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От редакции
Introduction

Редакционная статья / Editorial article

Конгресс "Химико-фармацевтические и биологические препараты:  
фармацевтическая и клиническая разработка согласно правилам ЕАЭС"
Конгресс "Химико-фармацевтические и биологические препараты: фармацевтическая и клиническая разработка согласно правилам 
ЕАЭС" пройдет в Москве 22 сентября. Мероприятие посвящено обсуждению таких важных тем, как предрегистрационные исследования 
лекарственных средств, которые предназначены для обеспечения их качества, эффективности и безопасности. Также мы обсудим 
вопросы трансфера технологий и пострегистрационных исследований лекарственных препаратов.

Congress "Chemical and Biological Drugs: Pharmaceutical  
and Clinical Development in Accordance with the EAEU rules"
The Congress "Chemical and Biological Drugs: Pharmaceutical and Clinical Development in Accordance with the EAEU rules" will be held in 
Moscow on September 22. We will discuss such themes as pre-registration trials which are necessary for quality, effectiveness and safety 
assurance. As well as we will discuss technology transfer and post-authorisation studies of drugs.

Уважаемые коллеги!

Приглашаем Вас на уже ставшее традиционным 
мероприятие, посвященное обсуждению вопросов, 
связанных с разработкой, исследованиями и регист- 
рацией лекарственных средств. 

Конгресс проводится ежегодно, начиная с 2012 го-
да, и за годы своего существования превратился из 
небольшой местечковой конференции в уважаемое 
и ожидаемое отраслевое мероприятие. Тематика ме-
роприятий традиционно охватывает все жизненные 
этапы лекарственного средства, начиная от разработ-
ки и заканчивая пострегистрационными исследова- 
ниями ЛС.

В этом сезоне мы поговорим о фармацевтической  
и клинической разработке химико-фармацевтических 
и биологических препаратов согласно правилам ЕАЭС.

Конгресс «Химико-фармацевтические и био-
логические препараты: фармацевтическая и кли-
ническая разработка согласно правилам ЕАЭС»  
организован журналом «Разработка и регистрация  
лекарственных средств» и ООО «Центр фармацевти- 
ческой аналитики».

Конгресс пройдет в очном формате в Москве в 
Конгресс-центре Сеченовского Университета.

Мероприятие посвящено обсуждению таких 
важных тем, как предрегистрационные исследова-
ния лекарственных средств, которые предназначе-
ны для обеспечения их качества, эффективности и 

безопасности. Будут представлены доклады, рас-
сматривающие вопросы разработки и исследова-
ний биопрепаратов: от оценки биоаналогичности 
в условиях in vitro до клинических исследований.  
Также мы обсудим вопросы трансфера технологий  
и пострегистрационных исследований лекарствен-
ных препаратов.

Программа конгресса состоит из нескольких сек-
ций, включающих фармацевтическую разработку ори-
гинальных и воспроизведенных ЛС, доклинические 
и клинические исследования, проводимые в соот- 
ветствии с требованиями Решений ЕЭК.

Слушатели конгресса: фармацевтические пред- 
приятия-производители и их сотрудники из отде-
лов разработки, контроля качества, регистрации, 
производства и развития; сотрудники лаборатор-
ных центров, контрактно-исследовательских ор-
ганизаций, научных и образовательных учреж- 
дений.

Докладчики конгресса: ведущие ученые, специ-
алисты и лидеры мнений, представляющие фарма-
цевтическую отрасль, академическую общественность 
и регуляторные органы в сфере обращения лекарст- 
венных средств.

Дата: 22 сентября 2023 г.
Место: Конгресс-центр Сеченовского Университе-

та, г. Москва, ул. Трубецкая, д. 8 (м. Фрунзенская).
Подробности и регистрация на сайте конгресса 

https://www.rrls-congress.ru/
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УДК 615.11

Редакционная статья / Editorial article

Роль указов Петра I в формировании  
и развитии российской фармации. Часть 1
К. С. Гузев

АО «Ретиноиды», 143989, Россия, Московская обл., мкр. Керамик, г. Балашиха, ул. Свободы, д. 1А, оф. 404

 Контактное лицо: Гузев Константин Сергеевич. E-mail: guzev3@yandex.ru

Резюме
В первой части статьи на основе системного анализа указов Петра I приведены шаги Российского Императора по учреждению и 
становлению аптечной службы России. Анализ текста указов показал, что особый интерес Петра I к распределению лекарств появился 
в конце XVII – начале XVIII века, после первого посещения Европы. Первым его шагом, направленным на контроль распределения 
лекарств, стал Указ таможенной службе о необходимости досмотра и присылке в Москву аптекарских припасов, привозимых из-за 
границы. Получив контроль над привозом медикаментов и монопольным их распределением, Петр I организует доставку лекарств из 
царской аптеки в армию. Следующим шагом царя стала организация сети московских аптек. Для этого он издает Указ об организации на 
Москве восьми аптек. Позже такие аптеки были организованы в Петербурге и других крупных городах России. Владельцам этих аптек 
Петр I выдает именные грамоты, призванные охранять их от чрезмерных поборов и несправедливости городских властей. Для снабжения 
появившихся аптек необходимо было наладить их снабжение соответствующим сырьем. Для этого Петр I своими указами распорядился 
закупать лекарственные травы, собранные в Сибири, организовать в Москве, Петербурге и Астрахани аптечные огороды и ограничить 
торговлю некоторыми важными товарами. Кроме того, по Указу Петра I отправляются научные экспедиции по России на поиск российской 
минеральной воды и изучению богатств Сибири.

The Role of the Decrees of Peter the Great in the Formation  
and Development of Russian Pharmacy. Part 1
Konstantin S. Guzev

JSC «Retinoids», off. 404, 1A, Svobody str., Balashikha, Ceramic microdistrict, Moscow Region, 143983, Russia

 Corresponding author: Konstantin S. Guzev. E-mail: guzev3@yandex.ru

Abstract
The first part of the article, based on a systematic analysis of the decrees of Peter the Great, presents the steps of the Russian Emperor to establish 
and develop the pharmacy service in Russia are given. An analysis of the text of the decrees shows that Peter the Great's special interest in the 
distribution of medicines appeared from the end of the 17th to the beginning of the 18th century, after his first visit to Europe. His first step, aimed 
at controlling the distribution of medicines, was the Decree to the customs service on the need to inspect and send to Moscow pharmaceutical 
supplies brought from abroad. Having gained control over the import of medicines and their monopoly distribution, Peter the Great organized 
the delivery of medicines from the royal pharmacy to the army. The Emperor’s next step was the foundation of a network of Moscow pharmacies. 
To do this, he issued a Decree on the establishment of eight pharmacies in Moscow. Later, such pharmacies were also established in St. Petersburg 
and other major Russian cities. Peter the Great gave the owners of these pharmacies nominal letters designed to protect them from excessive 
extortion and injustice of the city authorities. It was necessary to establish the supply of the new pharmacies with the appropriate raw materials. 
Peter the Great, by his decrees, ordered to purchase medicinal herbs collected in Siberia, to create pharmacy gardens in Moscow, St. Petersburg 
and Astrakhan, and to restrict trade in certain important goods. In addition, according to the decree of Peter the Great, scientific expeditions are 
sent around Russia to search for mineral water and explore the riches of Siberia.

От редакции
Introduction

«История России в XVIII в.  
не швейцарский пейзаж.

Скорее это пейзаж  
из истории мироздания»

К. A. Валишевский

В 2022 г. исполнилось 350 лет со дня рождения  
Петра Алексеевича Романова  – Великого князя, го-
сударя, русского царя и Императора Всероссийско-
го. С его именем связано большое число нововведе-
ний, в корне изменивших Россию. К наиболее важным 
изменениям, касающимся организации внутреннего  

устройства страны, можно отнести образование гу-
берний (1708 г.), ее деление на 50 провинций, со- 
стоящих из дистриктов, а в дальнейшем (1728  г.) – на 
уезды. В  1711  г. учреждается Сенат, в 1718 г. – Кол-
легии, в 1721 г. – священный Синод. Благодаря этим  
нововведениям был перестроен по-новому весь ап-
парат государственной власти России. В 1719 г. впер-
вые вводится присяга на верность Государственной 
службе, а в 1721 г. – присяги на каждый чин. Впер-
вые организована перепись городского населения 
России (1721  г.). Не менее важные изменения начали  
происходить в армии и на флоте. После Азовских по-
ходов 1695–1696 гг. началось быстрое создание регу-
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лярной армии. Вместо стрельцов и поместной кон- 
ницы создаются солдатские полки. К 1695 г. регуляр-
ная армия России насчитывала более полумиллиона 
человек. Она состояла из 76 полевых полков и 55 ба-
тальонов, 52 конных полков, 104 пограничных и внут- 
ренних гарнизонных батальонов и 39 губернских ко-
манд. Параллельно с этим идет строительство рос- 
сийского флота. Было создано 7 судостроительных 
верфей, на которых в короткий срок было построено 
395 больших и малых судов. В 1705 г. построено ос-
новное здание Адмиралтейства. Для нужд армии и 
флота в 1701 г. была открыта школа математических 
и навигационных наук, готовившая инженеров, мо-
ряков, геодезистов, архитекторов, мастеровых и учи-
телей. В 1701 г. в Москве и Петербурге открывают-
ся артиллерийские школы, утверждаются Воинский 
и Морской Уставы (1716 и 1725 гг. соответственно).  
В  1713 г. в Москве начинает работать инженерная 
школа, а в 1715 г. в Петербурге  – морская Академия. 
Расширяется практика отправки молодых дворян и ку-
печеской молодежи за границу на обучение морско-
му, пехотному, артиллерийскому, инженерному делу1.

О роли Петра I в развитии отечественной меди-
цины написано довольно много. Причем его заслуги 
широко представлены в классических учебниках по 
истории российской медицины (Л. Ф. Змеев, С. Ковнер,  
М. Ю.  Лахтин, Н. П. Загоскин), а также учебниках по  
этому предмету советского периода (Т. Мейер-Штей-
нег и К.  Зудгоф, Б. Д. Петров, М. П. Мультановский, 
М. Б.  Мирский). Наиболее полное перечисление за-
слуг Петра  I в развитии военной медицины пред-
ставлено в работе Н.  Куприянова «История медици-
ны России в царствование Петра Великого»2. Однако 
о вкладе Петра Великого в развитие отечественной  

1 Палкин Б. Н. Русские госпитальные школы XVIII века. М.: 
Медгиз; 1959. 271 с.

2 Куприянов Н. История медицины России в царствова-
ние Петра Великого. Санкт-Петербург. 1872. 16 c.

фармации известно не много, и факты об этом раз-
бросаны по редким источникам. Из одной моногра-
фии в другую переходит рассказ об Указе от 14 фев-
раля 1700  г. «О наказании незнающих медицинских 
наук и по невежеству в употреблении медикаментов, 
причиняющих смерть больным» и Указе от 22  ноября 
1701  г. «О заведении в Москве вновь осьми аптек... и 
об уничтожении зелейных лавок». Часто упоминают о 
двух привилегиях на открытие аптеки в Москве полу-
ченных Иоганом Готфридом Грегориусом (22 ноября 
1701 г.) и Даниилом Алексеевичем Гурчиным (28 де- 
кабря 1701 г.). На этом вклад Петра I в становление  
отечественной фармации, как правило, заканчивался.

Из современных авторов, занимавшихся изучени-
ем становления отечественной фармации, можно от-
метить работу Виктора Матвеевича Сало (1928–2005). 
В его монографии «История фармации в России», из-
данной в 2007 г., формированию фармацевтической 
службы России Петровского периода уделено доволь-
но много места. Однако, с нашей точки зрения, автор 
прекрасно систематизировав имеющийся в его рас-
поряжении архивный материал, не смог показать сис- 
темного подхода в деятельности Петра I и поступа-
тельного хода его нововведений3.

Поэтому целью настоящего исследования явилась 
попытка объединить информацию об указах Петра  I, 
касающихся фармации, включая не только организа-
цию вольных аптек и медицинского снабжения армии  
и флота, но и соответствующего образования, про-
мышленности, науки и практики, уделив особое вни-
мание системности предпринимаемых им шагов.

При написании работы основными источниками 
информации служили указы, Петра I, представленные 
в многотомном издании «Полное собрание законов 
Российской Империи» (ПСЗРИ) в период с 1688 (Т.  II)  
по 1725  г. (Т. VII), труды кафедры истории и энцикло- 
педии медицины императорского Московского уни- 
верситета, материалы классических учебников по 
истории медицины и фармации, а также отдельные 
монографии, посвященные развитию этих специаль- 
ностей.

Для установления роли Петра I в становлении и 
развитии отечественной фармации были отобраны  
соответствующие указы, именные грамоты, регла-
менты, резолюции и проведен их системный анализ. 
Полученный результат представлен в виде последо-
вательных шагов Петра I по организации работы ап-
течной службы в начале XVIII в.

Шаг первый – таможенная политика Российского 
государства по отношению к лекарствам.

Петр I и его окружение понимали, поскольку ка-
кого-либо производства лекарств в России не бы-
ло, то их можно было только завозить из-за границы. 
Что практиковалось с давних времен. Об этом свиде-
тельствует утверждение В. Рихтера, приведенное в  
его классической монографии «История медицины в 

3 Сало В. М. История фармации в России. М.: Литтерра; 
2007. 256 с.
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России»: «Для совершенного устройства и снабжения 
аптек, часто посылаемы были люди в иные земли  – 
врачи или особые поверенные, дабы вывозить отту- 
да потребные для них материалы»1. Для упорядочи-
вания этого процесса надо было взять под контроль 
привоз медикаментов из-за рубежа. Для этого Петр  I 
издает Указ «Об осмотре на заставах по городам вся- 
ких товаров, питей и аптекарских припасов, посыла-
емых в Москву, о зáписе их в таможенные книги и об  
отпуске за таможенною печатью»2. Согласно этому 
указу Великие Государи указали, чтобы все товары, 
привозимые из-за границы иноземными и русскими 
торговыми людьми, досматривались специальными 
людьми из Таможни (целовальниками и подьячими), 
записывались в книги, опечатывались таможенной 
печатью и направлялись в Москву в приказ Большой  
Казны. После досмотра товары рассылались по при-
казам, для которых они куплены и привезены. В 
частности, лекарства должны были направляться в 
Аптечный приказ. Отпуск опечатанных товаров их вла-
дельцам проводился только после их досмотра Вели-
кими Государями. То есть все лекарства, пряные зелья 
и вина, привозимые в Россию, ставились на учет, пе- 
редавались в Аптекарский приказ и, как правило, в 
дальнейшем выкупались у владельцев служащими 
приказа по договорной цене с обязательной уплатой 
пошлины. Таким образом, московская таможенная 
служба стала контролировать поступление лекарств 
в Россию – их брали на учет, за них получали пошлин- 
ный сбор и передавали в Аптекарский приказ для 
дальнейшего использования.

Шаг второй – начало централизованного снаб-
жения армии лекарствами.

В 1698 г. выходит Указ «Об отпуске лекарств в  
Рязанский полк из Новой Аптеки»3. Он гласил: «Быть 
на службе в Рязанском полку у боярина и воеводы 
Алексея Петровича Салтыкова лекарям инозем-
цам  ...  Готфриду Бергарду да Андрею фон-Крагену; 
а сколько в тот полк каких лекарств надобно, то-
му роспись будет, а по той росписи в тот полк на 
вышепоказанную службу, по росписи вышеозначен-
ных лекарей, отпущено лекарств из новой Аптеки 
по цене на 100 рублев». Из Указа становится понятно, 
что в Рязанский полк направляются два лекаря с ле-
карствами, полученными по росписи (перечню), со-
ставленной ими же. Причем лекарства получаются 
централизовано из Новой царской аптеки, органи-
зованной специально для снабжения лекарствами 
армии. Таким образом, указ о посылке в Рязанский  
полк двух докторов с лекарствами может быть рас-
ценен как начало организации централизованного 
снабжения армии медикаментами. В последующем 
снабжение лекарствами армии и флота было расши-
рено и получило свое дальнейшее развитие.

1 Рихтер В. История медицины в России. Часть 1. М. 1814. 
С. 323.

2 ПСЗРИ. 1475 01.11.1693. Т. III. С. 167.
3 ПСЗРИ. 1624. 22.03.1698. Т. III. С. 444.

Шаг третий – организация сети аптек в Москве, 
Петербурге и иных городах России.

К 1701 г. наступил момент, когда функциониру-
ющая царская аптека уже не справлялась с работой  
по обеспечению государя, его семьи, ближайше-
го окружения и армейских полков медикаментами. 
Остро встал вопрос об организации в Москве се-
ти аптек, призванной продавать лекарства всем же-
лающим. С этой формой организации работы аптек  
Петр I сталкивался, путешествуя по Европе. Он часто 
заходил в аптеки и расспрашивал их владельцев о  
правилах работы, условиях закупки, хранении и про-
даже медикаментов. Кроме того, в юности, приезжая  
в немецкую слободу, Петр знакомился с заграничным 
бытом и по рассказам иностранцев слышал о благо-
творном влиянии лекарств4. Дополнительным по-
водом, ускорившим принятие решения о создании 
вольных аптек, стал случай отравления боярина Пе-
тра Петровича Салтыкова человеком его Алешкой 
Каменским. Результатом разбора этого случая стал 
Указ «О наказании незнающих медицинских наук, и 
по невежеству в употреблении медикаментов, при- 
чиняющих смерть больным»5. Этот Указ, с нашей точ- 
ки зрения, является одним из самых важных в ряду 
указов, определяющих становление аптечной служ-
бы в России. Поэтому далее следует его краткий пе-
ресказ. «Разбор дела об отравлении боярина Петра 
Петровича Салтыкова человеком его Алешкой Ка-
менским лекарством, от которого он, боярин, умер. 
При расспросе и под пыткой Алешка сказал, что он 
своего боярина лечил всякими лекарствами, куп- 
ленными в лавке, в зелейном ряду. Сам боярин при-
звал Алешку и просил его купить лекарства от сна 
в зелейном ряду. Алешка купил арьяну на три день-
ги, принес и разделил его на двенадцать зерен, раз- 
мером меньше конопляных зерен. Давал ему то ле-
карство ото сна, а не для отравы и без умысла. К до-
просу был привлечен Ганька Варфоломеев – сиделец 
из лавки в зелейном ряду. Он рассказал, что продал 
арьяну на четыре деньги, и велел давать мочному че-
ловеку по три зерна, а немочному два зерна коноп- 
ляных. На следующий день Алешка приходил к Гань-
ке и рассказал, что боярин не просыпается, только 
в ночи стонал. Ганька велел Алешке барина водить, 
и если этого нельзя, то дать ему парного молока. По 
справке из Аптекарского приказа и по свидетельству  
Докторов и Лекарей то лекарство болящим дают  
по рассмотрению по три-четыре-пяти зерен с ины-
ми лекарствами, но де болящий с того лекарства и  
с двух зерен умрет». Для принятия окончательного 
решения был упомянут Указ от 4  марта 1686  г., в ко- 
тором было велено наказывать за смерть, причинен-

4 Ткешелашвили И. С. Русская фармация до возникнове-
ния первых вольных аптек в России. (Труды кафедры исто-
рии и энциклопедии медицины, Императорского Московско-
го Университета. Том. 1. Вып. 1.) М. 1902. 29 с.

5 ПСЗРИ. 1756. 14.02.1700. Т. IV. С.10.
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ную при приеме лекарств. В результате Великий Го-
сударь повелел, а бояре приговорили Алешку Ка- 
менского за неправильное использование лекарств  
и смерть боярина Петра Петрович в ссылку в Азов 
с женою на каторгу. При вынесении приговора бы-
ли учтены несколько важных условий: был учинен 
допрос с привлечением всех сторон  – обвиняемый,  
сотрудник зелейной лавки, служители Аптечного  
приказа, доктора и лекари, приближенные ко двору; 
установлены и учтены все детали происшествия; при 
вынесении приговора за пример решения был при-
нят указ восемнадцатилетней давности. Само нака-
зание, с нашей точки зрения, было довольно щадя-
щим – каторга в Азове, но с семьей. Этот случай стал 
веским поводом для запрета торговли лекарства-
ми в зелейный лавках, послужил поворотным мо-
ментом в организации на Москве вольных аптек и 
уничтожении зелейных лавок. Спустя короткое вре-
мя Петр  I издает Указ «О заведении в Москве вновь 
осьми аптек с тем, чтобы в них никаких вин не бы-
ло продаваемо, о ведении оных Посольскому прика-
зу и об уничтожении зелейных лавок». В Указе напи- 
сано: «...для всяких надобных и потребных лекарств 
быть на Москве вновь осми аптекам, и построить 
те аптеки в Китае и в Белом и Земляном городах,  
на больших проезжих и многолюдных улицах без вся-
кого утиснения, и держать и продавать в тех ап-
теках всякие лекарства и лекарственные спирты и 
иные к тому принадлежащие потребные и целитель-
ные напитки,  ... те аптеки с Докторами и Аптека- 
рями и с Лекарями и иными чинами во всяких делах  
ведать в Государственном Посольском приказе. Кро-
ме того, в Царствующем граде Москве ... зелейному 
ряду что в Китае городе, также и по всем улицам, и 
по перекресткам, и лавкам, в которых продавали  
всякие непотребные травы и зелья, будто вместо  
лекарств, не быть, и те по улицам и перекресткам 
лавки все сломать и очистить, а в том зелейном  
ряду торговать иными товарами, какими пристой-
но. И буде кто всяких чинов из Русских людей или  
иноземцев похочет те аптеки держать и строить 
своим иждивением  ... велено Ему Великому Государю 
бить челом том и о даче себе под аптеки земель, 
и о жалованных грамотах. ... А покупать в те апте-
ки всякие лекарства за морем и у городов Архангель-
ска и Азова, кому случайнее и способнее»1. Этот указ 
Петра I относится к одним из самых известных и ци-
тируемых в фармацевтической исторической лите-
ратуре. Он знаменует начало организации в Москве 
вольных аптек, в которых будут продаваться ле- 
карства для всех жителей города. В нем описана про-
цедура организации аптек, с помощью именных жа-
лованных грамот за ними закреплен особый статус, 
четко указано подчинение этих аптек. И самое глав-
ное  – определен запрет торговли лекарствами в зе-

1 ПСЗРИ. 1879. 22.11.1701. Т. IV. С. 177.

лейных и травяных лавках и их полного разорения в 
Москве. Но выпустить указ это одно, а организовать 
аптеки это – другое. На исполнение этого указа по-
требовалось долгих 12 лет, и даже после этого срока 
зелейные лавки, несмотря на запрет, еще долго тор-
говали своими снадобьями. Первая вольная аптека 
была открыта 22 ноября 1701  г. Руководил ею алхи-
мист аптекарского приказа Иоган Готфрид Грегориус, 
получивший фармацевтическое образование за гра-
ницей2. Вторым человеком, получившим привилегию 
на открытие аптеки, был Даниил Алексеевич Гурчин. 
Об этом свидетельствует царская грамота, выданная 
ему 28  декабря 1701  г. Благодаря хвалебным одам, 
написанным им в честь петровских побед, об этом 
аптекаре имеются дополнительные сведения. Так, 
по информации Орешникова  А., Даниил Гурчин ро-
дился и получил начальное образование в Польше. 
Где Гурчин получил медицинские знания неизвестно, 
но из его трудов видно, что он хорошо владел поль-
ским языком, латынью и имел широкие медицинские 
познания. Русским языком владел «не вполне» – до-
пускал орфографические ошибки. Приехал в Россию 
на рубеже XVII–XVIII вв. в числе лекарей-иностранцев. 
О жизни в Москве каких-либо сведений нет, но автор 
предполагает, что Гурчин «принадлежал к кругу ин-
теллигенции, центром которой до переезда столицы 
в Петербург была Немецкая слобода». Был доволь-
но состоятельным, вращался в кругу высокопостав-
ленных вельмож. Какое-то время служил «доктором»  
в Государевой (царской) аптеке. Л. Ф. Змеев в своем 
труде «Русские врачебники» приводит текст рецеп-
та, присланного из Государевой аптеки доктором Да- 
ниилом Алексеевичем Гурчиным. Однако не ясно, 
был ли Гурчин ранее доктором или фармацевтом, но  
в дальнейшем он именовал себя только «Аптекарем 
Его Царского Величества». Собирал сведения о ле- 
чебном действии лекарств, записывая их в рукопис-
ные книги. Из-под его пера вышли сочинения «Ап-
тека домовая», «Аптека обозная» и «Фармакопея»  –  
совместный труд с Афанасием Холмогорским.3, 4. Тре-
тья привилегия была дана в 1703 г. Гавриилу Анд- 
реевичу Саульсу «иноземцу цесарской земли», изу-
чавшему аптекарское дело в Голландии. Аптека бы-
ла открыта у Покровских ворот. Четвертая аптека  
была открыта в 1704 г. Михаилом Иессеном Арнки-
лем за Варварскими воротами. Пятая  – Алексеем 
Меркуловым в 1709 г. на Пречистенке. Шестая – Ав-
раамом Рутом в 1712 г. за Старым Каменном мостом. 
Седьмая  – Гавриилом Бышевским на Варварке. Вось-

2 ПСЗРИ. 1881. 28.11.1701. Т. IV. С. 178.
3 Ткешелашвили И. С. Русская фармация до возникнове-

ния первых вольных аптек в России. (Труды кафедры исто-
рии и энциклопедии медицины, Императорского Московско-
го Университета. Т. 1. Вып. 1). М. 1902. 29 с.

