,2 19,3±2,2 22,5±3,6 22,7±3,2
В отношении штаммов Staphylococcus aureus

VMA-13-05 0 0 0 29,5±2,4
***

32,1±3,1
***

38,4±3,8
**

59,4±4,7
***

65,3±4,2
***

65,8±5,6
***

68,3±5,4
***

VMA-17-01 0 0 0 28,3±2,1
***

33,8±3,7
***

39,9±4,2
**

64,4±4,3
***

65,7±4,1
***

65,6±6,6
***

69,3±6,1
***

VMA-17-04 0 0 0 0 27,3±3,1
***

28,1±2,8
*

78,4±5,9
***

81,3±7,1
***

83,6±7,3
***

85,2±6,5
***

В отношении штаммов Streptococcus pneumoniae

VMA-13-05 0 0 0 14,3±1,8
***

16,4±2,1
***

26,3±1,8
*

61,3±4,8
***

63,8±5,6
***

66,4±5,2
***

71,6±6,9
***

VMA-17-01 0 0 12,3±1,8
***

14,9±2,0
***

15,7±1,9
***

25,9±1,8
*

27,3±2,0
*

56,4±4,6
***

62,3±4,9
***

68,3±6,0
***

VMA-17-04 0 0 10,2±1,3
***

12,7±1,8
***

12,8±1,4
***

13,2±1,9 26,2±1,9
*

28,6±2,2
**

53,8±5,2
***

55,7±5,2
***

Примечание: * – р<0,05; ** – p<0,01; *** – р<0,001 – по отношению к показателям антибактериального действия цефтриаксона
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Описан механизм взаимодействия веществ с 
ДНК-гиразой, который также зависит от природы за-
местителей, определяющих полярность молекулы, 
ее способность образовывать различные химические 
связи с ферментом. Известно, что в данном случае 
гибель бактериальной клетки опосредована наруше-
нием синтеза ДНК при ингибировании ДНК-гиразы, 
участвующей в раскручивании (отрицательной су-
перспирализации) молекулы нуклеиновой кислоты 
(НК), производным хиназолинона [37]. Установлено, 
что его влияние может быть объяснено образова-
нием промежуточного комплекса «ДНК-топоизоме-
раза-хиназолинон» за счет донорно-акцепторного 
взаимодействия атома кислорода карбонильной 
группы антимикробного агента и фосфатной группы 
ДНК, азота с гуанином и аспарагином НК, заместите-
лей хиназолиноновой молекулы с ее неполярными 
группами. Связывание с активным сайтом фермента 
происходит за счет водородных связей производного 
хиназолинона с аминокислотными остатками серина 
и аргинина [37].

Не исключается возможность взаимодействия 
производных хиназолинона с предшественника-
ми пептидогликана, что приводит к ингибирова-
нию его полимеризации (трансгликозилирования) 
и последующей стадии перекрестного связывания 
(транспептидации). Бактерицидное действие лекар-
ственного вещества реализуется при образовании 
промежуточного комплекса «хиназолинон – произ-
водное пептидогликана», вследствие чего возникает 
деполяризация оболочки, увеличивается ее прони-
цаемость и происходит утечка ионов калия и цито-
плазматического АТФ, приводящая к гибели клетки 
[41, 42].

Представление о функционировании эффлюкс-
ных насосов увеличивает ряд требований, предъяв-
ляемых к исследуемым противомикробным веще-
ствам, в виде сочетания высокой эффективности с 
устойчивостью к оттоку, одним из вариантов дости-
жения которой может являться диссипация мембран-
ного потенциала [29, 34]. Доказано, что присутствие 
кето-группы, бензильного радикала и атомов азота 
в хиназолиноновой структуре способствует сниже-
нию липофильности; ковалентно связанный бром в 
ядре хиназолина, метоксифенильный и метильный 
заместители, наоборот, повышают гидрофобность 
[35, 36]. Насыщенность молекул хиназолиноновых 
производных центрами, снижающими гидрофоб-
ность, позволяет сделать предположение о незначи-
тельной степени связывания с белками оттока и, как 
следствие, низкой вероятности возникновения рези-
стентности к этим веществам с точки зрения теории 
оттока [5, 7, 28].

Анализ полученных результатов показывает, что 
соединение VMA-17-04, и в меньшей мере VMA-13-05, 
активны в отношении Staphylococcus aureus и облада-
ют бактериостатическим действием. Структура веще-

ства VMA-13-05 содержит нафтильный заместитель, 
который делает молекулу более липофильной и, как 
следствие, повышает ее проникновение в клеточную 
мембрану патогенной культуры. Полярность VMA-
17-04, обусловленная амидной группой, связанной с 
хиназолиноновой составляющей и бензольным коль-
цом, обуславливает увеличение степени взаимодей-
ствия электронодонорного центра в виде атома азота 
с активными сайтами ферментов, катализирующих 
процессы репликации ДНК и синтеза белков.