4 Орешников А. Даниил Гурчин, московский аптекарь на-
чала XVIII столетия. Сборник статей в честь графини П. С. Ува-
ровой. 1916. С. 47–69.
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мая аптека была открыта в 1713  г. Альбертом Цанде-
ром на Сретенской улице1.

Аптекари, состоящие на службе у российских ца-
рей, как правило, были высокообразованными и со-
стоятельными людьми, получившими медицинские 
знания в университетах Европы. Вместе с врачами  
они находились на высокой ступени гражданского 
общества, и Петр I поддерживал их высокий статус.  
Первым владельцам аптек выдавались именные гра-
моты. Это означало, что каждого аптекаря, получив-
шего такую грамоту, Петр знал лично. Он был уверен 
в честности, справедливости и профессионализме бу-
дущего владельца аптеки. Грамота давала право за- 
купать лекарства за границей и торговать ими в Мо-
скве. Владелец аптеки мог передать ее своим детям 
и внукам, а также при необходимости продать ее по 
своему усмотрению по договорной цене. Грамота за-
щищала владельца аптеки от чрезмерных поборов, 
постоя и несправедливости от городских властей. В 
процессе организации вольных аптек в Российских  
городах аптекарям была предоставлена привилегия 
на организацию и содержание аптеки. Для большей 
независимости аптекарей от губернского начальства 
Петр I централизует оплату их труда, передав испол-
нение этой процедуры своим Указом в ведение Апте-
карского приказа: «О бытии Аптекарским служителям 
и полковым лекарям в тех окладах, кои им положе- 
ны в Аптекарском приказе»2. В дальнейшем, когда  
количество аптекарей стало увеличиваться, и про-
изошло разделение на владельцев вольных аптек и  
аптечных служащих (гражданских и военных), поло-
жение последних в обществе стало снижаться.

Из представленных сведений видно, что в нача-
ле XVIII в. владельцы аптек стояли на довольно высо-
кой ступени гражданского общества и благодаря пре-
доставленной привилегии стремились сохранить свое 
особенное положение. Что же касается наемных ап-
течных служащих, то они, выполняя огромный объем 
работы, медленно опускались в социальной иерар- 
хии. Такое разделение между двумя слоями фарма-
цевтического сословия в дальнейшем еще больше 
увеличивалось, но это произошло после Петра I.

Отработав схему организации и контроля ра-
боты аптек в Москве и, наконец, дождавшись нор-
мального функционирования коммунальных служб 
в Санкт-Петербурге, в 1721 г. Сенат утверждает Указ 
«Об учреждении в городах аптек под смотрением  
Медицинской Коллегии, о вспоможении приискиваю-
щим медикаменты в Губерниях, и о бытии под надзо-
ром помянутой Коллегии гошпиталям»3. Подписанию 
Указа предшествовало выступление в Сенате доктора 

1 Змеев Л. Ф. Русские врачебники: Исследование в об- 
ласти нашей древней врачебной письменности Л. Ф. Змеева, 
бывшего преподавателя истории врачебных наук в Импера-
торской Военно-медицинской академии. Санкт-Петербург. 
1895. 274 с.

2 ПСЗРИ. 2624. 08.01.1713. Т. V. С. 2.
3 ПСЗРИ. 3811. 14.08.1721. Т. VI. С. 412.

И. Л.  Блюментроста, который доказывал целесообраз-
ность учреждения Медицинской Коллегии и под-
чинению ей всех имеющихся в России аптек. В Указе  
сказано: «Сего августа 14 дня, по Его Царские Вели- 
чества указу Правительствующий Сенат приказа-
ли: для исправления вышеупомянутых нужд и лучше-
го в том способа, в Санкт-Петербурге и в губерниях и  
Провинциях, аптеки позволить содержать вольные, 
против того, как и в Москве такие аптеки обрета-
ются, и содержать оные в Канцелярии Медицинской 
под смотрением оной. Токмо того предостерегать, 
чтоб за неимением Докторов или Лекарей, в коих ли-
бо местах обывателям без пользы, время в болезнях  
не продолжалось». Таким образом, в соответствии с 
Указом Аптечный приказ был переподчинен вновь 
организованной структуре управления здравоохра-
нением России  – Медицинской канцелярии, распо-
лагавшейся в новой столице. Начиная с 1721 г. сеть  
аптек стала формироваться и в Санкт-Петербурге, а 
также в губернских и других провинциальных городах.

Шаг четвертый – обеспечение аптек сырьем 
для приготовления лекарств.

Снабжение полковых аптек медикаментами тре-
бует большого количества сырья. Первым шагом в 
этом направлении стал Указ «О покупке в Придвор-
ную аптеку лекарственных растений, кореньев, му-
скуса, каменного масла и прочих аптекарских при-
пасов, привозимых из Сибири, по продажной цене в 
Москве»4. Указ гласит: «...коренья, коры, травы, цве- 
ты и мускус, струя, масло каменное, и прочие ле- 
карственные статьи в Сибири в промысле, и в при-
возе к Москве бывают, и те статьи принять, в верх-
ней Его Великаго Государя аптеку, и во что на Москве  
станут и то написать, дать в аптеку о том ведо-
мость и взять по цене деньги..., а лиственные особо 
велеть купя спелыми, прислать пудов с 40 или 50, по 
гривне за пуд.  ... лекарственные статьи и про иные,  
которые по ведомостям в Сибири и в близлежащих 
странах родятся, и в привозе бывают, велеть при-
сылать в Сибирский приказ с ценами, и к каким бо-
лезням что употребляют, и то описать тоже». Как 
видно, Указ фиксирует возможность Сибири стать  
районам-поставщиком лекарственного сырья для Го-
сударевой аптеки. Присылать лекарства по описи 
следует в Москву, строго контролируя их качество, а 
покупать лекарства надлежит у поставщиков по фик-
сированной цене.

Два года спустя Петр I издает новый Указ «О по-
купке в Сибирских городах ревеню по 300 пуд на 
год в казну, о присылке онаго в Москву и о запрете 
сей торговли частным людям под смертью казнию»5. 
В Указе говорится: «В Сибирских городах покупать 
в казну стольнику Лариону Акимову сыну Синяви-
ну коренья ревеню по 300 пуд на год, и присылать к  
Москве в приказную Семеновскую палату  ... и выде-

4 ПСЗРИ. 1909. 15.04.1702. Т. IV. С. 192.
5 ПСЗРИ. 1967. 07.02.1704. Т. IV. С. 245.
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лить ему для покупки того ревеню 1000 рублев. А  
под тот ревень и другие товары давать ... дощенник 
со всеми припасами да работных людей 30 человек.  
А тот ревень из Сибирских городов с Сибирскими  
служивыми людьми к Москве, а с Москвы ... пропу-
скать везде без промедления. И сказать Великого 
Государя указ, что буде кто иноземцы или русские 
люди  ... у проезжих людей купят ревень тайным обы- 
чаем  ... и эту покупку не объявят, и тем людям за то  
их воровство и утайку быть в смертной казни...». 
Вновь государь печется о лекарственном сырье. Ве-
лит закупать тот ревень в Сибири, назначает ответст- 
венных за эту работу людей, отпускает для это-
го деньги, обеспечивает доставку ревеня в Москву,  
а за нарушение его указа грозит смертной казнью.

Очередным шагом в обеспечении аптек лекарст- 
венным сырьем стала организация в 1706 г. аптекар-
ского огорода в Москве. Сад был заложен на тог- 
дашней северной окраине Москвы (за Сухаревой 
башней). На это место из-под стен Кремля был пере-
несен государственный огород, используемый для 
выращивания лекарственных растений, находив-
шийся при аптеке Гостиного двора. Основой для соз- 
дания коллекции Аптекарского огорода послужи-
ли растения из дворцового Измайловского сада. В 
устройстве нового огорода принял личное участие 
Петр I, посадивший в нем три хвойных дерева: ель, 
пихту и лиственницу – «для наущения граждан в их 
различии». Первоначально хозяином огорода был 
Аптекарский приказ, затем Московский госпиталь, а  
в конце XVIII века им распоряжалась Московская  
медико-хирургическая академия1. В Петербурге так-
же был заложен Аптекарский огород. Точная да-
та устроения Петербургского аптекарского огорода  
неизвестна. По одним сведениям, огород берет свое 
начало с Указа Петра I от 1713 г., по другим, эта да-
та перенесена на 1714 г. Поиски этого Указа в ПСЗРИ 
не увенчались успехом, но известно точно, что царь 
Петр при переносе столицы из Москвы в Петербург 
распорядился об устройстве «столь нужного для вра-
чебного дела учреждения», как Аптекарский огород 
«для сеяния на нем лекарственных трав и цветов». 
Главной целью этого огорода стало разведение ле-
карственных растений для Аптекарского приказа2.

Со временем стало понятно, что не все лекарст- 
венные растения можно вырастить на организован-
ных в Москве и Петербурге аптекарских огородах. 
Встала необходимость закладки подобного аптекар-
ского огорода на южных территориях России. Для 
этого наиболее подходила Астрахань. В связи с этим 
Петр  I издает Указ «О заведении в Астрахани Апте-
карского огорода, виноградных садов и конского за-

1 Зархин И.Б. Очерки из истории отечественной фарма-
ции. М.: МЕДГИЗ, 1956. 187 с.

2 Куприянов Н. История медицины России в царствова-
ние Петра Великого. Санкт-Петербург, 1872. 16 c.

вода Персидской породы». Указ требует: «Завести 
в Астрахани Аптекарской огород, также сделать 
оранжерею и держать вывозные из Персии деревья 
и травы (которые не могут в огороде зимовать) и  
для приуготовления трав, которые потребны в  
Аптеку, взять из Санкт-Петербурга в Астрахань  
Аптекаря, да огородника»3. В дальнейшем «Аптекар-
ские огороды» были учреждены во многих крупных 
городах в составе военных госпиталей.

Нельзя не вспомнить о еще одном Указе Петра  I. 
Он датирован 26  июня  1717  г. и называется «О при-
искании в России минеральных вод». Некоторые зна-
ния о лечебных свойствах минеральной воды царь 
получил в Европе во время «Великого посольства» в 
конце XVII века, посещая европейские курорты. По- 
этому государь повелел: «По получении сего Указа ве-
лите искать в Нашем Государстве (а особливо в тех  
местах, где есть железные руды) ключевых вод, ко- 
торыми мочно пользоваться от болезней, на при-
клад, какими в здешних краях пользуются, как Пир-
монтская, Шпавассер и проч. ...»4. Согласно указу, не-
мецкий доктор медицины Готлиб Шобер отправился 
в экспедицию на поиски российской минеральной  
лечебной воды. На средства Аптекарской канцеля-
рии в 1717–1718  гг. Шобер Г. совершил экспедицию  
по Волге до Каспийского моря, обследовал минераль-
ные источники Самары, объехал Нижнее Поволжье, 
описал Брагунские горячие источники на Тереке, от-
крыл источники Северного Кавказа (Пятигорск, Же-
лезноводск, Кисловодск), указав на целебные свойст- 
ва этих вод для лечения многих болезней. Петр I  
очень был обрадован, когда узнал, что в России есть  
собственные источники лечебных вод. И когда эти 
источники были изучены и опробованы, он часто  
ездил на Олонец сам и рекомендовал их своим при- 
ближенным.

Продолжая изучение Российских богатств, Петр  I 
отправляет экспедицию в Сибирь. Для этого он при- 
нимает на работу немца Даниила Готлиба Мессерш-
мидта. Д. Г. Мессершмидт родился в Данциге (6/16 сен-
тября 1685 г.), учился в университетах Иены и Галле, 
где изучал медицину, зоологию и ботанику. В 1713  г. 
защитил диссертацию на тему «О разуме как гла- 
венствующем начале всей медицинской науки», полу-
чил ученую степень доктора медицины. В сентябре  
1717  г. Мессершмидт был представлен царю и по его 
указу с января 1718 г. был принят на службу. 15 нояб- 
ря 1718  г. он получил предписание отправиться  
в Сибирь «для изыскания всяких раритетов и апте-
карских вещей: трав, цветов, корений, семян и прочих 
принадлежащих статей в лекарственные составы». 
Кроме того, Д. Г.  Мессершмидт счел необходимым  
дополнительно изучить географию Сибири, ее нату-
ральную историю, медицину (в частности эндемиче-
ские болезни), памятники древности, филологию и  
этнографию. Во время экспедиции он делал зарисов-

3 ПСЗРИ. 3668. 26.10.1720. Т. VI. С. 251.
4 ПСЗРИ. 3096 24.06.1717. Т. V. С. 498.
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https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%83%D1%85%D0%B0%D1%80%D0%B5%D0%B2%D0%B0_%D0%B1%D0%B0%D1%88%D0%BD%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D1%83%D1%85%D0%B0%D1%80%D0%B5%D0%B2%D0%B0_%D0%B1%D0%B0%D1%88%D0%BD%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B2%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D0%9A%D1%80%D0%B5%D0%BC%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B5%D0%BA%D0%B0%D1%80%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%B5%D0%BD%D0%BD%D1%8B%D0%B5_%D1%80%D0%B0%D1%81%D1%82%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%95%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%B8%D1%85%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B8%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%B5%D0%BD%D0%BD%D0%B8%D1%86%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BF%D1%82%D0%B5%D0%BA%D0%B0%D1%80%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D0%BF%D1%80%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D0%B7
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%93%D0%BB%D0%B0%D0%B2%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%B2%D0%BE%D0%B5%D0%BD%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D0%BA%D0%BB%D0%B8%D0%BD%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9_%D0%B3%D0%BE%D1%81%D0%BF%D0%B8%D1%82%D0%B0%D0%BB%D1%8C_%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%B8_%D0%9D._%D0%9D._%D0%91%D1%83%D1%80%D0%B4%D0%B5%D0%BD%D0%BA%D0%BE
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B2%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%BC%D0%B5%D0%B4%D0%B8%D0%BA%D0%BE-%D1%85%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%80%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%B0%D0%BA%D0%B0%D0%B4%D0%B5%D0%BC%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B2%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%BC%D0%B5%D0%B4%D0%B8%D0%BA%D0%BE-%D1%85%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%80%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%B0%D0%BA%D0%B0%D0%B4%D0%B5%D0%BC%D0%B8%D1%8F
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ки интересных предметов и изготавливал чучела жи-
вотных. Экспедиция Д. Г.  Мессершмидта растянулась 
на восемь лет и завершившись в Москве 31  янва- 
ря 1727  г. Коллекции, собранные и описанные Мес-
сершмидтом, поступили в Кунсткамеру в 1729 г. Они 
включали подробные описания сибирских растений, 
животных, насекомых, моллюсков, панцирных, рако-
образных, змей, рыб, китообразных, птиц и четверо-
ногих. В описаниях Мессершмидт дает их названия 
по-латыни, по-русски, по-немецки, по-английски, на 
тангутском и монгольском языках. Собранные мине-
ралы распределены на 6  классов: вода, земля, сера, 
соль, металлы, камни. Большое значение для акаде- 
мического музея имели археологические предметы, 
привезенные Мессершмидтом, так как он их не толь-
ко покупал, но и сам занимался раскопками, с указа-
нием в дневнике, где и при каких обстоятельствах,  
на какой глубине они были обнаружены. По мнению 
современных ученых, собранные Д. Г.  Мессершмид-
том материалы имели большое значение для бота-
нических, зоологических, археологических, этногра-
фических, лингвистических исследований Сибири1.

Сюда же можно отнести Указ «Об учреждении 
казенной продажи дегтем, коломазью, мелом, ры-
бьим жиром, ворванным и кашалотовым салом и 

1 Тункина И. В., Савинов Д. Г. Даниэль Готлиб Мессерш-
мидт: У истоков сибирской археологии. СПб: ООО «ЭлекСис»; 
2017. 168 с.

о воспрещении сей торговли частным людям»2. За 
пять месяцев до того, Государь ограничил торгов-
лю этими продуктами, а с июля 1707 г. потребовал  
сдачи имеющихся у народа указанных товаров 
специально отобранным людям. А тем, кто будет 
продолжать торговлю этими товарами, на них будет 
назначен штраф: «...а февраля с 11 числа сего года по 
Его Великого Государя указу, теми товарами (дегтем, 
коломазью, мелом, рыбьим жиром, ворванным и ка-
шалотным салом) торговать никому не велено, а 
велено тот товар в прежние их меры, с прежнею це-
ною продавать выборным из слобод целовальникам 
под надзиранием мытенных Бурмистров, а оприч  
их тем товаром торговать никому не велено. А буде  
у кого того товара за продажею ныне на лицо: чтоб  
те люди приходя, те товары немедленно объявляли  
в Ратуше и деньги им за тот товар, по покупной их 
цене, выданы им будет безволокитно. А буде кто с  
сего числа теми товарами торговать, и на тех лю-
дях, за ослушание указа, по взятию у них товара без-
денежно, доправлена на них будет пеня, против вин-
ных корчемников». Несомненно, этот товар является 
важным для Российского государства. Он почти пол-
ностью направлялся за рубеж, но часть его остава-
лась в Аптечном приказе и использовалась в качест- 
ве лекарственного средства.

2 ПСЗРИ. 2155 21.07.1707. Т. IV. С. 382.
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Информационная статья / Informational article

21-я Международная выставка «Аналитика Экспо» стала рекордной  
по количеству установленных взаимовыгодных контактов
С 11 по 14 апреля в МВЦ «Крокус Экспо» состоялась 21-я Международная выставка лабораторного оборудования и химических 
реактивов «Аналитика Экспо 2023».

Тhe 21st International Exhibition Analitika Expo Became a Record  
by the Number of Established Beneficial Contacts
The 21st International Exhibition of Laboratory Equipment and Chemical Reagents Analitika Expo was held at the Crocus Expo from the 
11th till 14th of April

Выставка «Аналитика Экспо 2023» выступила уни-
кальной площадкой, на которой собрались произво-
дители и поставщики лабораторного оборудования, 
представители производственных и научно-исследо- 
вательских лабораторий и другие специалисты от- 
расли для заключения взаимовыгодных соглашений, 
изучения новинок лабораторного оборудования и  
обсуждения актуальных вопросов. В 2023 году участ-
никами стали 184 компании из России, Белоруссии, 
Индии, Китая, Казахстана.

Новые приборы и методы представили мно-
голетние участники выставки: «Аналитэксперт», 
«Альгимед», «БиоХимМак», «Диполь», «БиоСистемы», 
«Катроса Реактив», «Лабораторное Оборудование и 
Приборы», «Люмэкс-Центрум», «НПО СПВЛАБ», «Ме-
литэк», «Миллаб», «Петротех», «Вибротехник», «Тес- 
кан», «ХИММЕД», «Хеликон», СКБ «Хроматэк», «Хро-
мос Инжиниринг», «Экросхим», «РОСХИМРЕАКТИВ», 
«ПраймКемикалсГрупп», «Меммерт Раша» и многие 
другие.

Больше 30 компаний впервые приняли участие 
в выставке, среди которых: «3С-лаборатория», «Ал-
кор Био», «Апекслаб», «БИОКОНТРОЛЬ ГР», «Камоцци 
Пневматика», «ДНК-Технология», «ЛионТех», «Набитекс 
Сайнтифик», «БСКБ Нефтехимавтоматика», «НИЦ  Ин- 
новации», «Взор», «Сибирские аналитические систе-
мы», «ВЕСЭКСПЕРТ», «БелАналитика», «ПроЛаб-Трейд», 
«ЦТС Наука» и другие.

Тематические разделы выставки:
 • Лабораторное оборудование и приборы.
 • Лабораторная посуда, пластик, расходные мате- 

риалы.
 • Химические реактивы.
 • Лабораторная мебель.
 • Средства автоматизации лабораторных исследо- 

ваний.
 • Контрольно-измерительное оборудование.
 • Оборудование для биотехнологий.
 • Лабораторное оборудование для экологического 

мониторинга.
Выставку посетили 6 716 специалистов из 20  стран 

и 67 регионов России из химической, фармацевтиче-
ской, сельскохозяйственной, медицинской, нефте-
газовой, пищевой, биотехнологической отраслей, 
представители лабораторий по экологическому мо- 
ниторингу окружающей среды, а также дистрибью-
торы лабораторного оборудования и компании, спе- 
циализирующиеся на проектировании, строительстве, 
реновации и комплексном оснащении лабораторий.

На протяжении всех четырех дней выставки в 
конференц-залах проходила обширная научно-дело-
вая программа:
 • 103 спикера;
 • более 40 часов лекций, презентаций новых про-

дуктов и дискуссий;
 • 1 625 делегатов.
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Ключевым мероприятием деловой программы 
стала пленарная сессия «Оснащение аналитических 
лабораторий в современных реалиях», в течение ко- 
торой спикеры обсудили вопросы импортозамеще-
ния и сохранения высокого качества измерений в 
аналитической химии с учетом введения санкций и 
изменения рынка лабораторного оборудования и 
приборов.

Кроме того, состоялись мероприятия на актуаль-
ные темы:
 • Вода, воздух, почва. Профессиональный взгляд на 

лабораторный контроль (совместно с Аналитиче-
ским центром «РОСА»).

 • Химия в Искусстве и Искусство в Химии. В рамках 
семинара выступил Сирро Сергей Владимиро-
вич, заведующий отделом технологических ис-
следований Государственного Русского музея.

 • Практические аспекты организации и проведе-
ния межлабораторных сличительных испытаний 
для целей корпоративных заказчиков.

 • Актуальные вопросы анализа смазочных мате- 
риалов и топлив.

 • Мобильные лаборатории и пробоподготовка в 
них.

 • Контроль пищевых продуктов на содержание 
вредных веществ антропогенного происхож-
дения. Семинар подготовлен совместно с На-
учным советом по аналитической химии РАН и 
ФГБУ «ВГНКИ».

 • Впервые на площадке выставки состоялся Био- 
технологический конгресс (Секция: Цифровой 
биодизайн и персонализированное здравоохра- 
нение).
Более 400 специалистов приняли участие в семи-

наре «Способы обеспечения качества результатов  
испытаний в лаборатории», организованном при под-
держке ААЦ «Аналитика». 

Все четыре дня работала площадка SMARTLABFO-
RUM, которая представляла собой симбиоз шоуру- 
ма лабораторной мебели и конференц-площадки для 
презентаций новинок продукции.

В ежегодном конкурсе среди участников выставки 
победителями стали: 

 • Компания JET Guangzhou BIO Filtratu – «Стенд, при-
влекающий наибольшее внимание посетителей».

 • Компания ЛАКОПА – «Активная работа персонала 
на выставке».

 • Компания  МИЛЛАБ – «Отлично продуманное рас-
положение экспонатов на стенде».

 • Компания  «Набитекс Сайнтифик» – «Эффективные 
визуальные коммуникации».

 • Торговый Дом «Химмед» получил награду за «Наи-
большее количество привлеченных посетителей 
на выставку при помощи промокода».
Научно-деловая программа была организована 

при экспертной поддержке ведущих отраслевых ас-
социаций, медиа и образовательных организаций:  
Ассоциации «РОСХИМРЕАКТИВ», Аналитического цент- 
ра ЗАО  «Роса», ААЦ «Аналитика», Научного совета по 
аналитической химии РАН, журнала «Мир нефтепро-
дуктов», компании BLOCK, Ассоциации «Компетент-
ность и качество», ЧОУ ДПО «Содействие», Центра  
аккредитации «Стандарт», Учебного центра GxP.

Генеральный партнер SMARTLABFORUM: компа-
ния А90В.

Спонсор выставки: компания «Энерголаб».

Мероприятия
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Резюме
Введение. Ксантоновые гликозиды обладают уникальной структурой и свойствами. Большое количество исследований направлено на 
поиск производных С-гликозида мангиферина с более высокой биодоступностью. Применение QSAR-анализа позволит оптимизировать 
направление поиска новых ксантоновых производных с заданными характеристиками.
Цель. Используя доступные дескрипторы химической структуры, физико-химических свойств и биоактивности молекул, 
проанализировать выборку известных гомологов и аналогов мангиферина с целью QSAR прогнозирования биологического действия 
новых ксантоновых С-гликозидов.
Материалы и методы. Объектами исследования служили 26 молекул природных гомологов и модифицированных производных 
мангиферина. С использованием программы ChemicPen построены топологические графы соединений. Для расчета топологического 
индекса Балабана, обладающего высокой дискриминирующей способностью, применили ПО ChemicDescript. Липофильность молекул 
(log P), а также критерии правила Липински, рассчитаны в Molinspiration. При помощи Pass Online прогнозирован спектр наиболее 
вероятной (Pa > 0,7) биологической активности описываемых соединений. Для графического представления полученных результатов 
использовали ПО Origin (OriginLab, США).
Результаты и обсуждение. Мангиферин и его природные гомологи – наиболее гидрофильные соединения. Гидролиз С-гликозидной 
связи, алкилирование, ацилирование, введение аминозамещенного радикала в структуру мангиферина приводит к росту липофильных 
свойств. Спектр наиболее вероятной биологической активности описываемых молекул: противоопухолевое, антиоксидантное и 
кардиопротективное действие. Результаты ADMET моделирования на основе критериев подобия вещества лекарственному показали, 
что только 4 соединения соответствуют эмпирическому правилу пяти. Ошибка прогноза, установленная в результате кросс-валидации 
модели, связывающая индекс Балабана и липофильность соединений с их биоактивностью, составила в среднем не более 3 %.
Заключение. Продемонстрирована взаимосвязь между структурой и свойствами обсуждаемых молекул. Открываются возможности 
прогнозирования свойств природных и синтетических ксантоновых С-гликозидов и дальнейшего использования полученных результатов 
для направленного синтеза новых соединений. 

Ключевые слова: мангиферин, QSAR, хемоинформатика, ксантоновые С-гликозиды
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Abstract
Introduction. Xanthone glycosides have unique structures and properties. Many efforts focus on the search for C-glycoside derivatives of 
mangiferin with higher bioavailability. The application of the QSAR approach allows for the optimization of the search for novel xanthone 
derivatives with the desired characteristics.
Aim. Using available descriptors of chemical structure, physical-chemical properties, and biological activity, analyze a sample set of known 
homologs and analogs of mangiferin to QSAR prognosis bioactivity of new xanthone C-glycosides.
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Materials and methods. 26 molecules of natural homologs and modified derivatives of mangiferin formed the analyzed sample set. 
Topological graphs of compounds were constructed using ChemicPen software. ChemicDescript software was used for the calculation 
of molecular descriptors, including the Balaban index. Physicochemical characteristics of molecules as well as Lipinski's rule criteria were 
calculated in Molinspiration. The spectrum of the most probable (Pa > 0.7) biological activity of the described compounds were predicted using 
Pass Online. The software Origin (OriginLab, USA) was used for the graphical representation of the results.
Results and discussion. Mangiferin and its natural homologs are the most hydrophilic compounds. The hydrolysis of the C-glycosidic bond, 
alkylation, acylation, and the introduction of an amino substituent radical into the mangiferin structure led to the increase of its lipophilic 
properties. The spectrum of the most probable biological activities of the described molecules: antitumor, antioxidant, and cardioprotective 
effects. The results of ADMET modeling based on the substance-drug similarity criteria showed that only 4 compounds correspond to the rule 
of five. We proposed the validation model to predict bioactivity from lipophilicity and molecule structure described with Balaban index. The 
error of prediction obtained in a result of cross-validation turned out to be about less than 3 %.
Conclusion. A correlation between the structure and properties of the molecules discussed has been demonstrated. The obtained results 
can be used for further prediction of the properties of natural and synthetic xanthone C-glycosides and directed synthesis of new active 
compounds.

Keywords: mangiferin, QSAR, chemoinformatics, xanthone C-glycosides
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ВВЕДЕНИЕ
Ксантоновые гликозиды являются вторичными 

метаболитами растений, грибов, лишайников и бак-
терий различных семейств и родов и обладают уни-
кальной структурой и свойствами. Среди них манги-
ферин, выделяемый из растений семейств Liliaceae, 
Aristolochiaceae, Rubiaceae, Gentianaceae и др., один из 
наиболее изученных С-гликозидов ксантонового ря-
да, нашедших применение в медицине [1]. В молеку-
ле мангиферина (рисунок 1) атом углерода во вто-
ром положении ксантонового ядра замещен остатком 
β,D-глюкопиранозы, образуя с углеводным фрагмен-
том устойчивую к кислотному и ферментативному  
гидролизу С-гликозидную связь [2].

Мангиферин зарегистрирован в качестве проти-
вогерпетического лекарственного средства «Алпиза-
рин» в РФ [3]. Однако его применение не ограничено 
только вирулицидным действием: как производное 

ксантона, он проявляет противовоспалительное,  
антиоксидантное, антидиабетическое, противорако-
вое, радиопротекторное действие [4]. Большое коли-
чество проводимых в настоящее время исследований 
направлено на исправление главного «недостатка» 
молекулы – ограниченной биодоступности. Так из-
вестно, что синтез гликозилированных производных 
мангиферина зачастую позволяет получить более  
активные соединения с улучшенными показателями  
растворимости при минимизации токсичности  [5]. 
Применение QSAR-подхода для прогнозирования фи-
зико-химических свойств и биологически активного 
потенциала позволяет оптимизировать направление 
поиска новых производных мангиферина. 

Цель настоящей работы: используя доступные 
дескрипторы химической структуры, физико-хими-
ческих свойств и биоактивности молекул, проанали-
зировать выборку известных гомологов и аналогов 
мангиферина с целью QSAR прогнозирования биоло-
гического действия новых ксантоновых С-гликозидов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования – молекулы природных 

гомологов и модифицированных производных ксан-
тонового С-гликозида мангиферина, описанные в не-
давних обзорных и оригинальных статьях научных 
журналов [6–10]. В результате отбора в состав выбор-
ки корреляционного анализа «структура-свойство» 
включили 26 соединений. С применением програм-

Рисунок 1. Структура ксантонового С-гликозида мангиферина

Figure 1. The structure of the xanthone C-glycoside mangiferin
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мы ChemicPen v. 2.6 были построены молекуляр-
ные графы отобранных для анализа структур (https://
cetramax-chemicpen.software.informer.com) [11]. Для 
дальнейшей аналитической работы – расчета топо- 
логических и физико-химических дескрипторов, про-
гнозирования биологической активности – исполь-
зовали формулы соединений, представленные в фор- 
матах .chp и .mol.

Известно, что топологические дескрипторы – это 
достаточно простой и удобный QSAR-инструмент  
для прогнозирования многих молекулярных свойств 
органических соединений [12]. Индекс расстоя-
ний-связности Балабана (J), основанный на матри-
це расстояний между атомами молекулы, обладает 
высокой дискриминирующей способностью и весь-
ма широко используется для моделирования и оцен-
ки различных физико-химических параметров, а так-
же биологической активности соединений. [13]. Это  
и послужило основой выбора стерического дескрип- 
тора Балабана для настоящего исследования. Индекс 
Балабана, вычисляемый по матрице топологических 
расстояний между атомами, рассчитывали в про-
грамме ChemicDescript  [14]. С привлечением веб-ре- 
сурса molinspiration.com определены молекулярные 
массы, количество акцепторов и доноров водород-
ной связи, смоделированы дескрипторы липофиль-
ности (log P) молекул [15]. Для быстрого и малозат- 
ратного биологического скрининга потенциально  
активных производных мангиферина применили воз-
можности ресурса Pass Online (http://www.way2drug.
com/passonline/). Использовали оценку фармаколо-
гического действия, численно выраженную как ве-
роятность наличия (Pa) или отсутствия (Pi) ее про-

явления. Анализ и графическое представление его 
результатов осуществляли с использованием ПО 
Origin (OriginLab, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В таблице 1 представлены формулы исследуемых 

соединений, разделенные на несколько групп в соот-
ветствии с особенностями строения. Группа 1 – ман-
гиферин (1.1), его структурные изомеры и гомологи: 
изомангиферин (1.2), гомомангиферин (1.3), неоман-
гиферин (1.4) и гликозилированное производное ман-
гиферина (биозид) (1.5). Гомомангиферин в отличие 
от мангиферина имеет метоксигруппу в положении 3, 
в то время как у изомангиферина сахарный оста-
ток присоединен в положении 4. Неомангиферин  –  
единственный ксантоновый гликозид, содержащий 
одновременно С- и О-гликозидную связь. Группа 2  – 
синтезированные авторами работы [10] аминопроиз-
водные мангиферина – 5-(N-фениламинометилено)
мангиферин (2.1), 5-(N-п-хлорофениламинометилено)
мангиферин (2.2), 5-(N-4-метилфениламинометилено)
мангиферин (2.3), 5-(N-п-метоксифениламинометиле-
но)мангиферин (2.4), 5-(N,N-дифениламинометилено)
мангиферин (2.5), 5-(N-α-нафтиламинометилено)ман-
гиферин (2.6). Группа 3 – ацилированные производ- 
ные, среди которых продукт биотрансформации, по-
лученный в результате действия липазы (3.1), а так-
же 2′-транс-О-кофеоилмангиферин (3.5). Группа 4 –  
алкилированные производные, в том числе, про-
дукт биоферментации культуры Arthrobacter nicotia- 
nae (4.1). Пятая группа – агликон мангиферина нора-
тириол (5.1) и его производные – 2-карбальдегид но-
ратириола (5.2), норатириола пропионат (5.3) и нора-
тириола тетрапропионат (5.4)

Таблица 1. Ксантоновые С-гликозиды – производные мангиферина

Table 1. Xanthone C-glycosides – derivatives of mangiferin

№
Структурная формула

Structural formula
Активность

Activity
Pa Pi

1.1

Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Antioxidant 
Antitumor*

0,957 
0,958

0,003 
0,003

1.2

Кардиопротективная
Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Сardioprotective 
Antioxidant 
Antitumor*

0,951 
0,961 
0,971

0,002 
0,003 
0,003
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№
Структурная формула

Structural formula
Активность

Activity
Pa Pi

1.3

Кардиопротективная
Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Сardioprotective 
Antioxidant 
Antitumor*

0,958 
0,951 
0,952

0,002 
0,004 
0,003

1.4

Кардиопротективная
Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Сardioprotective 
Antioxidant 
Antitumor*

0,985 
0,966 
0,962

0,001 
0,002 
0,001

1.5

Кардиопротективная
Антиоксидантная
Регуляция апоптоза
Сardioprotective 
Antioxidant
Apoptosis’ regulation

0,988 
0,945 
0,954

0,001 
0,004 
0,002

2.1

Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Antioxidant 
Antitumor*

0,804 
0,760

0,035 
0,016

2.2

Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Antioxidant 
Antitumor*

0,831 
0,751

0,029 
0,017

2.3

Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Antioxidant 
Antitumor*

0,731 
0,750

0,049 
0,017

Продолжение таблицы 1
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№
Структурная формула

Structural formula
Активность

Activity
Pa Pi

2.4

Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Antioxidant 
Antitumor*

0,763 
0,764

0,044 
0,015

2.5
Противоопухолевая***
Antitumor***

0,786 0,013

2.6
Антибактериальная активность
Antibacterial activity

0,716 0,050

3.1

Антиоксидантная
Регуляция апоптоза
Antioxidant
Apoptosis’ regulation

0,967 
0,925

0,002 
0,003

3.2

Кардиопротективная
Антиоксидантная
Регуляция апоптоза
Сardioprotective 
Antioxidant
Apoptosis’ regulation

0,948 
0,963 
0,941

0,002 
0,003 
0,002

3.3
Антиоксидантная
Antioxidant

0,956 0,003

3.4
Антиоксидантная
Antioxidant

0,980 0,001

Продолжение таблицы 1
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№
Структурная формула

Structural formula
Активность

Activity
Pa Pi

3.5

Антиоксидантная
Регуляция апоптоза
Antioxidant
Apoptosis’ regulation

0,984 
0,943

0,001 
0,002

4.1
Противоопухолевая** 
Antitumor**

0,962 0,003

4.2
Антиоксидантная
Antioxidant

0,965 0,003

4.3
Антиоксидантная
Antioxidant

0,920 0,007

4.4
Кардиопротективная
Сardioprotective

0,954 0,002

4.5

Кардиопротективная
Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Сardioprotective 
Antioxidant 
Antitumor*

0,948 
0,943 
0,922

0,002 
0,004 
0,004

Продолжение таблицы 1
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Спектр наиболее вероятной (Pa > 0,7) биологи-
ческой активности описываемых молекул включал: 
противоопухолевое действие (усиление экспрессии 
антионкогена TP53, ингибирование экспрессии ге-
на HIF-1α, хемопревентивная активность), антиок-
сидантное и кардиопротективное действие. Кроме 
того, для некоторой части описанных в таблице  1 со-
единений, выявлена возможность регуляции процес-
са апоптоза путем ингибирования проницаемости 
митохондриальных Ca2+-зависимых пор (mPTP). Ан-
тибактериальная активность, обусловленная инги-
бированием фермента синтеза тейхоевой кислоты –  
поли(глицерофосфат)глицерофосфотрансферазы,  – 

на значимом уровне прогнозирована только для со- 
единения 2.6.

Анализируя значения липофильности молекул, 
рассчитанные в Molinspiration, выявили ряд важных 
закономерностей: мангиферин и его природные го-
мологи – наиболее гидрофильные соединения, при-
чем дополнительный углеводный фрагмент в составе 
молекулы (1.4, 1.5) приводит к двукратному снижению 
значения log P (рисунок 2). Все остальные модифика-
ции молекулы мангиферина – гидролиз С-гликозид-
ной связи (5.1–5.4), алкилирование (4.1–4.6), ацетили-
рование (3.1–3.5), введение аминозамещенной группы 
(2.1–2.6) – приводят к росту липофильности. 

№
Структурная формула

Structural formula
Активность

Activity
Pa Pi

4.6

Кардиопротективная
Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Сardioprotective 
Antioxidant 
Antitumor*

0,900 
0,931 
0,965

0,003 
0,005 
0,003

5.1

Антиоксидантная 
Регуляция апоптоза
Противоопухолевая**
Antioxidant
Apoptosis’ regulation
Antitumor**

0,965 
0,952 
0,961

0,003 
0,002 
0,003

5.2
Противоопухолевая**
Antitumor**

0,895 0,006

5.3

Антиоксидантная
Регуляция апоптоза
Antioxidant
Apoptosis’ regulation

0,932 
0,855

0,005 
0,005

5.4

Антиоксидантная
Противоопухолевая*
Противоопухолевая**
Antioxidant 
Antitumor*
Antitumor**

0,918 
0,782 
0,851

0,007 
0,013 
0,009

Примечание. *Усиление экспрессии антионкогена TP53.
** Ингибирование экспрессии гена HIF-1α.
*** Хемопревентивная активность.

Note. * Increase expression of the antioncogene TP53.
** Inhibition of the HIF-1α gene expression.
*** Chemopreventive activity.

Окончание таблицы 1
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Наиболее вероятные виды биологической ак-
тивности производных мангиферина – противоопу-
холевую, антиоксидантную, кардиопротективную  – 
сопоставили с физико-химическими свойствами 
(липофильностью) и структурой (индексом Балабана, 
J) рассматриваемых соединений. Полученные резуль-
таты QSAR, представленные на рисунке 3 в трехмер-
ном пространстве, оказались весьма информативны-
ми. Так, противоопухолевая активность (рисунок  3, А) 
наиболее максимально выражена у соединений со 
значениями липофильности от 0 до 2, при этом ал-
килированные производные мангиферина (4.1, 4.6) с 
наибольшей вероятностью обладают антипролифера-
тивными свойствами. Мангиферин (1.1), как и его аг-
ликон (5.1) несколько уступают модифицированным 
молекулам, но проявляют высокую степень потенци-
альной активности (Pa > 0,9). Очевидно, что исходя из 
физико-химических свойств (log P) применение агли-
кона целесообразно при пероральном приеме, в то 
время как мангиферин следует использовать парен-
терально в виде водных растворов. Введение допол-
нительного гликозидного фрагмента (1.4), так же как  
и модификация агликона не влияет на противоопухо-

левую активность и, следовательно, не имеет практи-
ческого смысла.

Антиоксидантные свойства ярко выражены 
(Pa > 0,8) у всех анализируемых групп, кроме амино-
производных мангиферина и так же, как и в случае 
противоопухолевых свойств, параболически зависят 
от липофильности (рисунок 3, Б). Показано, что моди-
фикация структуры мангиферина путем ацилирова- 
ния может рассматриваться как один из потенциаль-
ных путей получения соединений с более выражен-
ной антиоксидантной активностью.

Наиболее высокая вероятность проявления кар-
диопротективных свойств присуща водораствори-
мым дисахариду (1.4) и биозиду (1.5) мангиферина, 
линейно снижаясь пропорционально уменьшению 
гидрофильных свойств соединений (рисунок 3, В). 
Отметим, что сам мангиферин не рассматривает-
ся как кардиопротектор, в то время как продукт 
его ацилирования (3.2), несмотря на большую липо-
фильность, потенциально способен проявлять эти 
свойства.

Некоторые производные мангиферина (1.5, 3.5, 
5.1) обладают вероятной фармакологической актив-
ностью в отношении регуляции конформации белков 

Рисунок 2. Сравнительная диаграмма липофильности природных соединений в сравнении с модифицированными синтетиче-
скими аналогами мангиферина.

Группа 1 – мангиферин и его структурные изомеры – черный; группа 2 – аминопроизводные мангиферина – красный; группа 3 – 
ацилированные производные мангиферина – зеленый; группа 4 – алкилированные производные мангиферина – желтый; груп-
па 5 – агликон норатириол и его производные – синий

Figure 2. Comparative lipophilicity diagram of natural compounds versus modified synthetic analogues of mangiferin.

Group 1 – mangiferin and its structural isomers – black; Group 2 – mangiferin amino derivatives – red; Group 3 – acylated mangiferin 
derivatives – green; Group 4 – alkylated mangiferin derivatives – yellow; Group 5 – aglycon noratyriol and its derivatives – blue
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митохондриальных пор (рисунок 3, Г). Отметим, что 
избирательные ингибиторы работы mPTP могут быть 
эффективны в лечении ишемической болезни сердца, 
ишемии сосудов головного мозга, а также при нейро-
дегенеративных заболеваниях, предупреждая апоптоз 
клеток в условиях гипоксии [16]. Исходя из получен-

ных результатов QSAR-анализа, имеет смыл направ-
ленная химическая модификация структуры манги-
ферина путем ацилирования фрагментов молекулы, 
так же как и получение O-дигликозидов, либо гидро-
лиз С-гликозидной связи, с высвобождением агликона 
норатириола.

Рисунок 3. Трехмерные диаграммы структура-липофильность-биологическая активность для рассматриваемых производных 
мангиферина

А – противоопухолевая активность (выявлена у 15 соединений из 26); Б – антиоксидантная активность (выявлена у 21 соедине-
ний из 26); В – кардиопротективные свойства (выявлены у 8 соединений из 26); Г – регуляция апоптоза (выявлена у 6 соединений 
из 26)

Figure 3. Three-dimensional structure-lipophilicity-biological activity diagrams for the considered mangiferin’s derivatives

А – antitumour activity (identified in 15 out of 26 compounds); B  – antioxidant activity (identified in 21 out of 26 compounds); 
C  – cardioprotective properties (identified in 8 out of 26 compounds); D  – regulation of apoptosis (identified in 6 of 26 com- 
pounds)
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Оптимизацию результатов QSAR-скрининга про-
изводных мангиферина продолжили с применением  
эмпирического правила Липински (таблица 2). Ре-
зультаты ADMEТ моделирования на основе крите-
риев подобия вещества лекарственному показали, 
что только 4  соединения (5.1, 5.2, 5.3, 5.4) имеют мо-
лекулярную массу не более 500 г/моль; содержат в 
своей структуре суммарно не более 10 акцепторов 
водородной связи (nON); не более пяти доноров во-
дородной связи (nOHNH) протонов и одновремен-
но достаточно гидрофильны (log P < 5): норатириол  
и его ацилированные производные. Остальные 
производные и даже сам мангиферин не прошли 
тест на "drug-likeness". Однако, в литературе опи-
сано большое число примеров, когда биоактивные 
соединения именно растительного происхожде-
ния формально не соответствуют правилу пяти, но 
успешно применяются в качестве лекарственных 
средств [17]. 

Кроме того, стоит отметить, что большинство 
сегодняшних молекул-кандидатов, включая произ-
водные соединений природного происхождения, 
находятся на совершенно новом уровне структур-
ной сложности, обладая уникальными физико-хи-
мическими свойствами. Их большая молекулярная 
масса, повышенная липофильность, значительное 
количество ароматических колец увеличивают по-
требность в стратегиях улучшения биодоступности, 
выходящих за рамки одной лишь оптимизации со- 
единения. Для облегчения пероральной биодоступ- 
ности новых ЛС, дальнейшего расширения разно- 
образия и сложности молекул должны быть исполь-
зованы технологии систем доставки лекарств нано-
размерного диапазона [18–20].

В ходе работы были также построены модели, 
позволяющие прогнозировать и численно оцени-
вать вероятность проявления противоопухолевой, 
кардиопротективной и антиоксидантной активно-
сти новых соединений ксантонового ряда. На ри-
сунке 4 приведен один из примеров полученной ка- 
либровки в трехмерном пространстве – модель на 
плоскости.

Оценку ошибки прогноза проводили методом 
кросс-валидации с исключением по одному образцу. 
Полученные средние отклонения от принимаемого 
за истинное значение активности (данные программы 
Pass) представлены в таблице 3.

Средняя ошибка прогнозируемого значения ан-
тиоксидантной и кардиопротективной активности 
не превышала 1 %, при высоком разбросе получа-
емых значений – в пределах 3 %. В случае проти-
воопухолевого действия прецизионность модели 
низкая в связи с разбросом в значениях точек и их 
малым количеством на калибровочной плоскости.

Таблица 2. Выполнение критериев правила Липински  
для выборки ксантоновых С-гликозидов –  
производных мангиферина

Table 2. Implementation of the Lipinski rule criteria  
for sampling xanthone C-glycosides – derivatives of mangiferin

Со
ед

ин
ен

ие
 

Co
m

po
un

d

M
r, 

г/
м

ол
ь 

g/
m

ol

nO
N

nO
H

N
H

lo
gP

Со
от

ве
тс

тв
ие

 
кр

ит
ер

ия
м

 п
ра

ви
ла

Co
m

pl
ia

nc
e 

w
it

h 
 

th
e 

cr
it

er
ia

 o
f t

he
 ru

le

1.1 422.34 11 8 –0.16
нет
no

1.2 422.34 11 8 –0.16
нет
no

1.3 436.37 11 7 –0.09
нет
no

1.4 584.48 16 11 –2.18
нет
no

1.5 584.48 16 11 –1.87
нет
no

2.1 525.51 11 8 2.21
нет
no

2.2 559.96 11 8 2.88
нет
no

2.3 539.54 11 8 2.65
нет
no

2.4 555.54 12 8 2.26
нет
no

2.5 600.62 10 7 4.32
нет
no

2.6 579.60 11 8 1.97
нет
no

3.1 478.41 12 7 0.90
нет
no

3.2 492.43 12 7 1.46
нет
no

3.3 492.43 12 7 1.46
нет
no

3.4 598.51 14 8 2.02
нет
no

3.5 584.49 14 9 1.72
нет
no

4.1 578.57 13 8 2.47
нет
no

4.2 436.37 11 7 0.46
нет
no

4.3 692.72 11 5 5.31
нет
no

4.4 464.42 11 5 0.52
нет
no

4.5 506.50 11 5 1.65
нет
no

4.6 548.59 11 5 2.74
нет
no

5.1 260.20 6 4 1.78
да
yes

5.2 288.21 7 4 1.97
да
yes

5.3 268.27 4 0 3.74
да
yes

5.4 484.46 10 0 3.87
да
yes
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Таблица 3. Результаты кросс-валидации с исключением  
по одному образцу для построенных моделей  
прогноза активности производных мангиферина

Table 3. Results of the cross-validation with single  
sample exclusion for the constructed mangiferin  
derivatives activity prediction models

Модель прогноза активности
Activity prediction model

Ошибка определения, % 
(x–   ± SD)

Error of definition, % (x–   ± SD)
Антиоксидантная
Antioxidant

0,07 ± 1,30

Кардиопротективная
Cardioprotective

–0,73 ± 2,73

Противоопухолевая
Antitumor

–0,63 ± 7,56

Помимо кросс-валидации, провели оценку про-
гнозируемых вероятностей активности для теорети-
ческих производных мангиферина. Полученные ре-
зультаты представлены в таблице 4 в сравнении со 
значениями, предсказываемыми программой Pass. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного QSAR-анализа описан-

ных в литературе структур производных мангифери-
на установлено, что наибольшей кардиопротективной  
активностью обладает неомангиферин; наиболее ве-
роятные ингибиторы митохондриального пути за-
пуска апоптоза – агликон мангиферина и некоторые  
продукты его ацилирования; наиболее активные аго-
нисты целостности мембран – молекулы с удлинен- 
ным сахарным фрагментом; наибольшая противо- 
опухолевая активность, выраженная в усилении экс-

прессии гена TP53, характерна для изомангиферина. 
Принимая во внимание большой научный интерес к 
разнообразной биологической активности ксанто-
новых С-гликозидов, полученные результаты важны  
для демонстрации взаимосвязи между структурой и 
свойствами обсуждаемых молекул. Предложенные  
модели прогноза антиоксидантной, кардиопротек-
тивной и противоопухолевой активности на осно-
вании структуры и простейших физико-химических 
свойств открывают возможности прогнозирования 
действия природных и синтетических ксантоновых 
С-гликозидов, а также дальнейшего использования 
полученных результатов для направленного синтеза 
новых соединений на их основе.
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Таблица 4. Проверка функциональности построенных моделей для прогноза активности производных мангиферина

Table 4. Validation of the functionality of the models built to predict the activity of mangiferin derivatives

Модель для активности
Model for activity

Соединение
Compound

Pa (Pass) Pa

| |
,(Pass)

(Pass)

P P

P
a a

a

−
 %
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Antitumor
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0,980 0,951 2,9

Антиоксидантная
Antioxidant

0,975 0,975 0

0,973 0,973 0

0,972 0,974 0,2
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Модель для активности
Model for activity

Соединение
Compound

Pa (Pass) Pa

| |
,(Pass)

(Pass)

P P

P
a a

a

−
 %

Кардиопротективная
Cardioprotective

0,992 1,024 3,2

0,982 0,989 0,7

0,980 0,983 0,3

Окончание таблицы 4
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Резюме
Введение. За последнее время под влиянием стремительного развития нанотехнологий, все большее внимание к использованию в 
биомедицинских целях, в частности для лечения онкологических заболеваний, привлекают наночастицы селена благодаря своим особым 
физико-химическим свойствам. В обзоре рассмотрены наночастицы селена, которые широко исследуются в области онкологии.
Текст. Данный обзор посвящен анализу научной литературы по исследованию противораковой активности наночастиц селена в отношении 
клеточных линий рака человека, а также по исследованию их в качестве системы доставки противоопухолевых препаратов. Кроме этого, 
обсуждаются механизмы противоопухолевой активности наночастиц селена в отношении злокачественных новообразований.
Заключение. В результате проведенного анализа литературных данных установлено, что наночастицы селена демонстрируют весьма 
неплохое противоопухолевое действие в отношении различных клеточных линий рака человека. Показано, что противоопухолевая 
активность наночастиц селена преимущественно связана с индукцией внешних и внутренних сигнальных путей апоптоза, который 
приводит к гибели раковых клеток. Также наночастицы селена являются перспективными системами для доставки разных 
противоопухолевых препаратов, обеспечивая высокую эффективность и биодоступность лекарственных средств в опухолевые клетки, а 
также низкую токсичность в отношении здоровых клеток.