Оценка антимикробной активности исследуемых 
соединений в отношении Streptococcus pneumoniae 
показывает проявление бактериостатического эф-
фекта производным VMA-13-05. Соединения VMA-
17-04 и VMA-17-01 характеризуются слабо выражен-
ным противомикробным действием.

Вещество VMA-10-10 практически не влияет на 
Staphylococcus aureus и Streptococcus pneumoniae.

Вероятно, различие в химическом составе ком-
понентов мембраны грамположительных бактерий 
может служить причиной неодинакового проявления 
фармакологической активности веществами VMA-
17-04 и VMA-13-05 в отношении патогенов. Присут-
ствие в молекулах производных хиназолинона отли-
чающихся по строению заместителей обуславливает 
различие в механизме их связывания с веществами 
клеточной оболочки патогенов, выполняющих роль 
адгезивов, являющихся одним из факторов виру-
лентности данных микроорганизмов. Установлено, 
что основную роль в процессе адгезии Streptococcus 
pneumoniae играют коллагенсвязывающий и фибро-
нектинсвязывающий протеины, липотейхоевая кис-
лота, а также поверхностный фосфорил-холин, входя-
щий в составе тейхоевой кислоты с прикрепленными 
к нему холинсвязывающими белками. Адгезивная 
активность Staphylococcus aureus осуществляется за 
счет фибриноген-связывающего белка, молекулы ко-
торого связаны с пептидогликаном клеточной стенки, 
коллагенового адгезина, внеклеточного белка, свя-
зывающих фибронектин белков, тейхоевой кислоты, 
а также стафилококкового гаптоглобинового рецеп-
тора, состоящего из 145 остатков аминокислот [43].

Природа заместителей в молекуле обуславлива-
ет различную степень липофильности соединений, 
которая, согласно Гиббонсону, является важным 
свойством вещества, характеризующим его раство-
римость в бактериальной мембране и степень свя-
зывания с белками оттока или субстратами помпы. 
Гидрофобность производных служит фактором, сни-
жающим распознавание и транспортировку откачи-
вающим насосом антимикробных агентов, что осо-
бенно важно при поиске ингибиторов их оттока [29]. 
Липофильность структуры VMA-13-05 хоть и пред-
полагает лучшее связывание с белком эффлюксного 
насоса, что может привести к возникновению рези-
стентности у Staphylococcus aureusи Streptococcus 
pneumoniae за счет уменьшения концентрации ан-
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тимикробного средства, однако не может служить 
объективной характеристикой данного процесса без 
дополнительных данных, полученных альтернатив-
ными методами анализа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, среди синтезированных произ-

водных хиназолин-4(3Н)-она были выявлены веще-
ства, проявляющие выраженную антимикробную 
активность в отношении Staphylococcus aureus (VMA-

17-04) и Streptococcus pneumoniae (VMA-13-05), что, 
очевидно, обусловлено влиянием липофильного 
участка их молекул на проявление противомикроб-
ного действия. Результаты, полученные в ходе дан-
ного исследования, определяют перспективность 
дальнейшего изучения противомикробных свойств 
новых соединений хиназолина-4(3Н)-она с целью 
повышения их фармакологического эффекта и пре-
дотвращения развития резистентности патогенных 
микроорганизмов.
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ИССЛЕДОВАТЕЛЬ.
ПРЕПОДАВАТЕЛЬ-ИССЛЕДОВАТЕЛЬ 3 года/4 года

ОРДИНАТУРА

33.08.01 Фармацевтическая технология
очно

ИССЛЕДОВАТЕЛЬ.
ПРЕПОДАВАТЕЛЬ-ИССЛЕДОВАТЕЛЬ 2 года

33.08.02
Управление и экономика 

фармации
очно

ИССЛЕДОВАТЕЛЬ.
ПРЕПОДАВАТЕЛЬ-ИССЛЕДОВАТЕЛЬ 2 года

33.08.02
Фармацевтическая химия  

и фармакогнозия
очно

ИССЛЕДОВАТЕЛЬ.
ПРЕПОДАВАТЕЛЬ-ИССЛЕДОВАТЕЛЬ 2 года

31.08.73 Стоматология терапевтическая
очно 

ИССЛЕДОВАТЕЛЬ.
ПРЕПОДАВАТЕЛЬ-ИССЛЕДОВАТЕЛЬ 2 года

31.08.75 Стоматология ортопедическая
очно

ИССЛЕДОВАТЕЛЬ.
ПРЕПОДАВАТЕЛЬ-ИССЛЕДОВАТЕЛЬ 2 года

Пятигорский медико-фармацевтический институт –  
филиал федерального государственного бюджетного образовательного учреждения  
высшего образования «Волгоградский государственный медицинский университет»

Министерства здравоохранения Российской Федерации

Проводит обучение по следующим специальностям:

Адрес: 357532, Российская Федерация, Ставропольский край, г. Пятигорск, пр-т Калинина, 11.