Ключевые слова: наночастицы селена, противораковая активность, система доставки лекарств, цитотоксичность, апоптоз
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Abstract
Introduction. Due to the rapid development of nanotechnology, selenium nanoparticles (NPs) have recently attracted much attention due to 
their unique physical and chemical properties for biomedical applications, in particular for the treatment of oncological diseases. The review 
considers the selenium nanoparticles, which are widely studied in the field of oncology.
Text. This review is devoted to the analysis of scientific literature on the anticancer activity of selenium nanoparticles against human cancer cell 
lines, as well as the application of these nanoparticles as a drug delivery system. Besides, the antitumor mechanisms of selenium nanoparticles 
against malignant neoplasms are discussed.
Conclusion. According to the results of literary data analysis, it was found that selenium nanoparticles exhibit a good antitumor effect against 
various human cancer cell lines. It is shown that the antitumor activity of selenium nanoparticles is mainly related to activation of the extrinsic 
and intrinsic signaling pathways of apoptosis leading to cancer cell death. Also, selenium nanoparticles are promising systems for delivery of 
various anticancer drugs, providing high efficiency, bioavailability of drugs in tumor cells and minimizing toxicity to healthy cells.
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ВВЕДЕНИЕ
За счет наноразмерности, высокого отношения 

поверхности к объему, а также возможности модифи- 
кации поверхности, одним из эффективных и акту-
альных подходов в противоопухолевой терапии яв-
ляется применение наночастиц (НЧ) [1–3]. Они нашли 
широкое применение в диагностике и химиотера-
пии злокачественных новообразований и имеют не-
которые значительные преимущества по сравнению 
с другими противоопухолевыми агентами [4–6]. Ча-
сто химиотерапия традиционными цитостатическими  
препаратами затрагивает, кроме опухолевых клеток,  
здоровые и с помощью наносистем можно уменьшить 
побочные эффекты, возникающие при ее проведе-
нии  [7]. Кроме того, системы доставки лекарств на  
основе нанообъектов имеют контролируемые фар-
макокинетические параметры, такие как клиренс и  
объем распределения [8].

Известно, что селен является важным и незаме-
нимым микроэлементом, необходимым для нормаль-
ной работы таких органов, как сердце, печень, под-
желудочная железа [9]. Дефицит селена в организме 
человека может приводить к развитию многих забо-
леваний, включая риск развития рака [10]. В качестве 
профилактики рекомендуется ежедневно принимать 
различные добавки селена в дозе от 55  мкг [11]. Так,  
в одном из клинических исследований [12] сообща- 
ется о том, что при приеме дозы 200 мкг добавок се-
лена заболеваемость колоректальным раком снижа-
ется на 54 %, раком простаты на 50 %, а раком легких 
на 30 %.

В настоящее время активно проводятся исследо-
вания по изучению противоопухолевого действия НЧ 
селена, а также по использованию их в роли нано-
носителя. В целом, как показывают исследования, НЧ 
селена обеспечивают хорошую биодоступность ле- 
карственных средств внутри опухолевых клеток  [13, 
14], высокую биологическую активность [15, 16], а 
также более низкую токсичность в отношении нор-
мальных клеток [17]. В связи с этим, НЧ селена могут 
иметь неплохие перспективы для дальнейшего ис-
пользования в области онкологии и привлечь внима-
ние со стороны многих исследователей.

В данной обзорной статье рассмотрена проти-
вораковая активность НЧ селена в отношении раз-
личных клеточных линий опухолей, механизмы про-
тивоопухолевой активности НЧ селена, а также 
представлен анализ исследований по применению 
этих НЧ в качестве системы доставки противоопухо- 
левых препаратов.

Противораковая активность  
наночастиц селена

Селен обладает хорошей антиоксидантной  [18, 
19], антидиабетической [20, 21], противовоспали-
тельной  [22, 23], а также при высоких дозах проти-

вораковой активностью [24, 25]. В чистом виде селен 
встречается крайне редко. Как правило, он находит-
ся в сочетании с другими элементами [26, 27]. Каждая 
форма селена обладает разнообразными биологиче-
скими свойствами и механизмом действия  [28, 29]. 
Известно, что селен положительно влияет на умень-
шение опухолей за счет различных механизмов, та-
ких как индукция апоптоза [30], уменьшение повреж-
дений дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК)  [31], 
усиление иммунного ответа [32], антиоксидантные 
свойства [33], противовоспалительные свойства  [34], 
блокирование передачи сигнальных путей бел-
ков  [35] и изменение метилирования ДНК генов-су-
прессоров опухоли [36].

Однако селену в неорганических (например, се-
ленит) или органических (селеноцистеин, селеноме-
тионин) формах ввиду низкого терапевтического ин-
декса накладываются значительные ограничения в 
клинической практике, в частности для химиотерапии 
рака. Среди таких ограничений можно отметить конт- 
роль концентрации селена в плазме крови, посколь-
ку отклонения от оптимальной дозы могут приводить 
к цитотоксичности в отношении нормальных клеток 
или низкому терапевтическому эффекту [24, 37].

Поэтому в настоящий момент более эффек-
тивной и безопасной формой считаются НЧ селе-
на, обладающие более низкой токсичностью, а так-
же высокой степенью всасывания в кровоток [16, 38, 
39]. Однако стоит отметить, что на данный момент 
ни одна из форм селена не является клинически за-
регистрированной основой для создания проти-
воопухолевого препарата, так как существуют про-
тиворечивые и неоднозначные результаты между 
клиническими, эпидемиологическими и лаборатор-
ными исследованиями [40, 41].

Противоопухолевое действие НЧ селена иссле-
дуется в отношении различных видов рака, чаще все-
го при раке предстательной железы [42, 43], груди  [44,  
45], толстой кишки [46, 47], а также легких [48] и пе-
чени [49, 50, 51].

Так, в исследовании in vitro [42] НЧ селена разме-
ром 12 нм, стабилизированные бычьим сывороточ-
ным альбумином, ингибируют рост клеточной линии 
рака простаты человека LNCaP за счет апоптоза, акти-
вированного каспазами. Выявлено, что жизнеспособ-
ность клеток LNCaP после 24 и 48-часовой обработки 
НЧ селена при максимальной дозе 100 мкМ состав- 
ляет около 70 и 36 % соответственно. Авторы иссле-
дования L.  Kong и др. считают, что регуляция транс-
крипции рецептора андрогенов и процесса дегра-
дации его белка являются основными механизмами 
подавления рака простаты с использованием НЧ се-
лена [42].

T. Chen и др. [52] сообщают о том, что сфери-
ческие НЧ селена c размером в диапазоне от 20 до 
50  нм, модифицированные полисахаридами сине- 
зеленой микроводоросли Spirulina Platensis, ингиби-
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руют рост клеток меланомы человека A375, а так-
же увеличивают клеточное поглощение. Ингиби-
рующее действие НЧ сопровождается индукцией 
апоптоза, который приводит к остановке клеточного 
цикла, транслокации фосфатидилсерина, фрагмента-
ции ДНК и конденсации хроматина. Покрытие поверх-
ности НЧ селена природными полисахаридами зна- 
чительно усиливает их способность проникать в клет-
ки меланомы. Так, после 72 ч обработки НЧ селена 
с покрытием наблюдается высокая противораковая  
активность при полумаксимальной ингибирующей 
концентрации IC50 равной 7,94 мкМ. При отсутствии 
же покрывающего агента НЧ селена демонстри- 
руют гораздо более низкий цитотоксический эффект 
по отношению к раковым клеткам при значении IC50 
равном около 243,9 мкМ [52].

В другом исследовании in vitro E. G. Varlamova и 
др.  [53] показано, что немодифицированные НЧ селе-
на средним размером 100 нм в зависимости от кон-
центрации оказывают различное воздействие на 
раковые клетки четырех линий человека: MCF-7 (аде-
нокарцинома груди), Caco-2 (колоректальная адено-
карцинома), A-172 (глиобластома), DU-145 (карцинома 
предстательной железы). Установлен дозозависимый 
противораковый эффект НЧ селена в отношении всех 
четырех клеточных линий, при этом при самой высо-
кой дозе 10 мкг/мл происходит снижение жизнеспо-
собности примерно на 50 %. Методом полимеразной 
цепной реакции в реальном времени выявлена по-
вышенная экспрессия мРНК генов маркеров апоптоза 
при увеличении концентрации НЧ селена в раковых 
клетках, кроме клеточной линии Caco-2. Это свиде-
тельствует о том, что НЧ селена участвуют в активации 
адаптивных и проапоптотических путей UPR (ответ  
на неправильно свернутые белки) апоптоза при стрес- 
се эндоплазматического ретикулума, который возни-
кает при обработке раковых клеток НЧ [53].

K. K. Vekariya и др. [45] показали, что НЧ селена  
размером в диапазоне от 40 до 90 нм, стабилизиро-
ванные полисахаридом альгинатом натрия, при кон-
центрации 0,4 мг/кг ингибируют рост раковых клеток 
молочной железы MCF-7 и MDA-MB-231. Также в ре-
зультате исследования наблюдается замедление син-
теза ДНК, РНК и белков. При этом авторы предпола-
гают, что НЧ селена способны изменять экспрессию 
множества функциональных биомолекул, включая не-
кодирующую РНК.

J. Tian и др. [48] показали, что НЧ селена средним 
размером 24 нм, стабилизированные бычьим сыво-
роточным альбумином, в комбинации с лучевой те-
рапией обладают более эффективным воздействием 
на раковые клетки легких человека A549 и NCI-H23  
по сравнению с их действием по отдельности. Уста-
новлено, что при увеличении концентрации НЧ се-
лена до 20  мкг/мл происходит замедление пролифе-
рации раковых клеток. Также в ходе исследования 
отмечается ингибирование миграции и инвазии кле-

ток рака легкого [48]. Таким образом, возможно ис-
пользование НЧ селена в качестве радиосенсибили-
затора для лучевой терапии рака легких.

S. Zeebaree и др. [51] изучали противораковое  
действие НЧ селена средним размером 21 нм, полу-
ченных с использованием экстракта листьев Asteriscus 
graveolens, на клеточной линии гепатоцеллюлярной 
карциномы человека HepG2. В результате установ-
лен дозозависимый цитотоксический эффект воз-
действия НЧ селена в отношении клеток HepG2 (IC50  
3,98 мкг/мл). Методом проточной цитометрии также 
выявлено нарушение ДНК, остановка клеточного цик- 
ла и апоптоз в раковых клетках [51].

Результаты и данные всех вышеприведенных ис-
следований по применению НЧ селена в качестве про-
тивоопухолевого агента представлены в таблице 1.

Механизм противоопухолевой активности  
наночастиц селена

Молекулярный механизм, путем которого селен 
в форме НЧ может индуцировать уменьшение клеток 
опухоли, полностью не раскрыт. Предполагается, что 
НЧ селена взаимодействуют с клетками опухоли че- 
рез рецептор-опосредованный эндоцитоз, при кото-
ром атомы селена в НЧ после связывания на поверх-
ности опухолевых клеток с рецепторами поглощают-
ся ими (рисунок 1) [54]. 

За счет кислой микросреды опухолевых клеток, 
pH которой обычно находится в диапазоне 6,4–7  [55, 
56], происходит развитие прооксидантных свойств 
НЧ селена, активирующих продукцию свободных ра-
дикалов в виде активных форм кислорода (АФК) в 
злокачественных клетках. Данные свободные ради-
калы могут способствовать повреждению мембра-
ны митохондрий, а также приводить к окислительно-
му стрессу эндоплазматического ретикулума (ЭПР). 
Вследствие этого наблюдается активация сигнальных 
путей клеточного стресса, таких как ядерный фактор 
κB (NF-κB), митоген-активируемая протеинкиназа / ре-
гулируемая внеклеточным сигналом протеинкиназа 
(MAPK/ERK), Wnt/β-катенин, фосфоинозитид-3-кина-
за / протеинкиназа B / мишень рапамицина млеко-
питающих (PI3K/AKT/mTOR) и различные пути апоп-
тоза. В результате протекания клеточных процессов 
происходит повреждение структуры ДНК, которое 
приводит к дальнейшей остановке клеточного цик-
ла и непосредственно к уничтожению раковых кле- 
ток [54, 57].

Кроме индукции апоптоза, гибели раковых кле-
ток при воздействии НЧ селена могут способство-
вать и другие механизмы, такие как аутофагия и не-
кроптоз (некроз). При этом необходимо отметить, 
что на активацию разных механизмов может влиять 
метод получения НЧ селена и их параметры (размер,  
покрывающий агент, структура (расположение атомов 
в решетке) [43].
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Рисунок 1. Предполагаемый механизм противоопухолевой активности наночастиц селена [54]

Figure 1. The possible antitumor mechanism of selenium nanoparticles [54]
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Например, авторами G. Huang и др. с использо-
ванием модели трансфекции плазмиды pEGFP-LC3 
выявлено, что НЧ селена размером 84 нм, конъюги-
рованные с полисахаридами, извлеченными из гри- 
ба Pleurotus tuber-regium (PTR), способны активиро-
вать сигнальные пути, связанные с белком аутофа-
гии Beclin-1 на клеточной линии рака толстой кишки  
HCT-116. PTR-НЧ селена запускают процесс апоптоза  
через активацию аутофагии в клетках, а также оста-

новку внутриклеточной фазы G2/M, что в результате 
приводит к гибели раковых клеток (рисунок 2) [46].

В работе P. Sonkusre и др. [43] показано, что био-
генные НЧ селена размером 110 нм, синтезированные 
из штамма почвенных бактерий Bacillus licheniformis 
JS2, при концентрации 2 мкг/мл вызывают фактор  
некроза опухоли-α и регуляторный фактор интерфе-
рона 1, индуцированные некрозом на клеточной ли-
нии аденокарциномы предстательной железы PC-3.

Рисунок 2. Механизм противораковой активности наночастиц селена на клетках HCT-116 [46]

Figure 2. Mechanism of anticancer activity of selenium nanoparticles on cell line HCT-116 [46]
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Наночастицы селена в качестве системы  
доставки противоопухолевых препаратов

Носители лекарственных средств должны обеспе-
чивать низкую токсичность, высокую биосовмести-
мость и биодоступность, а также стабильность при 
физиологических состояниях для безопасного приме-
нения в биомедицинских целях, в частности для ле-
чения онкологических заболеваний [58, 59]. Данным 
требованиям может отвечать селен в качестве нано-
носителя [60-63], который активно исследуется для 
доставки разных противоопухолевых препаратов, та-
ких как доксорубицин (ДОКС) [13, 64, 65], цисплатин  
(цис-ДДП) [14], 5-фторурацил (5-ФУ) [66, 67], оридонин 
(ОРИ) [68], иринотекан (ИРИ) [69]

Y. Huang и др. изучали систему доставки ДОКС 
на основе сферических НЧ селена размером 130 нм, 
конъюгированных с белком плазмы крови трансфер-
рином, на клеточной линии рака молочной железы 
человека MCF-7. В ходе исследования НЧ селена по-
лучены восстановлением селенита натрия аскорби-
новой кислотой с конъюгацией трансферрина (ТФ) 
и хитозана (ХТЗ) в виде конечной четырехслойной 
структуры (ТФ-ХТЗ-ДОКС-НЧ селена). В результате ра-
боты наблюдалось повышенное селективное погло-
щение ДОКС благодаря использованию ТФ в качестве 
таргетного лиганда. Установлено, что такие процес-
сы клеточного поглощения, как клатрин-опосредо-
ванный эндоцитоз и эндоцитоз, опосредованный ли-
пидными рафтами, участвуют в интернализации НЧ 
в раковых клетках. Исследованием in vivo на модели 
MCF-7 ксенотрансплантата мышей подтвержден ин-
дуцированный ДОКС апоптоз с участием внутренних 
и внешних путей, а также задержка роста раковых 
клеток [13].

W. Zheng и др. разработали систему двойной  
доставки малой интерферирующей рибонуклеино-
вой кислоты (миРНК) и цис-ДДП на основе сфериче-
ских НЧ селена размером 80 нм, покрытых полиами-
доаминовым дендримером (ПАМАМ) 5  поколения. 
Данную систему доставки авторы рассматривали на 
резистентных клетках рака легкого A549/DDP, что-
бы исследовать преодоление множественной ле- 
карственной устойчивости (МЛУ). НЧ селена получа-
ли восстановлением селенита натрия тетрагидридо-
боратом натрия. Отмечается, что миРНК и цис-ДДП 
в раковых клетках хорошо взаимодействуют, прояв-
ляя при этом синергетический эффект. Вестерн-блот-
тинг анализ выявил снижение экспрессии белков 
МЛУ, а именно P-гликопротеина и MRP1 после обра-
ботки раковых клеток комплексом ПАМАМ-НЧ се-
лена-цис-ДДП-миРНК. Как предполагается авторами, 
преодоление лекарственной устойчивости при ис-
пользовании данного комплекса возможно за счет 
активации апоптоза и сигнальных путей MAPK/ERK и 
PI3K/Akt/mTOR, а также остановки клеточного цикла  
в фазе G1 [14]. Исходя из этого, применение ПАМАМ-НЧ 

селена может стать основой для преодоления МЛУ в 
раковых клетках.

W. Liu и др. исследовали систему доставки 5-ФУ 
на основе сферических НЧ селена средним размером 
70  нм на пяти разных линиях раковых клеток чело-
века: A375 (меланома), MCF-7 (аденокарцинома мо-
лочной железы), HepG2 (гепатоцеллюлярная карци-
нома), Colo  201 (аденокарцинома толстой кишки) и 
PC-3 (карцинома простаты). НЧ селена получали вос-
становлением селенита натрия аскорбиновой кисло-
той. В диапазоне значений полумаксимальной инги-
бирующей концентрации IC50 6,2-14,4 мкМ выявлена 
чувствительность всех пяти линий раковых клеток к 
системе 5-ФУ-НЧ селена. В результате исследования 
наблюдалась значительная селективность 5-ФУ-НЧ  
селена в отношении опухолевых клеток, а также ин-
гибирование их роста. Методом флуориметрии на 
клетках A375 обнаружено, что 5-ФУ-НЧ селена инду-
цируют апоптоз, преимущественно вызванный с уча-
стием его внутренних путей (активацией каспазы-9)  
и образованием АФК  [66]. Данное исследование де-
монстрирует возможность использования системы 
5-ФУ-НЧ селена в роли химиотерапевтического аген- 
та для лечения рака.

В работе J. Pi и др. разработана система достав-
ки ОРИ на основе сферических НЧ селена средним 
размером 70 нм, конъюгированных с пептидом GE11, 
для изучения противораковой эффективности на  
клеточных линиях рака пищевода человека KYSE150 
и EC9706. Получение НЧ селена осуществлялось вос-
становлением селенита натрия аскорбиновой кис-
лотой в присутствии ХТЗ в качестве стабилизатора. 
После обработки раковых клеток GE11-ОРИ-НЧ селе-
на наблюдалось ингибирование их пролиферации, а 
также селективное клеточное поглощение с высокой  
экспрессией рецептора эпидермального фактора  
роста, который являлся противоопухолевой ми-
шенью нацеливания пептида GE11. Также проведе-
но авторами исследование in vivo на модели ксе-
нотрансплантата KYSE-150 мышей BALB/c, которым 
внутривенно вводили инъекции GE11-ОРИ-НЧ селе-
на в хвост в течение 15 дней при концентрациях 2,5, 
5 и 7,5 мг/кг. Показано, что обработка мышей GE11- 
ОРИ-НЧ селена приводит к ингибированию роста  
клеток рака пищевода за счет антиангиогенеза, а  
также к активации иммунной системы путем увели- 
чения продукции фактора некроза опухоли-α и  
интерлейкина-2 в сыворотке крови [68]. Таким обра-
зом, исследование демонстрирует эффективное при-
менение GE11-ОРИ-НЧ селена в качестве системы до-
ставки для лечения рака пищевода.

F. Gao и др. изучали систему доставки ИРИ на ос-
нове сферических НЧ селена средним размером  
20  нм на клеточной линии илеоцекальной аденокар-
циномы человека HCT-8. НЧ селена получали восста-
новлением селенита натрия глутатионом. Результа-
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ты исследования после 48 ч обработки показали, что  
НЧ селена в сочетании с ИРИ при дозе 50 мкМ эф-
фективно увеличивают цитотоксичность в отноше-
нии опухолевых клеток HCT-8 и снижают их жизне- 
способность до 47 %. Для оценки токсичности препа-
ратов проведено исследование in vivo на модели ксе-
нотрансплантата HCT-8 мышей линии BABL/c, кото-
рым перорально вводили ИРИ-НЧ селена в течение 
28  дней в дозе 4  мг/кг. Как показал патологический, 
гематологический и биохимический анализ крови,  
значительных отклонений от нормы в группе мышей, 
получавших ИРИ-НЧ селена, не наблюдалось по срав- 
нению с группами, получавшими только ИРИ или НЧ 
селена  [69]. Из исследования следует, что ИРИ-НЧ се-
лена являются многообещающими кандидатами для 
лечения рака с более усиленным терапевтическим  
эффектом и низкой токсичностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время активно проводятся исследо-

вания по изучению противоопухолевой активности  
на основе НЧ селена, которые могут стать хорошими 
кандидатами для дальнейшего применения в качест- 
ве химиотерапевтического агента против различных 
видов рака.

Как показал ряд исследований, за счет активации 
апоптоза, остановки клеточного цикла, аутофагии и 
некроза, НЧ селена способны индуцировать уменьше-
ние злокачественных новообразований. Кроме этого, 
в результате исследований выявлено, что покрытие 
поверхности НЧ селена природными полисахарида-
ми значительно усиливает их способность проникать 
в раковые клетки и проявлять противоопухолевый 
эффект.

Также показано, что НЧ селена широко исследуют-
ся в качестве носителя противоопухолевых препара-
тов, обеспечивая высокое селективное поглощение в 
отношении опухолевых клеток и уменьшение побоч-
ных эффектов лекарственных средств в отношении 
здоровых тканей и органов. Благодаря положитель-
ным результатам, НЧ селена являются многообеща- 
ющей стратегией для лечения онкологических забо-
леваний, однако необходимы дальнейшие исследова-
ния для анализа их влияния на живые системы.
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Резюме
Введение. Поиск новых, эффективных и безопасных фармакологически активных веществ остается актуальной задачей в области 
фармации. Множество соединений ряда пиперидина, морфолина широко используются в медицинской практике и относятся к важной 
группе биологически активных соединений. Проведен информационный, литературный поиск по синтезу новых производных пиперидина 
и морфолина. В статье обобщены результаты исследований новых производных пиперидина и морфолина как потенциальных источников 
биологически активных веществ. 
Текст. Обзор посвящен взаимосвязи между фармакологической активностью N-производных пиперидина и морфолина в отношении 
различных биологических мишеней и структурой вещества, подчеркивается важность пиперидинового и морфолинового кольца в 
дизайне и разработке лекарственных препаратов. Пиперидин и морфолин рассматриваются как прерогативные структуры не только 
для повышения активности, но и для получения биологических веществ с желаемыми терапевтическими свойствами и улучшенной 
фармакокинетикой. 
Заключение. Литературный обзор показывает текущую тенденцию в отношении изучения производных морфолина и пиперидина, 
раскрывает их высокую фармакофорную активность. Обзор предоставит исследователям необходимую базу знаний для внесения 
химических структурных изменений в структуры лекарств лидеров для усиления фармакологических активностей.

Ключевые слова: пиперидин, морфолин, гетероциклы, фармакофор, синтез, биологическая активность, разработка
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Abstract
Introduction. The search for new, effective and safe pharmacologically active substances remains an urgent task in the field of pharmacy. Many 
compounds of the piperidine and morpholine series are widely used in medical practice and belong to an important group of biologically active 
compounds. An informational, literature search on the synthesis of new derivatives of piperidine and morpholine was carried out. The article 
summarizes the results of studies of new derivatives of piperidine and morpholine as potential sources of biologically active substances.
Text. The review is devoted to the relationship between the pharmacological activity of the N-derivatives of piperidine and morpholine in 
relation to various biological targets and the structure of the substance, the importance of the piperidine and morpholine rings in the design and 
development of drugs is highlighted. Piperidine and morpholine are considered as prerogative structures not only for increasing activity, but also 
for obtaining biological substances with desired therapeutic properties and improved pharmacokinetics.
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Conclusion. The literature review shows the current trend towards the study of morpholine and piperidine derivatives, reveals their high 
pharmacophore activity. The review will provide researchers with the necessary knowledge base to make chemical structural changes to the 
structures of drug leaders to enhance pharmacological activities.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из задач развития фармацевтической про-

мышленности является расширение арсенала сое-
динений, используемых в качестве активных фарма-
цевтических субстанций для создания новых, более 
эффективных, безопасных лекарственных средств. 
Среди новых препаратов, одобренных FDA в 2021 го-
ду, почти 50 % составляют вещества с азотсодержа- 
щими гетероциклами [1]. Гетероциклические соеди-
нения морфолина способны усиливать активность 
молекулы за счет молекулярных взаимодействий с 
белком-мишенью (киназами), улучшать фармакокине-
тические свойства [2]. 

Научными исследователями изучаются и прово-
дятся клинические испытания множества соединений 
пиперидинового и морфолинового ряда (рисунок 1).

Двадцать три из 200 брэндовых наименований 
препаратов проявляющие анальгетическую, противо-
диарейную, антигистаминую, спазмолитическую, ци-
тостатическую и др. активности содержат пипериди-
новый фрагмент [3]. 

Кольцо пиперидина входит в структурную основу 
ряда соединений, используемые в клинической прак-
тике и оказывают анальгетическое («Промедол»  1, 
«Фентанил» 2), противодиарейное («Лоперамид»  3), 
антигистаминное («Кетотифен» 4, «Лоратадин»  5),  
спазмолитическое («Но-шпа» 6), противораковое («Ра-
локсифен» 7), антипсихотическое («Рисперидон»  8, 
«Пипамперон»  9) действия (рисунок 2) [4]. Известен 
также препарат «Донепезил» 10, назначаемый для ле-
чения болезни Альцгеймера [5]. «Метилфенидат»  11 
используют в медицине как основное средство для  
лечения синдрома дефицита внимания и гиперак-
тивности, «Тиагабин» 12 – противоэпилептическое с 
редство с потенциальной противопаркинсонической 
активностью [6].

Морфолин представляет собой гетероцикл, при-
сутствующий во многих одобренных и применяемых 
в клинической практике лекарственных препаратах. 
Морфолиновое кольцо является универсальным и 

легкодоступным синтетическим строительным бло-
ком  [7]. Существует много примеров молекулярных 
мишеней биоактивного морфолина, в которых был 
продемонстрирован значительный вклад морфолино-
вой части, он является неотъемлемым компонентом 
фармакофора, обеспечивает селективное сродство к 
широкому спектру рецепторов [8].

Рисунок 1. Динамика изменения количества публикаций в ба-
зе данных Pubmed по ключевым словам пиперидин (А), мор-
фолин (Б) клинические исследования 

Figure 1. Dynamics of changes in the number of publications in 
the Pubmed database by keywords piperidine (А), morpholine (B) 
clinical trials

Поиск и разработка новых лекарственных средств
Research and development of new drug products



46 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 2

Широкий спектр фармакологической активно- 
сти морфолинового кольца включает антимикроб-
ное («Линезолид» 13), антидиабетическое, проти-
ворвотное («Апрепитант» 14), стимулятор («Фторо-
фенметразин»  15), антидепрессант («Ребоксетин»  16,  
«Моклобемид» 17), бронхорасширяющее, противо- 
раковое и противоаритмическое («Этмозин» 18) 

действия1  [9–11]. Морфолинсодержащий противо-
раковый препарат «Гефитиниб»  19, продаваемый 
AstraZeneca и Teva, применяется при раке молочной 

1 Drug information, identify pills, check interactions. Avai- 
lable at: https://www.drugs.com/history/iressa.html Accessed: 
12.07.2022.

Рисунок 2. Структурные формулы пиперидинсодержащих лекарственных средств

Figure 2. Structural formulas of piperidine-containing drugs
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железы, легких и других онкологических заболева-
ниях (рисунок 3) [12].

Большое количество исследований in vivo проде-
монстрировало способность морфолина не только  
повышать активность, но и обеспечивать соединения 
с желаемыми лекарственными свойствами и улуч-
шенной фармакокинетикой [13].

Производные пиперидина

Нерибосомальные пептиды, продуцируемые мик- 
роорганизмами, характеризуется значительным струк-
турным разнообразием и часто проявляют высокую 
биологическую активность. Разнообразие структуры  
этих соединений зависит от состава и последователь- 
ности различных аминокислот. Пипеколиновая кис-
лота (пиперидин-2-карбоновая кислота), цикличе-
ская непротеиногенная аминокислота с формулой 
HNC5H9CO2H (рисунок 4) [14, 15]. Бупивакаин произ-
водное пипеколиновой кислоты, местный анестетик 
амидного ряда, обладает высокой активностью, дли-
тельностью действия [16]. Среди нерибосомных пеп- 
тидов, содержащих пипеколиновую кислоту выделя-
ются разветвленные циклические депсипептиды ул-
леунгамиды. Эти соединения содержат 5-гидрокси- 
6-метил-2,3-дегидропипеколин и 4,5-дигидрокси-6- 
метил-2,3-дегидропипеколиновой кислоты. Сангын 
Сон и его коллегами из почвенной актинобактерии 
Streptomyces sp. получили ранее неизвестный развет-
вленный циклический депсипептид, богатый пипеко-
линовой кислотой, новый по структуре уллеунгамид. 

Полученный уллеунгамид ингибировал пролифера-
цию клеток промиелоцитарного лейкоза человека  
HL-60 [17].

Следует отметить также класс эфрапептинов пред-
ставляющий собой пептиды содержащие фрагмент 
пипеколиновой кислоты, продуцируемые грибами  
рода Tolypocladium, обладающие противогрибковым, 
инсектицидным и ингибирующим действием на ми-
тохондриальную АТФазу [17]. 

А. С. Х. Аль-Самарраи c коллегами изучили ряд 
новых производных аминопиридиновых, пирролиди-
новых, пиперидиновых и морфолиновых ацетамидов 
и определили антибактериальную активность in vitro 
в отношении штаммов E. coli, P. mirabilis и S. pyogenes. 
Показано, что наиболее высокой антибактериальной 
активностью обладают субстанции ((4-хлорфенил)ами-
но)-1-(3-ролидин-1-ил)этан-1-он (диаметр зоны инги-
бирования 7,7, 14,2, 15 мм) и 1-(пиперидин-1-ил)-2-то-
зилэтан-1-он (диаметр зоны ингибирования 5,8, 12,9, 
13 мм) [19].

Серия новых 2-(N-пирролидино,N-пиперидино  
или N-морфолино)-7-фенил(α-фуроил или α-тиенил)- 
[1,3]тиазоло[4,5-d]пиридазинонов была синтезиро-
вана при взаимодействии метил-5-бензоил(α-фуроил 
или α-тиенил)-2-аминозамещенных тиазол-4-карбок-
силатов с гидразином. Эти новые производные про-
явили анальгетическую и противовоспалительную 
активности in vivo. 7-фенил-2-(пиперидин-1-ил)[1,3]тиа-
золо[4,5-d]пиридазин-4(5H) -он и 2-(морфолин-4-ил)-7-
фенил[1,3]тиазоло[4,5-d]пиридазин-4(5H)-он показали 
хорошую анальгетическую активность с латентными 

Продолжение рисунка 2

Continuation of Figure 2
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периодами 105, 110,6 % соответственно, сравнимую с 
контрольным препаратом кеторолак (латентный пе-
риод 100,25 %). Было замечено, что 7-(фуран-2-ил)-2- 
(морфолин-4-ил)[1,3]тиазоло[4,5-d]пиридазин- 
4(5H)-он показал более выраженную противовоспали-
тельную активность, снижал отек на 34,8 %, в то время 
как модельный препарат кеторолак на 41,1 %. [20].

Анна Вечорек-Блауз и др. с помощью реакции рас-
крытия цикла оксазолона с различными первичными 
и вторичными аминами синтезировали новые 3-фер-

роценилпропенамиды. Антипролиферативная актив-
ность полученных соединений была протестирова-
на на линиях опухолевых клеток человека (HCT116, 
SW620, Colo 205, MCF-7, HepG2 и A549). Было обна-
ружено, что наиболее эффективным соединением 
было пиперидиновое производное 2-(2,5-димети-
локсазол-4-карбоксамидо)-3-ферроценил-1-(пипери-
дин-1-ил)проп-2-ен-1-он, его IC50 составило  8,1 мкМ  
(MCF-7), 9,6 мкМ (SW620) и 13,2 мкМ (Colo 205) [21]. 

Маниканта Мурахари и др. синтезировали но-
вый ряд 2,4-диметил-акридонов с пропильной и бу-
тильной боковой цепью, содержащих замещенные 
третичные амины, определяли их противоопухоле-
вую активность. Продемонстрировали хорошую ци-
тотоксичность соединения 10-(4-[N-диэтаноламино]
бутил)-2,4-диметилакридон с IC50 = 4 ± 0,05  нМ про-
тив MCF7 и 5,2 ± 0,13 нМ против клеточных линий  
MCF7/ADR и 10-(4-N-[(β-гидроксиэтил)пиперазино]бу- 
тил)-2,4-диметилакридон со значением IC50 = 2 ± 

Рисунок 3. Структурные формулы морфолинсодержащих лекарственных средств

Figure 3. Structural formulas of morpholine-containing drugs

Рисунок 4. Структурная формула пипеколиновой кислоты

Figure 4. Structural formulas of pipecolic acid
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0,03  нМ против MCF7 и 2,56 ± 0,05  нМ против клеточ- 
ных линий MCF7/ADR [22]. 

Соединение 8-метил-6-фенил-4-(пиперидин-1-ил)- 
6H-пиразоло[4’,3’:4,5]тиено[3,2-d][1,2,3]триазин, содер-
жащий пиперидиновый цикл оказывает противогриб-
ковую активность по отношению Geotrichum candi- 
dum и Syncephalastrum racemosum (зона ингибирова-
ния 16–17 мм) в сравнении со стандартом кетокено-
золом (зона ингибирования 18–19 мм [23]. 

В исследовании, связанном с влиянием различ-
ных заместителей на производные пиперидина, отме-
чается их действие на различные дофаминовые и се-
ротониновые рецепторы, изучаются и предлагаются 
как соединения с избирательной антипсихотической 
активностью [24].

В работе Туран Назлы и его коллег сообщается о 
синтезе 2-(4-замещенного фенил)-1-[2-(пиперидин-1-
ил)этил]-1H-бензимидазола и определение его анти-
депрессантого эффекта. По результатам ислледова- 
ния новое соединение показал высокую антидепрес-
сантную активность (10 мг/кг) по сравнению с эталон-
ным препаратом флуоксетин (20 мг/кг) [25]. 

Донг и др. получили ряд новых производных пи-
перидина. Эти соединения оценивались на предмет  
их противораковой активности. Соединение 2-(2,6- 
диоксопиперидин-1-ил)-N-(4-метоксибензил)-N-(3,4,5- 
триметоксифенил)ацетамид показало сильную анти- 
пролиферативную активность со значением IC50 = 
0,81  мкМ сопоставимой с эталонным препаратом 
5-фторурацил [26].

Шамим и др. синтезировали ряд новых N-заме-
щенных производных фенацилпиперидина, которые  
проявляли умеренную антигипертензивную актив- 
ность [27].

Сюйдун с коллегами разработали и синтезирова-
ли ряд производных пиперидина. Среди них соеди-
нение 8-(5-(4-(6-фторбензо[d]изоксазол-3-ил)пипери- 
дин-1-ил)-пентаноил)-5,6-дигидро-1H-пирроло[3,2,1-
ij]хинолин-4(2H)-он проявляло прокогнитивные 
свойства в концентрации IC50 = 366 нМ. Считается,  
что данное соединение может составлять новый класс 
атипичных нейролептиков для лечения шизофре- 
нии [28].

Сотрудниками КазГУ им.аль-Фараби были синтези-
рованы гидрохлорид 1-(4′-метил-4′-оксибутин-2′-ил)- 
морфолина, гидрохлорид 1-(4′-метил-4′-бензоилокси- 
пентин-2′-ил)-пиперидина, гидрохлорид 1-(4′-метил- 
4′-бензоил-оксипентин-2′-ил)-морфолина. Данные со- 

единения испытывались на наличие антибактери-
альной активности по способности влиять на рост  
грам-положительных (стафилококки) и грамотрица- 
тельных (E. сoli и сальмонеллы) микроорганизмов,  
спазмолитической активности. По результатам иссле- 
дований соединения гидрохлорид 1-(4′-метил-4′-ок-
сибутин-2′-ил)-морфолина, гидро-хлорид 1-(4′-метил- 
4′-бензоилоксипентин-2′-ил)-пиперидина показали  
анти-бактериальную активность, сопоставимой с дан-
ными стрептомицина, и спазмолитическую актив-
ность, сопоставимой с показателями эталонного пре- 
парата но-шпы [29].

Гидразиды 2-(N-пиперидинил)уксусной кислоты  
и 2-метил-3-N-пиперидинил)пропановой кислоты  
(рисунок 5) показали антибактериальную активно- 
сть в отношении грамположительных (S. aureus) и 
грамотрицательных (E. coli и S. choleraesuis) штам-
мов бактерий и спазмолитическую активность, срав-
нимую с модельными препаратами (Но-шпа) в ис-
следовании in vitro. Синтезированные соединения в 
эксперименте in vivo показали значительно низкую 
острую токсичность (ЛД50 = 520–575 мг/кг) по сравне-
нию с коммерчески доступными препаратами (стреп-
томицин, ципрофлоксацин и дротаверин ЛД50 100– 
215 мг/кг) [30]. 

Производные пиперидина изучались как жаро-
понижающие средства. Исследовательской группой  
А. А.  Василюк были синтезированы семь новых про-
изводных пиперидина с функциональными замести- 
телями в 1-м и 4-м положениях. Из полученных со-
единений три соединения в дозе 20  мг/кг проде-
монстрировали высокую жаропонижающую актив- 
ность на модели дрожжи-индуцированной лихорад- 
ки [31].

В поисках потенциально новых фармакологиче-
ских свойств кроме синтеза, проводят модификации 
уже имеющихся соединений. Так, группой исследова-
телей [32] проведены различные структурные моди-
фикации донепезила 10. Бензилпиперидиновая часть 
донепезила была замещена на бензилпиридин, пи-
ридилметилпиперидин, бензилпиперазин, пирими-
дилпиперазин. Эти производные показали многоо-
бещающую активность в качестве субстанций против 
болезни Альцгеймера. Установлено, что реактивато-
рами антихолинэстеразы (АХЭ) являются производные 
оксима 3-гидрокси-6-(пиперидин-1-илметил)пиколи-
нальдегида [32]. 

Рисунок 5. Гидразиды 2-(N-пиперидинил)уксусной кислоты и 2-метил-3-N-пиперидинил)пропановой кислоты

Figure 5. Hydrazides of 2-(N-piperidinyl)acetic acid and 2-methyl-3-N-piperidinyl)propane acid
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Из вышеприведенных данных можно сделать вы-
вод, что пиперидиновое кольцо является эффектив- 
ным фармакофором, входящее в состав многих из-
вестных и применяемых в клинической практике ле- 
карственных средств, а также представляет большой 
интерес среди исследователей при разработке новых 
биологически активных соединений. 

Производные морфолина

В исследовании Джоти Сингх и др. сообщается о  
синтезе и фармакологической оценке новых серий  
2-замещенных-6-(морфолинил/пиперидинил) произ- 
водных пиридазин-3(2H)-она. Субстанции 2-(меток-
сикарбонилметил)-6-(морфолин-4-ил)пиридазин- 
3(2H)-он, 2-(2-(3,4-диметоксифенетиламино)-2-оксо- 
этил)-6-(морфолин-4-ил)пиридазин-3(2H)-он и 2-(2-(4- 
(4-нитрофенил))пиперазин-1-ил)-2-оксоэтил)-6-(мор-
фолин-4-ил)пиридазин-3(2H)-он оказали сильное про-
тивовоспалительное и обезболивающее действие. 
При оценке ульцерогенного действия, который ха- 
рактерен для многих нестероидных противовоспа-
лительных лекарственных препаратов, новые соеди-
нения показали хорошую безопасность для желудоч-
но-кишечного тракта по сравнению со стандартным 
препаратом индометацин [33].

В исследованиях Ахмед Рагаб и его коллег сооб-
щается о дизайне, синтезе и антимикробной оценке 
новой структуры, включающих производные 6-(мор-
фолиносульфонил)хиноксалина с гидразином, гид- 
разоном и пиразолом. Антимикробную активность  
определяли in vitro с использованием грамотрица-
тельных (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 
и S.  typhi ATCC 6539) и грамположительных штаммов  
(B. subtilis ATCC 6633, S. aureus ATCC 29213 и E.  faeca- 
lis ATCC 29212). Среди полученных соединений, со- 
единения 3-(2-((1,3-дифенил-1H-пиразол-4-ил)мети-
лен)гидразинил)-6-(морфолиносульфонил)хинокса-
лин-2(1H)-он, 3-(2-(1-(4-бромфенил)этилиден)-гидра-
зинил)-6-(морфолиносульфонил)хиноксалин-2(1Н)-он, 
6-(морфолино-сульфонил)-3-(2-(2-оксо-5-(пипери-
дин-1-илсульфонил)индолин-3-илиден)-гидразинил)- 
хиноксалин-2(1H)-он и 4-(2-(7-(морфолиносульфонил)- 
3-оксо-3,4-дигидрохиноксалин-2-ил)гидразинил)-4- 
оксобутановая кислота показали зоны ингибирования  
в диапазоне от (23 ± 0,65 до 32 ± 0,22) мм для грампо- 
ложительных бактерий и (20 ± 0,16 до 30 ± 0,29)  мм 
для грамотрицательных бактерий по сравнению с  
тетрациклином (от 22 ± 0,25 до 25 ± 0,22 мм) и (20 ± 
0,50–23 ± 0,20 мм) для грамположительных и грамо-
трицательных бактерий соответственно [34].

Производное 2,3-дихлор-6-морфолиносульфонил- 
хиноксалина подвергалось химическим модифика-
циям с образованием ряда 6-морфолино-2,3-дизаме-
щенных хиноксалинов, которые впоследствии про-
явили антибактериальную и иммуномодулирующую 
активность. Согласно результатам исследования, 3- 
хлор-6-морфолиносульфонил-2-(пиперидин-1-ил)хи-
ноксалин (МИК 4,91–9,82 мкМ) показал сравнимую с 

норфлоксацином (МИК 2,44–9,80 мкМ) антибактери-
альную активность [35]. 

Ряд 2-(4-морфолинил/1-пиперидинил/1-пирроли-
динил)-4,6-диарилпири-мидины были получены пу-
тем конденсацией 1,3-диарилпропенонов с дицианди-
амидом в присутствии гетероциклических вторичных 
аминов, как морфолин, пиперидин и пирролидин. Все 
синтезированные соединения были оценены на анти-
бактериальную активность. Среди них 2-(4-морфоли-
нил)-4-(4-хлорфенил)-6-(4-диметиламинофенил)пири-
мидин (зона ингибирования 19 мм) показал хорошую 
активность в отношении кишечной палочки, сопоста-
вимую с активностью стандарта стрептомицин (зона 
ингибирования 20 мм) [36].

Самрин Гюль и его коллегами были получены  
новые серии 2-[[5-алкил/аралкил-1,3,4-оксадиазол-2- 
ил]тио]-N-[4-(4-морфолинил)фенил] ацетамидов и оце- 
нены на антимикробную активность. Субстанция 2- 
[[5-(4-хлорфенил)-1,3,4-оксадиазол-2-ил]тио]-N-[4-(4- 
морфолинил)фенил]ацетамид проявила высокую про-
тивомикробную активность (зона ингибирования 23–
25 мм) по сравнению со стрептомицином (зона инги-
бирования 24–28 мм) [37].

Три метиловых эфира мелфалана, в структуре  
которых амидиновые фрагменты замещены тиомор-
фолином, индолином или 4-(4-морфолинил) и пипе-
ридином тестировали на цитотоксическую актив-
ность в отношении клеток THP1, HL60 и RPMI8226 in 
vitro. Соединение гидрохлорид метилового эфира 
2-(тиоморфолинметилиденамино)-3-[4-[бис(2-хлор- 
этил)амино]фенил]пропановой кислоты обладало 
наибольшей биологической активностью, проявляя 
более высокие цитотоксические и генотоксические 
свойства, также показало высокую способность инду-
цировать апоптоз в протестированных линиях рако-
вых клеток [38].

В недавнем исследовании Актар с коллегами  [40] 
провели синтез производных морфолина, замещен-
ных халконом, новую серию производных (Е)-3-(4-за-
мещенного фенил)-1-(4’-морфолинофенил)проп-2-ен- 
1-она, и дальнейшую оценку биологической активно-
сти в отношении клеточных линий стволовых рако-
вых клеток (С6) и HeLa. По результатам исследования 
структура-активность пришли к выводу о роли неза-
мещенного морфолина в мощной антипролифератив-
ной активности. Синтезированное соединение (2E)-
1-[4-(морфолин-4-ил)фенил]-3-фенилпроп-2-ен-1-он 
показало наиболее выраженную противораковую ак-
тивность с IC

50 7,3 мкМ и 68,2 мкМ для клеточных ли-
ний C6 и HeLa соответственно, почти эквивалентную 
стандартному препарату 5-фторурацилу (IC50 5,8  мкМ  
и 16,3 мкМ) [39].

В исследовании Р. Хейран с сотрудниками сооб-
щается о синтезе трех серий новых моноциклических  
производных β-лактама, содержащих морфолино- 
вый заместитель в кольце азота, которые были оце-
нены на противовоспалительную активность. 3-(2,4- 
дихлорфенокси)-1-(3-морфолинопропил)-4-(4-нит- 
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рофенил)азетидин-2-он и 1-(3-морфолинопропил)-3- 
(нафталин-2-илокси)-4-(4-нитрофенил)азетидин-2-он 
показали более выраженный противовоспалитель-
ный эффект с IC50 4,14 ± 0,63 мкМ и 5,06 ± 0,94 мкМ  
соответственно по сравнению с препаратом стероид-
ного ряда дексаметазоном (IC50 5,02 ± 1,34) [40]. 

Согласно результатам исследований Матралис 
и Курунакис, были получены сопряженные нафта-
лин-морфолины как антигиперлипидемические аген-
ты. По результатам исследования, замена морфоли- 
нового кольца приводило к значительному умень-
шению антиоксидантной активности (примерно в 
3,5  раза). Так, при замене морфолинового кольца  
соединения 2-([1,1-дифенил]-4-ил)-4-метилморфолин  
(IC50 86,8 мкМ) на его изостер тиоморфолин (соедине-
ние 2-([1,1-дифенил]-4-ил)-4-метилтиоморфолин) зна-
чение IC50 повышается и составляет 299 мкМ [41].

Группой О. А. Нуркенова [42] синтезированы и  
изучены антиоксидантная активность 2-морфолино- 
N-(пропан-2-илиден)-ацетогидразида и гидрохлорида  
2-(2-морфолиноацетил)-N-фенилгидразинокарбо- 
тиоамида. Антиоксидантная активность изучалась пу-
тем определения влияния синтезированых соедине-
ний на процесс электровосстановления кислорода в 
различных концентрациях. Определение антиокси-
дантной активности отражало количество активных 
форм кислорода, нейтрализованных антиоксидантом 
за определенное время. Было установлено, что вод- 
ный раствор изученных производных морфолина 
2-морфолино-N-(пропан-2-илиден)-ацетогидразида и 
гидрохлорида 2-(2-морфолиноацетил)-N-фенилгидра-
зинокарботиоамида проявляют высокую антиокси-
дантную активность [42].

Так же представляют определенный интерес но-
вые N-гетероциклические комплексы палладия (II) с 
лигандом морфолина. Были установлены их ингиби-
рующие эффекты в отношении α-гликозидазы, изо-
ферментов цитозольной карбоангидразы I и II, аце- 
тилхолинэстеразы и фермента бутирилхолинэстера- 
зы. Все соединения показали избирательное инги-
бирование этих метаболических ферментов, можно 
предполагать, что они могут быть использованы в ка-
честве одной из эффективных биологически активных 
соединений при лечении болезни Альцгеймера [43].

Наличие у производных морфолина высокой ак-
тивности в отношении множества биологических ми-
шеней делает их перспективной группой для лече- 
ния многих заболеваний. Исследователями В. А.  При-
ходько и др. [44] на моделях различных неврологи-
ческих заболеваний in vitro и in vivo было установле- 
но, что ряд производных морфолина обладают вы-
раженной нейропротекторной активностью. У экспе-
риментальных животных соединения данной группы 
снижали степень двигательных и когнитивных нару-
шений, замедляли процесс нейродегенерации, смя- 
гчали течение ишемического инсульта. Наиболее вы- 
сокую активность сразу при нескольких различных  

патологиях проявили (R)-(+)-[2,3-дигидро-5-метил-3- 
(4-морфолинилметил)-пирроло[1,2,3-de]-1,4-бензокса-
зин-6-ил]-1-нафталинилметанон и 4-гидрокси-4-метил-
пиперидин-1-карбоновой кислоты (4-метокси-7-мор-
фолин-4-ил-бензотиазол-2-ил)амид [44]. 

Группой Л. А. Каюковой изучены новые произво-
дные β-аминопропиоамидоксимов, содержащие мор- 
фолиновое кольцо. Согласно результатам исследова- 
ния, соединения О-п-анизоил-β-(морфолин-1-ил)-про-
пиоамидоксима и йодметилат О-п-толуоил-β-(морфо- 
лин-1-ил)пропио-амидоксима показали β-глюкозидаз-
ную активность, сопоставимую с эталонным препара-
том акарбозой, что делает их кандидатом для лече-
ния сахарного диабета [45].

Некоторые соединения, содержащие морфолино-
вый цикл, проявляют противотуберкулезную и анти-
микробную активности. С. В. Мамата с сотрудниками 
синтезировали 4-{2-[5-(4-фторфенил)-[1,3,4]оксадиа-
зол-2-илсульфанил]этил} морфолин путем кипячения 
1,3,4-оксадиазол-2-тиола с гидрохлоридом 4-(2-хлор- 
этил) морфолина, полученная субстанция проявила  
противотуберкулезную активность с минимальной  
ингибирующей концентрацией (МИК) 3,12 мкг/мл и 
высокую антимикробную активность, его значение 
МИК ниже модельного коммерческого препарата 
(6,5 ± 0,33  мкг/мл) [46]. Высокая антимикробная актив-
ность обусловлена строением химической структуры 
синтезированного соединения. Новое соединение 
богато гетероатомами из-за присутствия морфолина  
и оксадиазола. Гетероатомы, такие как азот и кисло-
род могут образовывать водородные связи с различ-
ными белками гликопротеинов микробов, что может 
ингибировать рост микроорганизмов [47]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Статья обобщает недавние прикладные исследо-

вания в области органического синтеза биологиче-
ски активных веществ, показывая потенциал пипери-
динового и морфолинового фрагментов в сочетании  
с другими фармакофорными фрагментами для уси-
ления той или иной активности. Синтетические про-
изводные пиперидина, представленные во многих 
исследованиях, иллюстрируют потенциальную эф-
фективность в качестве противораковых, противо-
микробных, антигипертензивных, анальгезирующих, 
противовоспалительных и антидепрессивных субстан- 
ций. Аналогично производные морфолина в комби-
нации с гидразидной, тиосемикарбазидной, тиоди- 
алольной, триалольной и другими функциональными 
группами оказывают фармакологическую эффектив-
ность в качестве антиоксидантных, противомикроб-
ных, противовоспалительных, антигиперлипидеми-
ческих и противораковых средств. Пиперидиновое и 
морфолиновое кольца являются важнейшими фарма-
кофорами при разработке и модификации как природ-
ных, так и синтетических лекарственных субстанций.
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Резюме
Введение. Вспомогательные вещества (ВВ) – неотъемлемый компонент лекарственных препаратов (ЛП). В тоже время ВВ, содержащиеся 
в них примеси и сорбированная вода являются одной из причин деградации активной фармацевтической субстанции (АФС). 
Такое влияние ВВ особенно важно оценивать для склонных к гидролизу АФС. Фолиевая кислота (ФК) гидролизуется под действием  
УФ-облучения и основным продуктом разложения является N-(п-аминобензоил)глутаминовая кислота (примесь А). При разработке 
ЛП «Фолиевая кислота таблетки, покрытые пленочной оболочкой, 1,0 мг» в процессе хранения нами было обнаружено увеличение 
содержания примеси А. Поскольку таблетки хранились в контурной ячейковой упаковке, состоящей из поливинилхлоридной пленки 
и алюминиевой фольги, в отсутствии УФ-облучения, причиной гидролиза ФК является состав таблеток и/или параметры процесса их 
получения.
Цель. Исследовать влияние ВВ, входящих в состав таблеток, и параметры технологического процесса их получения на содержание 
примеси А в процессе хранения ЛП фолиевой кислоты.
Материалы и методы. Объектами исследования являлись таблетки ФК, содержащие 1,0 мг АФС. Таблетки ФК наработаны по технологии 
прямого прессования. Усилие прессования варьировали в диапазоне 5–15 кН.
Результаты и обсуждение. Установлено, что при хранении в течении 300 суток таблеток ФК, содержащих 93,0 % моногидрата лактозы, 
и полученных при усилии прессования выше 10 кН, содержание примеси А в них становится выше предельно допустимого. Возможно, 
лактоза одновременно выступает как в роли источника свободной воды, так и является катализатором реакции гидролиза ФК. Поскольку 
взаимодействие лактозы и ФК протекает в твердой фазе, рост давления прессования ускоряет гидролиз АФС за счет увеличения 
площади контакта частиц и их подвижности. Анализ бинарных смесей ФК с крахмалом, лактозой, микрокристаллической целлюлозой и 
коповидоном подтвердил, что наибольшее влияние на скорость гидролиза АФС оказывает лактоза.
Заключение. Вероятно, моногидрат лактозы, является основной причиной гидролиза ФК в исследуемых смесях. Независимо от механизма 
его действия увеличение усилия прессования выше 10 кН приводит к росту скорости гидролиза ФК. Нами был подобран оптимальный 
диапазон усилия прессования (5–10 кН) для таблеточных смесей, содержащих моногидрат лактозы и ФК.

Ключевые слова: фолиевая кислота, вспомогательные вещества, гидролиз, лактоза, усилие прессования, примесь
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Abstract
Introduction. Excipients, impurities contained in them, and sorbed water are one of the reasons for degradation of the active pharmaceutical 
substance (API). Excipients effect should be especially evaluated for moisture-sensitive APIs. Folic acid (FA) is an important vitamin for humans. 
It hydrolyze in water under the action of UV irradiation and main decomposition product is N-(p-aminobenzoyl)glutamic acid (impurity A). We 
found an increase in the content of impurity A during FA film-coated tablets storage in PVC-film and aluminum foil packaging in the absence  
of UV irradiation.
Aim. Investigate the effect of excipients and parameters of the production process on the content of impurity A during storage of FA drugs.
Materials and methods. The FA tablets containing 1.0 mg of API produced by direct compression technology were the objects of study. The 
pressing force (PF) was varied from 5 to 15 kN.
Results and discussion. We found that content of impurity A in tablets containing 93.0 % lactose monohydrate and obtained with PF above 
10 kN exceeded limit value during storage for 300 days. Probably lactose simultaneously acts both as a source of free water and as a catalyst for 
FA hydrolysis. Since the interaction of lactose and FA occurs in the solid phase, pressing accelerates hydrolysis by increasing the contact area of 
substances and the mobility of water molecules.
Conclusion. We found that lactose monohydrate probably is the main cause of FA hydrolysis in drugs. Independently of the mechanism of 
its action, an increase in the PF above 10 kN leads to an increase in the rate of FA hydrolysis. This is due to an increase in the mobility of water 
molecules and the contact area between the excipient and API. We have selected the optimum pressure range (5–10 kN) for tablet mix containing 
lactose monohydrate and FA.

Keywords: folic acid, excipients, hydrolysis, lactose, pressing force, impurity
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ВВЕДЕНИЕ
Существует множество различных вспомогатель-

ных веществ (ВВ), которые используются для прида-
ния таблеточным смесям необходимых технологиче-
ских характеристик [1]. В качестве индивидуальных 
химических соединений все ВВ достаточно хорошо 
изучены. Однако при разработке лекарственных пре- 
паратов (ЛП) необходимо проанализировать взаимо-
действие используемых ВВ между собой и с активной 
фармацевтической субстанцией (АФС). Учитывая, что 
ВВ могут составлять большую часть от всей таблеточ-
ной смеси, их влияние на характеристики ЛП будет 
значительным. Поэтому выбор ВВ является одним из 
важных этапов фармацевтической разработки.

Сами ВВ и реакционноспособные примеси, кото-
рые содержатся в них, могут способствовать разло-
жению АФС. Наиболее распространенными соедине-
ниями, которые вызывают деградацию АФС, являются 
восстанавливающие сахара, альдегиды, гидроперок-
сиды, органические кислоты и сложные эфиры, сле-
довые количества металлов, нитраты/нитриты и сво-
бодные радикалы [2].

Лактоза широко используется как наполнитель 
при таблетировании. Она улучшает прессуемость и 
увеличивает прочность таблеток на раздавливание. 
Однако ее применение ограничено тем, что лакто-
за является восстанавливающим дисахаридом и всту- 
пает в реакцию Майяра с АФС, содержащими амино-

группу [3]. При этом, как отмечают авторы статьи  [4], 
взаимодействие между АФС и ВВ может иметь срав-
нительно невысокую скорость. Так в ЛП, содержащем 
менее 75,0 % лактозы и АФС, которая является пер-
вичным амином, продукты реакции Майяра не были 
обнаружены в течение всего срока хранения (24 ме-
сяца) в условиях окружающей среды. В аналогичном 
ЛП, содержащем более 95,0 % лактозы, через 12  ме-
сяцев так же не фиксировали роста примесей. При 
этом к концу второго года их содержание было близ-
ко к предельно допустимому. Таким образом, кратко- 
срочные исследования совместимости ВВ и АФС не 
всегда являются исчерпывающими и необходимы  
долгосрочные исследования. 

В статье [5] была проанализирована несовмести-
мость бисопролола фумарата и различных восста-
навливающих углеводов, используемых в качестве 
наполнителей для таблеток. Наибольшую скорость  
реакции Майяра наблюдали в присутствии глюкозы. 
При этом магния стеарат, который широко приме-
няется в качестве лубриканта, усиливал это взаимо- 
действие. Комплекс ионов магния ускоряет перегруп-
пировку Амадори. Наиболее подходящим наполните-
лем для таблеток, содержащих бисопролол фумарат, 
авторами работы [5] был выбран гидрофосфат каль-
ция, который не вступает в реакцию Майяра.

Помимо ВВ, значительное влияние на стабиль-
ность АФС оказывает вода, которая в той или иной 
форме присутствует на всех этапах производства 
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и хранения ЛП [6]. Она может выступать в качестве 
участника реакций разложения (например, гидро-
лиз АФС), в этом случае ее концентрация значитель-
но влияет на стабильность и эффективность ЛП. В 
работе  [7] оценивали степень гидролиза трихлорме-
тиазида (ТХМ) в его бинарных смесях с различными 
ВВ (15  наиболее часто используемых). Было обнару-
жено, что содержание активного вещества больше 
всего снизилось в бинарной смеси с гидроксипро-
пилцеллюлозой (ГПЦ). Однако, как отмечают авторы 
статьи, прямой зависимости между количеством во-
ды, адсорбированной ВВ, и степенью гидролиза ТХМ 
не наблюдается. Более значимой является доступ-
ность сорбированной влаги, так как не вся вода, со-
держащаяся во ВВ, способна участвовать в реакциях 
гидролиза [8]. Методами ЯМР, ЭПР и спектроскопии 
диэлектрической релаксации в работе [7] опреде-
ляли подвижность и количество связанной воды. На  
основе этих данных авторами было установлено, что 
скорость гидролиза ТХМ зависит от количества сво-
бодной воды, доступной для реакции.

Многие АФС склонны к гидролизу [9]. Среди них 
фолиевая кислота (ФК), которая является важным ви-
тамином для человека, а также применяется в соста- 
ве таргетных систем доставки противоопухолевых 
препаратов [10–12]. Известно, что под действием 
УФ-облучения ФК склонна к гидролизу, при этом ос-
новным продуктом ее разложения является N-(п-ами-
нобензоил)глутаминовая кислота (примесь А) [13].

При хранении ЛП «Фолиевая кислота таблетки, 
покрытые пленочной оболочкой, 1,0 мг» нами бы-
ло обнаружено увеличение содержания примеси  А. 
Поскольку таблетки хранились в контурной ячей-
ковой упаковке (КЯУ), состоящей из поливинилхло-
ридной пленки и алюминиевой фольги, в условиях 
отсутствия УФ-облучения, причиной гидролиза ФК  
является состав таблеток и/или параметры процесса 
их получения.

Цель данной работы исследовать влияние ВВ, 
входящих в состав таблеток, и параметры технологи-
ческого процесса их получения на содержание при-
меси А в процессе хранения ЛП фолиевой кислоты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования являлись таблетки ФК, 

содержащие 1,0 мг АФС (таблица 1). Субстанция ФК  
была получена от производителя DSM Nutritional Pro- 
ducts Ltd. (Швейцария). В качестве ВВ использовали:  
лактозы моногидрат (ALPAVIT Käserei Champignon Hof-
meister GmbH & Co. KG, Германия), коповидон (Kolli-
don® VA 64, BASF, Германия), микрокристаллическую  
целлюлозу (МКЦ) (Heweten® 101, JRS Pharma GMbH &  
Co. KG, Германия), крахмал кукурузный прежелатини- 
зированный (Крахмал 1500®, Colorcon Ltd., Англия),  
крахмал картофельный (Roquette Freres, Франция),  
двухосновный безводный фосфат кальция (EMCOM-
PRESS® Anhydrous, JRS Pharma GMbH & Co. KG, Герма-

ния), кремния диоксид коллоидный (AEROSIL® A 200, 
Evonik Operations GmbH, Германия), магния стеарат 
(Faci Metalest S.L.U., Испания). В сериях 3 и 4 использо-
вали композитный наполнитель PROSOLV® EASYtab SP 
(JRS Pharma GMbH & Co. KG, Канада), который состоит 
из: МКЦ (95,0–98,0 %); коллоидного диоксида кремния 
(1,5–2,5 %); натрия крахмал гликолята (0,5–2,0 %); нат- 
рия стеарил фумарата (0,3–1,0 %).

Таблица 1. Составы таблеток, содержащих 1 мг  
фолиевой кислоты, и потеря в массе при высушивании  
для используемых вспомогательных веществ

Table 1. Compositions of tablet containing 1 mg of folic acid,  
weight loss on drying for used excipients
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PROSOLV® EASYtab SP – – 89,0 99,0 4,0

Лактозы моногидрат
Lactose monohydrate

93,0 – – – 5,2

Крахмал 
прежелатинизированный
Pregelatinized strach

– 21,0 10,0 – 9,5

Микрокристаллическая 
целлюлоза
Microcrystall celulose

– 9,0 – – 3,7

Двухосновный 
безводный фосфат 
кальция
Dibasic anhydrous 
calcium phosphate

– 67,5 – – 1,7

Коповидон
Copovidone

5,0 – – – 2,0

Кремния диоксид 
коллоидный
Silicon dioxide colloidal

0,5 0,5 – – –

Магния стеарат
Magnesium stearate

0,5 1,0 – – –

Крахмал картофельный
Potato starch

– – – – 5,0

Таблетки ФК наработаны по технологии прямо-
го прессования на таблетпрессе KORSCH XL 100 Pro 
(KORSCH AG, Германия). Усилие прессования варьи-
ровали в диапазоне 5–15 кН. Описанные выше об-
разцы хранили в КЯУ при Т = 25 ± 2  °С и влажности 
60 ± 5 %. Содержание примеси А определяли по ме-
тодике из монографии Британской фармакопеи «Folic  
acid tablets»1 на хроматографе Waters Alliance (Waters 
Corporation, США).

Для оценки взаимодействия АФС с отдельными  
ВВ были приготовлены бинарные смеси ФК с крахма- 

1 The British Pharmacopoeia. 2020. Available at: https://
www.pharmacopoeia.com/ Accessed: 25.02.2022.
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лом картофельным, лактозой, МКЦ и коповидоном  
в соотношении 1 : 1 (м/м). Смеси хранили при Т = 40 ± 
2 °С и влажности 75 ± 5 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Таблетки ФК содержат только 1,0 % действующе-

го вещества, поэтому основную массу таких табле-
ток составляют ВВ. Их выбор осложняется склонно-
стью ФК к гидролизу. При разработке таблеток ФК 
состава, соответствующего серии 1, мы обнаружи-
ли, что увеличение силы прессования способствует  
росту содержания примеси А. В соответствии с Бри-
танской фармакопеей1 2020 ее содержание долж-
но быть не более 2,0 %. Однако в ряде серий оно  
достигало (и даже превышало) предельно допусти-
мое значение.

1 The British Pharmacopoeia. 2020. Available at: https://
www.pharmacopoeia.com/ Accessed: 25.02.2022.

Влияние состава и усилия прессования  
на увеличение содержания примеси А  
в таблетках фолиевой кислоты. Серия 1

Для серии 1 варьировали усилие прессования в  
диапазоне 5–15 кН (таблица 2). Анализ зависимо-
стей содержания примеси А в таблетках, полученных 
при разных усилиях прессования, от времени хране-
ния (рисунок 1) указывает на то, что сила прессования  
выше 10  кН является неподходящей. В этом случае 
содержание примеси достигает значения близкого к  
предельному уже в течение первых 90 суток. В то-
же время применение усилия прессования 5–10 кН  
позволяет получить ЛП, содержание примеси А в ко- 
торых остается в рамках допустимого значения в те-
чение 300 суток.

Обращает на себя внимание тот факт, что основ-
ной рост содержания примеси фиксировали в тече-
ние первых трех месяцев вне зависимости от вели-
чины усилия прессования (см. таблица 2). Вероятно, 

Таблица 2. Значения усилия прессования для серий 1–4 и содержание примеси А в них

Table 2. Pressing force values for series 1–4 and impurity A content in them

Серия
Series

1a
1a

1б
1b

1в
1c

1г
1d

2 3 4

Значение усилия прессования, кН
Pressing force values, kN

5,0 10,0 13,0 15,0 15,0 15,0 13,0

Содержание примеси А через N 
суток, %
Impurity A content after N days, %

90 суток
90 days

0,8 1,5 1,9 2,0 1,7 0,4 0,4

300 суток
300 days

1,1 1,9 2,1 2,3 2,3 0,6 0,4

Рисунок 1. Зависимости содержания примеси А от времени хранения: 

А – для таблеток серии 1–4; Б – для бинарных смесей фолиевой кислоты с (1) лактозой, (2) картофельным крахмалом, (3) МКЦ, (4) 
коповидоном

Figure 1. Dependences of the impurity A content on the storage time:

А – for tablets of series 1 – 4; B – for binary mixtures of folic acid with (1) lactose, (2) potato starch, (3) MCC, (4) copovidone
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гидролиз протекает за счет влаги, которая была прив-
несена со ВВ и/или адсорбирована таблетками в  
процессе их изготовления. По мере расходования 
имеющейся свободной воды скорость процесса гид- 
ролиза постепенно снижается, в результате чего мы 
фиксируем заметно меньший рост содержания при-
меси в следующие 210 суток.

Анализируя состав таблеток серии 1 (см. табли-
ца  1), можно предположить, что моногидрат лакто-
зы, преобладающий по процентному содержанию, 
является основной причиной роста примеси А. Воз-
можны несколько механизмов влияния лактозы на 
гидролиз ФК. 

Во-первых, лактоза может выступать в качестве  
катализатора этого процесса. Из литературы извест- 
но, что лактоза катализирует гидролиз роксифиба-
на [14]. В работе [15] было показано, что нуклеофиль-
ная атака гидроксильными группами лактозы приво-
дит к увеличению скорости гидролиза. Увеличение 
скорости гидролиза роксифибана с ростом концент- 
рации лактозы указывает на ее каталитическое  
действие. При этом концентрация воды не оказыва-
ла заметного влияния на скорость процесса. При 
исследовании реакции гидролиза роксифибана в 
твердой фазе, было отмечено, что таблетирование 
усиливает химическое взаимодействие между лак-
тозой и АФС. Увеличение взаимодействия в точках  
контакта частиц для фармацевтических препаратов 
было описано в работах  [16, 17]. В случае с роксифи- 
баном и лактозой в результате прессования на-
блюдали рост концентрации продуктов гидролиза в  
4  раза, по сравнению с механической смесью этих 
веществ [14]. Вероятно, для таблеток ФК увеличе-
ние силы прессования также приводит к большему  
взаимодействию лактозы и ФК, что, в свою очередь, 
способствует гидролизу АФС.

Во-вторых, лактоза содержит адсорбированную  
воду (см. таблица 1), которая так же может всту-
пать в реакцию с ФК. При этом процентное содер-
жание лактозы значительно превышает содержание 
АФС. Следовательно, влаги, адсорбированной лакто-
зой, вполне достаточно для гидролиза ФК. Увеличе-
ние давления прессования в этом случае так же бу-
дет способствовать реакции гидролиза. Разрушение  
части кристаллов ВВ и возникновение дефектов в 
них, в результате механического воздействия, уве-
личивает подвижность связанной воды. Аналогич-
ное влияние подвижности молекул воды на скорость  
гидролиза ацетилсалициловой кислоты (АСК) было 
описано в статье [18]. Авторами было замечено, что 
несмотря на большее содержание воды в смесях АСК  
с лактозой, скорость гидролиза была выше в ее сме- 
сях с дигидратом двухосновного фосфата кальция, 
в котором молекулы воды имеют большую подвиж-
ность. Таким образом, в анализируемых таблетках 
ФК лактоза может одновременно выступать в роли 

источника свободной воды и катализатора реакции 
гидролиза, что приводит к значительному росту со-
держания примеси А в них.

Помимо этого, нужно учитывать влияние других 
ВВ, которые содержат влагу. Например, дезинтегран-
ты являются гигроскопичными веществами. В рабо-
те  [19] исследовали таблетки АСК, содержащие 50,0 % 
АФС и 5,0 % дезинтегранта (15 наименований). Уста-
новили, что наибольшая деградация характерна для 
таблеток, содержащих коповидон. Методом твердо-
тельной спектроскопии ЯМР показано, что молекуляр- 
ная подвижность воды, адсорбированной коповидо-
нами, значительно выше, чем в других дезинтегран-
тах (например, низкозамещенной ГПЦ или кроскар-
мелозе натрия).

В рассматриваемых таблетках ФК содержание ко-
повидона также составляло 5,0 %. Поскольку данный 
дезинтегрант характеризуется высокой молекуляр-
ной подвижностью воды, следует учитывать, что он, 
возможно, способствует гидролизу ФК в ЛП наряду с 
лактозой.

Влияние состава на содержание примеси А  
в безлактозных таблетках  
фолиевой кислоты. Серии 2–4

Далее мы исследовали серии (2–4), в составе ко-
торых отсутствует моногидрат лактозы. Прессование 
проводили при усилии (см. таблица 2), которое бы-
ло определено как неподходящее для смесей с лак- 
тозой. Это было сделано, чтобы оценить скорость на-
копления примеси А в безлактозных смесях в наи- 
худших условиях. В серии 2 содержание примеси А 
росло достаточно быстро и уже через 180 суток оно 
превысило допустимое значение (2,23 %). В рассмат- 
риваемом составе основным источником влаги яв-
лялся частично прежелатинизированный крахмал 
(см. таблица 1). Из литературы [20] известно, что та- 
кой крахмал содержит большое количество свобод-
ной воды. По-видимому, этой влаги достаточно для  
гидролиза ФК при выбранных условиях.

Серии 3 и 4 содержали 89,0 и 99,0 % композитно-
го наполнителя PROSOLV® (см. таблица 1). Для них был 
характерен незначительный рост содержания при- 
меси А в течение 300 суток (см. рисунок 1, А). Веро-
ятно, состав наполнителя и размер частиц в нем по-
добраны таким образом, что в данных условиях гид- 
ролиз ФК протекает медленно. Большую часть PRO- 
SOLV® составляет МКЦ (95,0–98,0 %), содержание во-
ды в которой сильно зависит от степени кристал- 
личности. Возможно, размер частиц МКЦ в компо- 
зите таков, что основная доля воды связана с молеку- 
лами целлюлозы и, как следствие, она не участвует в 
гидролизе ФК. В результате, несмотря на высокое со-
держание МКЦ относительно ФК, содержание приме-
си А в сериях 3 и 4 незначительно.
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Исследование скорости гидролиза  
фолиевой кислоты в ее бинарных смесях  
с различными вспомогательными 
веществами

Для лучшего понимания процессов взаимодейст- 
вия ФК со ВВ были проведены исследования на би-
нарных смесях. Из анализа приведенных на рисун- 
ке  1, Б зависимостей можно составить следующий 
ряд, в котором ВВ приведены в порядке уменьше-
ния скорости гидролиза ФК в их присутствии: лакто-
за > крахмал > коповидон > МКЦ. По данным табли- 
цы  1 составлен ряд, в котором аналогичные ВВ при-
ведены в порядке уменьшения содержания воды в 
них: лактоза ~ крахмал > МКЦ > коповидон. Из пред-
ставленных данных видно, что для лактозы и крах-
мала содержание воды в них коррелирует с их вли- 
янием на скорость разложения ФК. В тоже время для 
МКЦ и коповидона не наблюдается такая зависимость. 
Вероятно, в коповидоне, как уже было отмечено ра-
нее, молекулы воды обладают большей подвижно-
стью, чем в МКЦ, что приводит к большему увеличе-
нию содержания примеси А.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Рассматривая взаимодействие ВВ и АФС, мы  

имеем дело с твердофазными реакциями. Как извест-
но  [21], для протекания таких реакций необходима 
подвижность элементов кристаллической решетки 
и возможность диффузии, которая увеличивается с  
ростом дефектов в кристаллах. Поэтому любое меха-
ническое воздействие будет способствовать взаимо-
действию твердых частиц друг с другом. Прессование 
таблеточной смеси приводит к частичному разруше-
нию кристаллической структуры веществ. При этом, 
чем больше приложенное усилие, тем значительнее 
увеличивается подвижность частиц и площадь кон- 
такта между ними. Вероятно, поэтому увеличение си-
лы прессования приводит к росту содержания при-
меси А в таблетках ФК.

Таким образом, в исследуемых таблеточных сме-
сях основной причиной гидролиза ФК, вероятно, яв-
ляется моногидрат лактозы. При этом, независимо от 
механизма его действия, увеличение усилия прессо-
вания выше 10 кН приводит к росту скорости гидро-
лиза ФК. Нами был подобран оптимальный диапазон 
усилия прессования (5–10 кН) для таблеточных сме-
сей, содержащих моногидрат лактозы и ФК, при ко-
тором содержание примеси А в течение всего сро- 
ка хранения будет оставаться в пределах допустимых 
значений.

Таким образом, при разработке ЛП, в состав ко-
торого входит АФС склонная к гидролизу, важно оце-
нить влияние ВВ и технологических параметров полу-
чения ЛП на его стабильность в процессе хранения.
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Резюме
Введение. Таурин является непротеиногенной аминокислотой. Молекула участвует в липидном обмене, адсорбирует жирорастворимые 
витамины, а его конъюгаты с желчными кислотами способствуют эмульгированию жиров в кишечнике. Лекарственные препараты, в состав 
которых входит молекула таурина обладают антикатарактным, кардиотоническим, метаболическим действием, а также стимулируют 
регенерацию. Среди лекарственных форм, где в качестве действующего вещества выступает таурин есть твердая лекарственная 
форма – таблетки, покрытые пленочной оболочкой. Одним из методов оценки качества твердых лекарственных форм является тест 
сравнительной кинетики растворения. Широко распространенным методом количественно определения в рамках теста растворения 
является высокоэффективная хроматография с ультрафиолетовым детектированием, однако для таурина, не содержащего хромофорных 
групп в своей структуре, этот метод на прямую не применим. Для решения данной проблемы можно применить метод предколоночной 
дериватизации, в результате которой в структуру вводится фрагмент, обеспечивающий батохромный сдвиг в УФ-спектре исходного 
соединения.
Цель. Разработка, валидация и апробация аналитической методики количественного определения таурина методом высокоэффективной 
хроматографии с ультрафиолетовым детектированием в рамках проведения теста сравнительной кинетики растворения таблеток таурина 
дозировкой 250 и 500 мг.
Материалы и методы. Для анализа использовались препараты: таурин таблетки, покрытые пленочной оболочкой 250 мг и 500  мг, 
отечественного производства с действующим сроком годности. Тест сравнительной кинетики растворения проводили на приборе 
для теста «Растворение» DT 126 Light (ERWEKA GmbH, Германия). Хроматографическое разделение и детектирование проводили на 
высокоэффективном жидкостном хроматографе Nexera-i LC-2040 (Shimadzu Corporation, Япония), оснащенном термостатом колонок и 
образцов, дегазатором, автосамплером и ультрафиолетовым детектором. Детектирование проводилось при длине волны 254 нм после 
дериватизации молекулы таурина 4-толуолсульфонилхлоридом. Использовали колонку Shim-pack Velox C18 5 μm  4.6 × 150 мм (Shimadzu 
Corporation, Япония) и предколонку Shim-pack Velox C18 EXP Guard Column Cartridge 5 μm 4.6 × 5 мм (Shimadzu Corporation, Япония). 
Обработку первичных данных проводили при помощи программного обеспечения LabSolutions Single LC (Shimadzu Corporation, 
Япония). 
Результаты и обсуждение. Подобраны оптимальные условия дериватизации таурина, разработана и валидирована методика 
количественного определения таурина методом ВЭЖХ-УФ в рамках теста сравнительной кинетики растворения в трёх средах 
растворения: 0,1М раствор хлористоводородной кислоты с рН 1,2, ацетатный буферный раствор с рН 4,5, фосфатный буферный раствор 
с рН 6,8, а также в среде контроля качества – воде очищенной. При проведении валидации разработанной методики установлено, что 
валидационные характеристики находятся в пределах критериев приемлемости во всех средах растворения. Аналитический диапазон 
методики составил 0,05–1,2 мг/мл и позволяет применять разработанную методику для количественного определения в рамках теста 
сравнительной кинетики растворения таблеток с дозировкой 250 мг и 500 мг.
Заключение. Методика была апробирована в трех средах растворения: 0,1 М раствор хлористоводородной кислоты с рН 1,2, ацетатный 
буферный раствор с рН 4,5, фосфатный буферный раствор с рН 6,8, а также в среде контроля качества – воде очищенной. Во всех средах 
наблюдалось полное высвобождение у обеих дозировок (более 85 % к 30 минуте).  

Ключевые слова: тест сравнительной кинетики растворения, ВЭЖХ-УФ, таурин, 4-толуолсульфонилхлорид, дериватизация, валидация
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Abstract
Introduction. Taurine is a non-proteinogenic amino acid. The molecule is involved in lipid metabolism, adsorbs fat-soluble vitamins, and its 
conjugates with bile acids contribute to the emulsification of fats in the intestine. Drugs, which include a taurine molecule, have anti-cataract, 
cardiotonic, metabolic effects, and also stimulate regeneration. Among the dosage forms, where taurine acts as an active substance, there 
is a solid dosage form – film-coated tablets. One of the methods for assessing the quality of solid dosage forms is a comparative dissolution 
kinetics test. High-performance chromatography with ultraviolet detection is a widely used method for quantification within the dissolution 
test, however, for taurine, which does not contain chromophore groups in its structure, this method is not directly applicable. To solve this 
problem, one can apply the method of pre-column derivatization, because of which an fragment is introduced into the structure, providing a 
bathochromic shift in the UV spectrum of the starting compound.
Aim. Development, validation and approbation analytical method for the quantitative determination of taurine by high-performance 
chromatography with ultraviolet detection as part of a test comparative kinetics dissolution of taurine tablets with a dosage of 250 and 500 mg.
Materials and methods. The following preparations were used for the analysis: taurine tablets, film-coated 250 mg and 500 mg, domestic 
production with a valid expiration date. The comparative dissolution kinetics test was carried out on a DT 126 Light instrument for 
the "Dissolution" test (ERWEKA GmbH, Germany). Chromatographic separation and detection were performed on a Nexera-i LC-2040  
high-performance liquid chromatograph (Shimadzu Corporation, Japan) equipped with a column and sample thermostat, a degasser, an 
autosampler, and an ultraviolet detector. Detection was carried out at a wavelength of 254 nm after derivatization of the taurine molecule with 
4-toluenesulfonyl chloride. Were used a Shim-pack Velox C18 5 μm 4.6 × 150 mm column (Shimadzu Corporation, Japan) and a Shim-pack Velox 
C18 EXP Guard Column Cartridge 5 μm 4.6 × 5 mm (Shimadzu Corporation, Japan). Primary data were processed using LabSolutions Single LC 
software (Shimadzu Corporation, Japan).
Results and discussion. The optimal conditions for taurine derivatization have been selected, and a method for the quantitative determination 
of taurine by HPLC-UV in test comparative kinetics dissolution in three dissolution media: 0.1M hydrochloric acid solution with pH 1.2, acetate 
buffer solution with pH 4.5, phosphate buffer solution with pH 6.8, as well as in the quality control medium – purified water has been developed 
and validated. During the validation of the developed methodology, it was found that the validation characteristics are within the acceptance 
criteria in 4 dissolution media. The analytical range of the method was 0.05–1.2 mg/mL and allows the developed method to be used for the 
quantitative determination of tablets with a dosage of 250 mg and 500 mg as part of the test comparative kinetics dissolution. The method was 
tested in 4 dissolution media, in all media, there was a complete release in both dosages (more than 85 % by 30 minutes).
Conclusion. The method was tested in three dissolution media: 0.1 M hydrochloric acid solution with pH 1.2, acetate buffer solution with 
pH 4.5, phosphate buffer solution with pH 6.8, as well as in the quality control medium – purified water. In all media, there was a complete 
release in both dosages (more than 85 % by 30 minutes).

Keywords: comparative dissolution kinetics test, HPLC-UV, taurine, 4-toluenesulfonyl chloride, derivatization, validation
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время лекарственные препараты на 

основе аминокислот и их производных имеют боль-
шую распространенность, что связано с их широким 
диапазоном фармакологической активности. В кли-
нической практике препараты данной группы на-
значаются при комплексной терапии атеросклеро-

за (гистидин), цирроза печени (метионин), инфаркта  
миокарда и инсульта (L–аргинин), болезни Паркинсо-
на (бенсаразид, L-DOPA) и ряде других патологиче-
ских состояний1.

1 Государственный реестр лекарственных средств.  
Доступно по: https://grls.rosminzdrav.ru/ Ссылка активна на 
21.02.2023.
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Одним из представителей упомянутого класса яв-
ляется таурин – β-аминосульфоновая кислота (рису-
нок  1). Данное вещество участвует в ряде физиологи- 
ческих процессов в организме человека: от регуля- 
ции пищеварения до передачи нервного импульса.  
Таурин участвует в липидном обмене, адсорбирует 
жирорастворимые витамины, входит в состав парных 
желчных кислот (таурохолевой, тауродезоксихоле-
вой), способствующих эмульгированию жиров в ки-
шечнике  [1]. Отмечено действие таурина на нервную 
систему. Являясь агонистом глицина таурин снижает  
судорожную активность, связываясь с глициновы-
ми рецепторами, т.е. является потенциальным анти-
конвульсантом  [2]. В период развития мозга таурин  
влияет на клеточную миграцию, модулирует нейропе- 
редачу в синапсах и может ускорять развитие мозга, 
в противоположность глутаминовой кислоте, ГАМК 
и аспарагиновой кислоте, повышенные уровни кото-
рых замедляют развитие мозга [3, 4]. На данный мо-
мент обсуждаемая аминосульфоновая кислота при-
меняется в терапии сахарного диабета 1-го и 2-го 
типов, сердечной недостаточности, катаракте и про-
чих заболеваниях. 

На российском рынке представлены лекарствен-
ные препараты в пяти лекарственных формах, дейст- 
вующим веществом которых является таурин. Одной 
из них является твердая лекарственная форма: таб- 
летки, покрытые пленочной оболочкой. В число ис-
пытаний контроля качества данной лекарственной 
формы входит тест сравнительной кинетики раство-
рения (ТСКР), позволяющий оценить качество произ-
водимых серий лекарственных препаратов. В соот- 
ветствии с нормативной документацией1 количест- 
венное определение субстанции таурина проводится 
алкалиметрическим титрованием, однако этот метод 
неприменим для ТСКР по ряду причин. Во-первых, 
растворение проводится в средах, значение рН кото-
рых смещено от нейтрального. Во-вторых, титрова-
ние не поддается автоматизации и масштабированию 
в промышленных условиях. 

Современным методом количественного опре-
деления малых молекул является ВЭЖХ-УФ, однако 
УФ-детектирование возможно только для молекул, 

1 Государственная фармакопея Российской Федерации 
XIV издание ФС.2.1.0039.15 «Таурин». Доступно по: https://
docs.rucml.ru/feml/pharma/v14/vol3/1593/ Ссылка активна на 
21.02.2023.

содержащие хромофорные группы. Таурин не отно-
сится к их числу, однако это проблема может быть ре-
шена путем дериватизации исходного вещества. Для 
молекул, содержащих аминогруппу, возможна реак-
ция тозилирования, при которой в структуру вводит-
ся арилсульфоновый фрагмент, обеспечивающий ба-
тохромный сдвиг в УФ-спектре исходного соединения 
(рисунок 2). 

Целью исследование является разработка, ва-
лидация и апробация аналитической методики коли-
чественного определения таурина методом ВЭЖХ-УФ 
в рамках проведения теста сравнительной кинетики 
растворения таблеток таурина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы и растворы 

В процессе исследования были использованы 
следующие реактивы: хлористоводородная кислота  
концентрированная, класс «х.ч.» (ООО «Сигма Тек», 
Россия); уксусная кислота ледяная, класс «RFE, USP, BP, 
Ph. Eur.» (PanReac AppliChem, США); ортофосфорная 
кислота концентрированная, класс «х.ч.» (ООО  «Ком-
понент-Реактив», Россия); натрия гидроксид, класс 
«ч.д.а.» (ООО «Компонент-Реактив», Россия); натрия 
ацетат тригидрат, класс «х.ч.» (АО «ЛенРеактив», Рос-
сия); ацетонитрил, класс «HPLC-S gradient grade» 
(Biosolve Chimie, Франция); калия дигидрофосфат б/в, 
класс «ч.д.а.» (ООО «Компонент-Реактив», Россия); нат- 
рия дигидрофосфат моногидрат, класс «х.ч.» (Scharlab, 
Испания); натрия гидрофосфат б/в, класс «ч.д.а.» 
(АО «ЛенРеактив», Россия); борная кислота, класс «х.ч.» 
(АО «ЛенРеактив», Россия).

Вспомогательные вещества для приготовления 
раствора плацебо были предоставлены производите-
лем таблеток.

Объектами анализа выступали препараты: таурин 
таблетки, покрытые пленочной оболочкой 250  мг и 
500  мг, отечественного производства с действующим 
сроком годности.

В качестве стандартного образца использовал-
ся таурин, субстанция-порошок, содержание таурина 
99,3 %, Россия, серия XP19053171, годен до 07.05.2022.

Дериватизатором выступал 4-толуосульфонил- 
хлорид, субстанция-порошок, содержание 4-толуо-
сульфонилхлорида 99,9 % (ООО «МНПК «Биотики», 
Россия, серия S7240326, годен до 10.10.2023).

Среды растворения готовили согласно Фармако-
пее Евразийского экономического союза. В качестве 
среды контроля качества (КК) выступала вода очи-
щенная. Все полученные среды растворения фильтро-
вали с помощью системы вакуумной фильтрации жид-
костей и дегазировали с помощью вакуумного насоса.

Оборудование

Тест сравнительной кинетики растворения про-
водили на приборе для теста «Растворение» DT 126 
Light (ERWEKA GmbH, Германия).

Рисунок 1. Структурная формула таурина

Figure 1. Structural formula of taurine
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Хроматографическое разделение и детектирова-
ние проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Nexera-i LC-2040 (Shimadzu Corporation, 
Япония), оснащенном термостатом колонок и образ-
цов, дегазатором, автосамплером и ультрафиолето-
вым детектором. Использовали колонку Shim-pack 
Velox C18 5 μm 4.6 × 150 мм (Shimadzu Corporation, 
Япония) и предколонку Shim-pack Velox C18 EXP 
Guard Column Cartridge 5 μm 4.6 × 5 мм (Shimadzu 
Corporation, Япония). 

Обработку первичных данных проводили при по-
мощи программного обеспечения LabSolutions Single 
LC (Shimadzu Corporation, Япония). 

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

Хроматографическая колонка: Shim-pack Velox 
C18 5 μm 4.6 × 150 мм (Shimadzu Corporation, Япония)

Предколонка: Shim-pack Velox C18 EXP Guard Co- 
lumn Cartridge 5  μm 4.6 × 5 мм (Shimadzu Corporation, 
Япония). 

Температура термостата: 40 °C.
Подвижная фаза: буферный раствор рН 5,5 (элю-

ент А); ацетонитрил (элюент В).
Скорость потока подвижной фазы: 1,0 мл/мин.
Градиент состава подвижной среды представлен 

на рисунке 3.
Объем вводимой пробы: 5 мкл.
Время удерживания деривата таурина: 3,3 мин.

Время регистрации хроматограммы: 7 минут.
Детектирование: УФ-детектор с длиной волны 

поглощения 254 ± 2 нм

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Пробоподготовка

В качестве потенциальных дериватизаторов рас- 
сматривались вещества, взаимодействующие с ами-
нокислотами с образованием хромофорсодержа-
щих продуктов. К их числу относятся 4-толуолсуль-
фонилхлорид, о-фталевый альдегид и нингидрин 

(рисунок 4). Применение о-фталевого альдегида тре-
бует наличия в качестве реагентов также 3-меркапто-
пропионовой кислоты и дорогостоящего флуоренил-
метоксикарбонилхлорида [5]. Ключевым минусом 
использования в качестве дериватизатора нингидри-
на является длительность протекания процесса. К то-
му же данную реакцию проводят при нагревании  [6]. 
В данном исследовании дериватизатором был вы-
бран 4-толуолсульфонилхлорид ввиду его высокой 
реакционной способности, низкой цены и способно-
сти образовывать устойчивые комплексы с молекулой 
таурина [7].

Для поддержания оптимального значения рН ис-
пользовался боратный буферный раствор с рН  9,0. 
Экспериментально было подтверждено, что данный 
буфер сохранял значение рН после добавления каж- 
дой из используемых сред растворения.

Рисунок 2. Схема дериватизации таурина 4-толуолсульфонилхлорид

Figure 2. Scheme of taurine derivatization with tosyl chloride

Рисунок 3. Градиент состава подвижной фазы 

Figure 3. Gradient of the composition of the mobile phase
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В качестве стоп-реактива была выбран 42,5%-й 
раствор ортофосфорной кислоты, для него подобран 
оптимальный объем, добавляемый к пробе [8]. Кон-
центрация раствора была выбрана таким образом,  
что смещение значения рН в кислую сторону до зна-
чения рН  2,0 происходило при добавлении в смесь: 
боратный буферный раствор – любая из используе-
мых сред растворения.

Были определены время и скорость центрифуги-
рования растворов после добавления боратного бу-
ферного раствора, после добавления дериватизатора,  
а также после добавления стоп-реактива [9].

Разработка хроматографической методики

Определения подлинности и количественного со-
держания осуществлялось метод высокоэффективной 
жидкостной хроматографии. 

Для детектирования исследуемого вещества при-
менялся ультрафиолетовый детектор с предваритель-
ным проведением предколоночной дериватизации, 
что позволило детектировать пики производного  
таурина за счет наличия хромофорных групп в строе-
нии дериватизатора.

В процессе разработки методики, исходя из фи-
зико-химических свойств определяемых веществ, бы-
ла выбрана хроматографическая колонка Shim-pack 
Velox C18 5 μm 150 × 4,6 мм (таблица 1). 

Условия хроматографического разделения бы-
ли подобраны экспериментально, опираясь на ста-
тьи  [10], затем доработаны под необходимые требо-
вания, из-за ряда особенностей: низкое разрешение 
между пиками дериватизатора и деривата из-за близ-
кого значения липофильности, сходные времена  
удерживания определяемого вещества с несорбиру-
емыми компонентами вспомогательных веществ ле-
карственной формы, а также низкая элиюрующая сила  
подвижной фазы в изократическом режиме, приво- 
дящая к постепенном накоплению вещества в хрома- 
тографической колонке, что негативно сказывалось  
на чувствительности и точности при рутинном анали- 
зе большого количества проб в рамках ТСКР.

Таблица 1. Физико-химические свойства 

Table 1. Physical and chemical properties

Свойства
Properties

Значения
Values

Растворимость в воде, мг/мл
Solubility in water, mg/ml

105

Log P (вода – октанол)
Log P (water – octanol)

–3,36 

рКа (наиболее выраженного кислотного центра)
pKa (the most pronounced acid center)

1,5

рКа (наиболее выраженного основного центра)
pKa (the most pronounced main center)

9,34

pl (изоэлектрическая точка в растворе)
pl (isoelectric point in solution)

5,12

Значение рН водного раствора таурина
The pH value of an aqueous solution of taurine

4,8–6,0

Валидация методики

Валидацию методики проводили согласно Реше-
нию Совета Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 г. № 85 «Об утверждении Правил про-
ведения исследований биоэквивалентности лекарст- 
венных препаратов в рамках Евразийского экономи-
ческого союза» приложение 7, раздел 2, пункт  20, ва-
лидация методик ТСКР по следующим параметрам: 
специфичность, линейность, правильность, точность 
и прецизионность, робастность, стабильность; а так-
же Решению Коллегии Евразийской экономической 
комиссии от 17  июля 2018 г. № 113 «Об утверждении  
Руководства по валидации аналитических методик 
проведения испытаний лекарственных средств».

Специфичность

Для оценки специфичности изучали модельные 
растворы, раствор плацебо, раствор дериватизато-
ра, раствор стоп-реактива, раствор АФИ таурина. Для  
каждой среды растворения были приготовлены пе-
речисленные растворы. 

Было установлено, что на хроматограммах раст- 
воров: плацебо, сред растворения, стоп-реактива, де-
риватизатора и их смеси, а также раствора стандарт-

Рисунок 4. Структурные формулы дериватизаторов.

А – 4-толуолсульфонилхлорид; Б – о-фталевый альдегид; В – нингидрин

Figure 4. Structural formulas of derivatizers.

А – 4-toluenesulfonyl chloride; B – o-phthalaldehyde; C – ninhydrin
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ного образца таурина отсутствуют пики со временем 
удерживания продукта дериватизации таурина, и как 
следствие – методика является специфичной. Полу-
ченные хроматограммы представлены в таблице 2.

Таблица 2. Вид хроматограмм стандартных образцов  
с указанием времени удерживания компонентов

Table 2. Type of chromatogram of standard samples indicating  
the retention time of components

 Образец
Sample

Хроматограмма
Chromatogramm

Раствор плацебо, дерива-
тизатора и стоп-реактива
Solution of placebo, deri-
vatizer and stop reagent

Раствор дериватизатора и 
стоп-реактива
Solution of derivatizer and 
stop reagent

Испытуемый раствор с 
добавлением дериватиза-
тора и стоп-реактива
Test solution with added 
derivatizer and stop rea-
gent

Линейность

Калибровочные и тестовые растворы готовили 
в трех средах растворения: 0,1 М раствор хлористо-
водородной кислоты с рН 1,2, ацетатный буферный  
раствор с рН 4,5, фосфатный буферный раствор с 
рН  6,8, а также в среде контроля качества – воде очи-
щенной, в трех повторностях для 9 калибровочных 
уровней, охватывающих диапазон для двух дозиро-
вок лекарственных препаратов на уровне 10, 20, 40, 
100 и 120 % от номинального содержания таурина в 
таблетке дозировкой 250 и 500 мг. 

В каждый раствор добавлялся боратный буфер-
ный раствор, образцы центрифугировали в тече-
ние 3  минут при скорости 3000 об/мин, затем вно-
сили дериватизатор в количестве, указанном в 
таблице  3. Через равные промежутки времени после 
добавления дериватизатора в каждый образец до-
бавлялся раствор стоп-реактива, чтобы остановить  
реакцию.

В ходе валидации было выполнено 4 аналити-
ческих цикла. В состав аналитического цикла вклю-
чались калибровочные растворы и исследуемые 
растворы. Для каждого была построена линейная за-
висимость (рисунок 5).

Расчет относительной погрешности (Е, %) про-
водили при помощи валидированного программно-
го обеспечения для работы на высокоэффективном 
жидкостном хроматографе Shimadzu LC-2040C Plus 
с УФ-детектором (Shimadzy OpenLab, Япония). Отно-
сительная погрешность (E, %) концентраций калиб- 
ровочных растворов должна укладываться в диапа-
зон от –15 до +15 % на нижнем уровне, в диапазон от  
–10 до +10 % – для остальных точек. Полученные дан-
ные представлены в таблице 4.

Таблица 3. Приготовление калибровочных растворов и тест-растворов таурина

Table 3. Preparation of calibration solutions and test solutions of taurine

Калибровочный уровень
Calibration level

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Vисх., мл
Vref., ml

1 2 4 8 10 12 16 20 24

Концентрация, мг/мл
Concentration, mg/ml

0,05 0,1 0,2 0,4 0,5 0,6 0,8 1 1,2

Концентрация, % от номинала дозировки 250 мг
Concentration, % of nominal dosage 250 mg

10 20 40 80 100 120 –

Концентрация, % от номинала дозировки 500 мг
Concentration, % of nominal dosage 500 mg

– 10 20 40 50 60 80 100 120

Объем боратного буферного раствора рН 9,0, мкл
Volume of borate buffer pH 9.0, µl

900

Объем модифицирующего раствора, мкл
Volume of modifying solution, µl

30

Оъем стоп-реагента, мкл
Stop reagent volume, µl

15

Масса плацебо, мг
Placebo weight, mg

10 – 20 10/20 10 – 20

№ тест раствора
№ test solution

1 – 2 3/4 5 – 6
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Дополнительно были рассчитаны концентрации 
таурина в калибровочных растворах при помощи 
таблиц Excel, построены уравнения линейных зави-
симостей площадей пика таурина от концентрации 
его растворов, определены значения коэффициен-
тов корреляции этих зависимостей, тангенса угла  
наклона градуировочной кривой, длина отрезка по 
оси y, а также отклонения рассчитанных по урав-
нениям значений концентраций от введенных в 
эти растворы, проведенные расчеты приведены в 
таблице 5. 

Для всех изученных циклов линейность методи-
ки является удовлетворительной, так как величина 
коэффициента корреляции полученных зависимо-
стей больше 0,99, а рассчитанные по уравнениям ко-
личества таурина отличаются от введенных менее, 
чем на 10 % (менее, чем на 15 % для нижнего предела 
линейности). 

Точность и прецизионность

Точность методики оценивали по результатам 
анализа тест-растворов, содержащих определенные 
(введенные) количества таурина и плацебо препарата.

В каждый тест-раствор добавляли одинаковое 
количество плацебо, в расчете на номинальную кон-
центрацию таурина в 1 таблетке. Плацебо табле-
ток готовили в соответствии с составом препара-
та, растирая смесь вспомогательных компонентов в 
указанном в таблице 6 соотношении в фарфоровой 
ступке.

Готовили по три серии тест-растворов для каждой 
дозировки, последовательно используя в качестве 
растворителя одну из 4 сред растворения. 

Анализ валидационных образцов проводили в 
рамках 4 последовательностей по 6 образцов для 
каждого уровня. Точность и прецизионность были 
оценены внутри цикла (последовательность 1) и меж-
ду двумя циклами (последовательности 1 и 2). Для  
полученных значений концентраций были рассчита-
ны величины относительного стандартного отклоне-

Таблица 4. Калибровочные растворы для оценки линейности

Table 4. Calibration solutions for linearity estimation
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 4

,5

рН
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1 10 – 0,05 0,049 0,045 0,047 0,05 –2,7 –9,7 –5,7 –0,2
Не более 15 %

No more than 15 %
2 20 10 0,1 0,10 0,10 0,10 0,10 –2,8 0,3 3,6 –4,1

Не более 10 %
No more than 10 %

3 40 20 0,2 0,20 0,21 0,20 0,20 1 2,9 1,6 –4,8
4 80 40 0,4 0,42 0,41 0,41 0,41 4,7 2 2,7 3,4
5 100 – 0,5 0,48 0,51 0,52 0,51 –4,8 2 4,1 1,7
6 120 – 0,6 0,62 0,58 0,56 0,57 4 –3,6 –0,5 –4,5
7 – 80 0,8 0,79 0,82 0,78 0,83 –1,1 2,3 –2,9 3,3
8 – 100 1 0,98 0,96 0,98 1,02 –3,3 –4,1 –2 1,7

9 – 120 1,2 1,23 1,23 1,22 1,18 2,1 2,1 1,8 –2
Не более 15 %

No more than 15 %

Примечание. E, % – относительная ошибка определения. E, % – relative error of determination.

Note. E, % – relative error of determination. E, % – relative error of determination.

Рисунок 5. Калибровочный график зависимости отношения 
площади пика таурина к концентрации

Figure 5. Calibration graph of the ratio of the area of the taurine 
peak to the concentration
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ния (RSD, %) и средний процент открываемости мето-
дики (Zср., %), приведенные в таблице 7.

Полученные результаты позволяют судить, что 
прецизионность и точность методики анализа удов-
летворительна, поскольку относительное стандарт-
ное отклонение для каждой из изученных концентра-
ций таурина не превышает установленное значение 
4 %, а открываемость содержания деривата таурина 
не выходит за пределы интервала 98,0–102,0 %.

Робастность

Робастность аналитической методики оценива-
ется путем сравнения растворов известной концент- 
рации, проанализированных при преднамеренном 
малом изменении трех разных параметров анали-
за. В таблице 8 представлен расчет влияния коле-
бания таких параметров, как: скорость потока, тем-
пература колоночного термостата и длина волны 
УФ-детектора.

Таблица 5. Оценка линейности

Table 5. Linearity estimation
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Среднее значение
Average value

0,9987 96121 5377 y = 96121x + 5377

Калибровочная кривая № 1
Calibration curve № 1

0,9986 95557 5595 y = 95557x + 5595

Калибровочная кривая № 2
Calibration curve № 2

0,9985 96425 5107 y = 96425x + 5107

Калибровочная кривая № 3
Calibration curve № 3

0,9985 96380 5429 y = 96380x + 5429

рН 1,2

Среднее значение
Average value

0,9988 102339 –476 y = 102339x – 476

Калибровочная кривая № 1
Calibration curve № 1

0,9970 101448 –441 y = 101448x – 476

Калибровочная кривая № 2
Calibration curve № 2

0,9994 100992 –211 y = 100992x – 211

Калибровочная кривая № 3
Calibration curve № 3

0,9983 104577 –777 y = 102339x – 777

рН 4,5

Среднее значение
Average value

0,9997 89172 3946 y = 89172x + 3946

Калибровочная кривая № 1
Calibration curve № 1

0,9994 88570 4351 y = 88570x + 4351

Калибровочная кривая № 2
Calibration curve № 2

0,9998 89017 3868 y = 89017x + 3868

Калибровочная кривая № 3
Calibration curve № 3

0,9996 89931 3618 y = 89931x + 3618

рН 6,8

Среднее значение
Average value

0,9992 99698 4438 y = 99698x + 4438

Калибровочная кривая № 1
Calibration curve № 1

0,9989 99140 4483 y = 99140x + 4483

Калибровочная кривая № 2
Calibration curve № 2

0,9991 100008 4540 y = 100008x + 4540

Калибровочная кривая № 3
Calibration curve № 3

0,9994 99945 4291 y = 99945x + 4291
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Таблица 6. Состав таблеток таурина

Table 6. Composition of taurine tablets

Наименование компонента
Component name

Количество, мг
Quantity, mg
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Таурин
Taurine

250 500

Целлюлоза 
микрокристаллическая
Cellulose microcrystalline

23 46

Крахмал картофельный
Potato starch

18 36

Желатин
Gelatin

6 12

Кремния диоксид коллодный 
(аэросил)
Silicon dioxide colloidal (aerosil)

0,3 0,6

Кальция стеарат
calcium stearate

2,7 5,4

Итого, мг
Total, mg

300 600

Итого, мг плацебо
Total, mg placebo

50 100

Согласно результатам, робастность методики ана-
лиза удовлетворительна, поскольку относительное 
стандартное отклонение для каждого из изученных 
параметров не превышает установленное значение 
4 %. 

Стабильность

Стабильность растворов оценивали по измене-
нию концентраций анализируемых растворов (или 
соответствующих площадей пиков), используя для 
сравнения образцы 100 % уровня концентрации от 
номинала для дозировки 250 мг через 24 часа после  
их приготовления при комнатной температуре и при 
нагревании при 37  °С в сушильном шкафу, что моде- 
лирует условия термостатирования стаканов в тесте- 
ре растворения. Полученные результаты представле-
ны в таблице 9. 

Относительное стандартное отклонение для  
растворов не превышало 5 %. Согласно полученным  
результатам, тест-растворы стабильны в течение  
24  часов после их приготовления в условиях при ком-
натной температуре и при температуре 37  °С в су-
шильном шкафу, что имитирует нагревание в тестере 
растворения.

Таблица 7. Точность и прецизионность методики  
(inter-day, intra-day)

Table 7. Accuracy and precision of the methodology  
(inter-day, intra-day)

Вв
ед

ен
о 

м
г/

м
л

In
tr

od
uc

ed
 m

g/
m

l

Найдено (мг/мл), 
среднее значение

Found (mg/ml), 
mean Zср., %

Zav., %

RSD, %

in
te

r-
da

y

in
tr

a-
da

y

in
te

r-
da

y

in
tr

a-
da

y

Среда контроля качества (вода очищенная)
Quality control medium (purified water)

0,05 0,05 0,05 97,87 0,90 0,83

0,40 0,40 0,38 98,42 1,31 1,64

0,50 0,51 0,51 102,13 1,14 0,55

0,50 0,51 0,51 101,93 0,88 0,43

0,60 0,58 0,58 97,33 0,43 1,64

1,20 1,19 1,15 99,36 1,73 2,01

Раствор хлористоводородной кислоты рН 1,2
Hydrochloric acid solution pH 1.2

0,05 0,05 0,05 102,00 0,73 2,90

0,40 0,41 0,42 101,92 0,90 2,03

0,50 0,51 0,51 102,07 0,54 0,24

0,50 0,49 0,47 97,80 0,65 1,85

0,60 0,59 0,58 98,39 2,03 1,81

1,20 1,20 1,19 100,28 0,80 1,54

Ацетатный буферный раствор pH 4,5
Acetate buffer pH 4.5

0,05 0,05 0,05 100,00 0,91 0,15

0,40 0,41 0,39 101,92 2,10 3,53

0,50 0,52 0,50 103,73 2,14 1,34

0,50 0,53 0,49 104,27 2,23 1,05

0,60 0,61 0,59 102,50 1,31 1,57

1,20 1,21 1,20 100,83 1,94 0,98

Фосфатный буферный раствор pH 6,8
Phosphate buffer solution pH 6.8

0,05 0,05 0,05 96,67 1,18 2,01

0,40 0,39 0,38 96,92 1,31 1,60

0,50 0,49 0,50 97,40 1,78 1,97

0,50 0,49 0,49 96,93 1,00 1,22

0,60 0,60 0,59 100,28 0,79 0,73

1,20 1,20 1,20 100,11 0,94 0,30

Примечание. Zср., % – открываемость. RSD, % – относительное 
стандартное отклонение.

Note. Zav., % – openness. RSD, % – relative standard deviation.
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Таблица 8. Расчет робастности

Table 8. Calculation of robustness

Параметры анализа
Analysis parameters

Концентрация, мг/мл
Concentration, mg/ml

рН 1,2 рН 4,5 рН 6,8 КК

Скорость потока, мл/мин
Flow rate ml/min

0,9 0,511 0,518 0,509 0,510

1 0,501 0,503 0,507 0,502

1,1 0,507 0,502 0,509 0,501

RSD, % 0,99 1,77 0,23 0,98

Температура колоночного 
термостата, °C
Column oven temperature, °C

38 0,503 0,506 0,501 0,499

40 0,507 0,514 0,507 0,502

41 0,519 0,518 0,509 0,511

RSD, % 1,63 1,19 0,82 1,24

Длина волны детектора, нм
Detector wavelength, nm

253 0,511 0,510 0,502 0,502

254 0,507 0,503 0,501 0,506

255 0,506 0,502 0,507 0,501

RSD, % 0,52 0,86 0,64 0,53

Таблица 9. Расчет стабильности

Table 9. Stability calculation

Условия хранения
Storage terms

Концентрация, 
мг/мл

Concentration, 
mg/ml

RSD, %

Среда растворения вода очищенная (среда контроля качества)
Dissolution medium purified water (quality control medium)

Хранение при температуре 37 °C
Storage at 37 °C

0,515
0,4

0,515
Хранение при комнатной 
температуре
Storage at room temperature

0,504
0,6

0,505

Среда растворения 0,1 М хлористоводородная кислота рН 1,2
Dissolution medium 0.1 M hydrochloric acid pH 1.2

Хранение при температуре 37 °C
Storage at 37 °C

0,518
0,7

0,507
Хранение при комнатной 
температуре
Storage at room temperature

0,501
1,0

0,499

Среда растворения ацетатный буферный раствор рН 4,5
Dissolution medium Acetate buffer pH 4.5

Хранение при температуре 37 °C
Storage at 37 °C

0,493
2,2

0,499
Хранение при комнатной 
температуре
Storage at room temperature

0,501
1,6

0,504

Среда растворения фосфатный буферный раствор рН 6,8
Dissolution medium Phosphate buffer pH 6.8

Хранение при температуре 37 °C
Storage at 37 °C

0,501
2,2

0,507
Хранение при комнатной 
температуре
Storage at room temperature

0,489
1,4

0,49

Результаты валидации подтверждают пригодность 
методики для поставленных аналитических задач, а 
именно: проведение ТСКР в трех средах растворения: 
0,1 М раствор хлористоводородной кислоты с рН 1,2, 
ацетатный буферный раствор с рН 4,5, фосфатный бу-

ферный раствор с рН 6,8, а также в среде контроля ка-
чества – воде очищенной. Аналитический диапазон 
методики составил 0,05–1,2 мг/мл.

Применение разработанной методики

На основе разработанной методики был проведен 
ТСКР таблеток таурина дозировкой 250 и 500 мг. По-
лученные профили представлены на рисунках 6–9.

Рисунок 6. Усредненные профили растворения таурина в ле-
карственных средствах «Таурин, таблетки, 250 мг» и «Таурин, 
таблетки, 500 мг» в среде вода очищенная (среда контроля 
качества).

На графике отображены стандартные отклонения (SD) зна-
чений высвобождения ДВ в каждой временной точке. Синий 
цвет – дозировка 250 мг, красный цвет – дозировка 500 мг

Figure 6. Averaged profiles of Taurine dissolution in drug "Tau-
rine, tablets, 250 mg" and "Taurine, tablets, 500 mg" in purified 
water (quality control medium).

The graph displays the standard deviations (SD) of the DV release 
values at each time point. Blue color – dosage of 250 mg, red 
color – dosage of 500 mg

Рисунок 7. Усредненные профили растворения таурина в ле-
карственных средствах «Таурин, таблетки, 250 мг» и «Таурин, 
таблетки, 500 мг» в среде раствора хлористоводородной кис-
лоты рН 1,2.

На графике отображены стандартные отклонения (SD) зна-
чений высвобождения ДВ в каждой временной точке. Синий 
цвет – дозировка 250 мг, красный цвет – дозировка 500 мг

Figure 7. Averaged profiles of Taurine dissolution in drug "Taurine, 
tablets, 250 mg" and "Taurine, tablets, 500 mg" in the medium of 
hydrochloric acid solution pH 1,2.

The graph displays the standard deviations (SD) of the DV release 
values at each time point. Blue color – dosage of 250 mg, red 
color – dosage of 500 mg
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Во всех средах наблюдалось полное высвобожде-
ние у каждой дозировки (более 85 % к 45 минуте).  
Профили для дозировки 500 мг и 250 мг имели одина-
ковую форму.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подобраны оптимальные условия дериватизации 

таурина, разработана и валидирована методика ко-
личественного определения таурина методом ВЭЖХ-

УФ в рамках ТСКР в трех средах растворения: 0,1  М 
раствор хлористоводородной кислоты с рН 1,2, аце-
татный буферный раствор с рН 4,5, фосфатный бу-
ферный раствор с рН 6,8, а также в среде контроля 
качества – воде очищенной. При проведении вали-
дации разработанной методики установлено, что ва-
лидационные характеристики находятся в пределах 
критериев приемлемости в трех средах растворения: 
0,1  М раствор хлористоводородной кислоты с рН 1,2, 
ацетатный буферный раствор с рН 4,5, фосфатный бу- 
ферный раствор с рН 6,8, а также в среде контроля  
качества – воде очищенной. Аналитический диапа-
зон методики составил 0,05–1,2 мг/мл и позволяет  
применять разработанную методику для количест- 
венного определения в рамках ТСКР таблеток с до- 
зировкой 250 и 500 мг.

Методика была апробирована в рамках ТСКР в 
трёх средах растворения: 0,1 М раствор хлористо-
водородной кислоты с рН 1,2, ацетатный буферный  
раствор с рН 4,5, фосфатный буферный раствор с 
рН  6,8, а также в среде контроля качества – воде очи-
щенной, наблюдалось полное высвобождение у обеих 
дозировок (более 85 % к 30 минуте).
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Рисунок 8. Усредненные профили растворения таурина в ле-
карственных средствах «Таурин, таблетки, 250 мг» и «Таурин, 
таблетки, 500 мг» в среде ацетатного буферного раствора 
рН 4,5.
На графике отображены стандартные отклонения (SD) зна-
чений высвобождения ДВ в каждой временной точке. Синий 
цвет – дозировка 250 мг, красный цвет – дозировка 500 мг

Figure 8. Averaged profiles of Taurine dissolution in drug 
"Taurine, tablets, 250 mg" and "Taurine, tablets, 500 mg" in an 
acetate buffer solution pH 4.5.
The graph displays the standard deviations (SD) of the DV release 
values at each time point. Blue color – dosage of 250 mg, red 
color – dosage of 500 mg

Рисунок 9. Усредненные профили растворения таурина в ле-
карственных средствах «Таурин, таблетки, 250 мг» и «Таурин, 
таблетки, 500 мг» в среде фосфатного буферного раствора 
рН 6,8.
На графике отображены стандартные отклонения (SD) зна-
чений высвобождения ДВ в каждой временной точке. Синий 
цвет – дозировка 250 мг, красный цвет – дозировка 500 мг

Figure 9. Averaged profiles of Taurine dissolution in drug "Taurine, 
tablets, 250 mg" and "Taurine, tablets, 500 mg" in a medium of 
phosphate buffer solution pH 6.8.
The graph displays the standard deviations (SD) of the DV release 
values at each time point. Blue color – dosage of 250 mg, red 
color – dosage of 500 mg
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Резюме
Введение. Щавель приморский (Rumex maritimus L., Polygonaceae) используется как лекарственное и пищевое растение в странах Азии. 
Растение содержит биологически активные вещества (БАВ) различных классов: флавоноиды, дубильные вещества, антрахиноны и др. 
Извлечения из растения проявляют антибактериальную, антиоксидантную, противовоспалительную, вяжущую активность, обладают 
противодиабетическим потенциалом. Растение является однолетником, поэтому большая часть биологически активных веществ 
накапливается в надземных органах. Важной задачей является стандартизация сырья щ. приморского и разработка нормативной 
документации для его внедрения в медицинскую практику.
Цель. Провести фитохимический анализ надземной части щ. приморского.
Материалы и методы. Для получения извлечений использовали высушенную надземную часть щ. приморского, а также отдельные 
высушенные надземные органы (листья, цветки, плоды, стебли). Качественный анализ извлечений проводили с использованием метода 
обращенно-фазовой ВЭЖХ. Относительное содержание компонентов смеси вычисляли методом простой нормировки. Суммарное 
содержание свободных антрахинонов и антрагликозидов определяли спектрофотометрическим методом в пересчете на хризофановую 
кислоту после проведения кислотного гидролиза. Количественное определение танинов проводили титриметрическим методом.
Результаты и обсуждение. В надземной части щ. приморского впервые обнаружены флавоноиды изокверцетин, авикулярин. 
Доминирующим компонентом сырья является рутин. Среди антраценпроизводных преобладает хризофанол. Наиболее высокая 
концентрация антрахинонов (2,80 ± 0,04 %) обнаружена в цветках. Дубильные вещества накапливаются преимущественно в листьях 
(9,97 ± 0,02 %). Значительное количество дубильных веществ (6,60 ± 0,03 %) и антраценпроизводных (1,96 ± 0,03 %) содержится в траве.
Заключение. Фитохимический анализ надземной части щ. приморского показал присутствие значительного количества антрахинонов. В 
качестве сырья предлагается использовать траву щ. приморского в стадии цветения. Предлагается проводить стандартизацию сырья по 
антраценпроизводным в пересчете на хризофановую кислоту (не менее 1,5 %). 

Ключевые слова: антрахиноны, флавоноиды, дубильные вещества, спектрофотометрия, ВЭЖХ
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Abstract
Introduction. Golden dock (Rumex maritimus L., Polygonaceae) is used as a medicinal and food plant in Asian countries. The plant contains 
phytochemicals of various classes: flavonoids, tannins, anthraquinones etc. Plant extracts exhibit antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory, 
astringent activity, and have antidiabetic potential. The plant is annual, and most of the biologically active substances accumulate in its 
aboveground organs. An important problem is the standardization of Rumex maritimus and the development of regulatory documentation for 
its the introduction to medical practice.
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Aim. To conduct phytochemical analysis of the aerial part of golden dock.
Materials and methods. Air-dried aerial part of Rumex maritimus collected at flowering and beginning of fruiting stage, as well as individual 
above-ground organs (leaves, flowers, fruits, stems), were used for obtaining the extracts. Qualitative analysis of the extracts was carried out 
using reverse phase HPLC. The relative content of the components in the mixture was calculated by the method of simple normalization. Total 
content of free anthraquinones and anthraglycosides in terms of chrysophanic acid was determined using spectrophotometric method after 
acid hydrolysis. Total tannin content was calculated by titrimetric method.
Results and discussion. Flavonoids isoquercetin and avicularin were first discovered in the aerial part of Rumex maritimus. The dominant 
component of the plant is rutin. Chrysophanol predominates among anthraquinones. The highest concentration of anthraquinones 
(2.80 ± 0.04 %) was found in flowers. Tannins accumulate mainly in leaves (9.97 ± 0.02 %). A significant amount of tannins (6.60 ± 0.03 %) and 
anthracene derivatives (1.96 ± 0.03 %) is contained in the whole aerial part.
Conclusion. Phytochemical analysis of the aerial part of Rumex maritimus showed the presence of a significant amount of anthraquinones. 
As a plant raw material it is proposed to use the herb of Rumex maritimus. Standardization is recommended for anthraquinones in terms of 
chrysophanic acid (at least 1.5 %).

Keywords: anthraquinones, flavonoids, saponins, tannins, spectrophotometry, gravimetry
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ВВЕДЕНИЕ
Щавель приморский (Rumex maritimus L.) – это 

прямостоячее травянистое растение семейства гре-
чишные (Polygonaceae Juss.), достигающее в высоту 
от 10 см до 0,8–1,2 м [1]. Произрастает на территории  
европейской части России, Предкавказье, Западной и 
Восточной Сибири, на Дальнем Востоке (Приморский 
край, Камчатка, Амурская область) [1].

В настоящее время растение используется у на-
родов Юго-Восточной Азии в качестве вяжущего,  
антидиарейного, слабительного, ветрогонного сред-
ства и афродизиака [2–5]. Семена используют для  
лечения вздутия, болей в спине и пояснице [3, 4], а 
пасту из листьев прикладывают к ожогам и ранам, 
зудящим областям [5, 6].

Экспериментально установлено наличие у мета-
нольного экстракта щ. приморского вяжущих свойств, 
антибактериальной, антиоксидантной, нейрофарма- 
кологической [2–4, 7], противовоспалительной и 
анальгетической активности [8]. Этанольный экстракт 
всего растения обладает антидиабетическим потен-
циалом благодаря способности ингибировать обра-
зование конечных продуктов гликолиза [9].

Щ. приморский является однолетним растением, 
поэтому большая часть биологически активных ве-
ществ (БАВ) накапливаются в надземной части. Расте-
ние содержит флавоноиды (румарин, гиперин, рутин), 
дубильные вещества (ДВ), алкалоиды [2], антрахиноны 
(хризофанол, эмодин, фисцион), хромоны [3, 4].

Для внедрения растения в медицинскую практи-
ку одной из важных задач является разработка нор- 
мативной документации на сырье, для чего необхо-
димо провести качественный и количественный ана-

лиз надземных органов щ. приморского и установить  
группы БАВ, по которым следует вести стандарти- 
зацию.

Цель работы: провести фитохимический анализ 
надземной части щ. приморского.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования выступала как вся над-

земная часть (трава) в стадии цветения (июль 2021 г.), 
так и отдельные органы: листья, стебли, цветки, со-
бранные в период цветения (июль 2021 г.), плоды, 
собранные в период полного созревания (август  
2021  г.). Сырье собирали на территории Омской об-
ласти (Любинский р-н, берег р. Авлуха). Сушку сырья 
проводили воздушно-теневым способом.

Изучение химического состава проводили с ис-
пользованием метода обращенно-фазовой ВЭЖХ, для 
чего 2,0 г сырья помещали в круглодонную колбу,  
прибавляли 50 мл 80%-го этанола и нагревали на 
кипящей водяной бане в течение 40 мин. Получен-
ное извлечение фильтровали через бумажный фильтр 
в мерную колбу объемом 50 мл и доводили объем  
80%-м спиртом до метки.

Условия хроматографирования: прибор LC-20 
Prominence (Shimadzu, Япония) с диодно-матрич-
ным детектором; изократический режим; аналитиче-
ская колонка 4,6 × 200 мм, заполненная сорбентом 
PerfectSil Target ODS-3 HD с размером частиц 5  мкм; 
детектирование при длине волны 254 нм; темпера-
тура колонки – комнатная; скорость подвижной фа-
зы  – 0,5 мл/мин; объем вводимой пробы 20 мкл. В 
качестве подвижной фазы использовали смеси: аце- 
тонитрил – вода в соотношении 70 : 30 (для анализа  
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антрахинонов); ацетонитрил  – 5%-я уксусная кисло-
та в соотношении 20 : 80 (для анализа других феноль- 
ных соединений). 

Идентификацию соединений проводили с исполь-
зованием стандартных образцов Sigma Aldrich, США: 
хризофанол, чистота 98 %, годен до 02.2024; фисцион,  
чистота 98 %, годен до 09.2023; эмодин, чистота 97 %, 
годен до 09.2023; ванилиновая кислота, чистота 97 %, 
годен до 06.2026; 2-гидроксикоричная кислота, чи-
стота 97 %, годен до 08.2024; 3-гидроксикоричная 
кислота, чистота 99 %, годен до 04.2024; хлорогено-
вая кислота, чистота 95 %, годен до 02.2025; сирене-
вая кислота, чистота 95 %, годен до 02.2025; п-кума- 
ровая кислота, чистота 98 %, годен до 08.2023; фе-
руловая кислота, 99 %, годен до 07.2025; кверцетин, 
чистота 95 %, годен до 06.2026; авикулярин, чисто-
та 90 %, годен до 03.2025; ресвератрол, чистота 99 %, 
годен до 08.2025; катехин, чистота 99 %, годен до 
11.2023; Supelco Inc., США: кофейная кислота, чистота 
99,3 %, годен до 01.2025; изокверцетин, чистота 98 %, 
годен до 04.2024; галловая кислота, чистота 95 %, го-
ден до 11.2024; (-)-эпигаллокатехин галлат, чистота 
98 %, годен до 12.2023; Acros Organics B.V.B.A., Бель- 
гия: рутин, чистота 97 %, годен до 08.2025. Относи-
тельное содержание (%) компонентов смеси вычис-
ляли методом простой нормировки из соотношения 
площадей хроматографических пиков.

Количественное определение дубильных веществ 
методом перманганатометрического титрования в 
пересчете на танин в соответствии с указаниями ГФ 
XIV  изд., ОФС.1.5.3.0008.15 «Определение содержания 
дубильных веществ в лекарственном растительном 
сырье и лекарственных растительных препаратах». 

Для количественного определения суммы сво-
бодных и связанных в виде гликозидов антраценпро-
изводных использовали методику, приведенную  
в  [10], основанную на кислотном гидролизе антрагли-
козидов, извлечении суммы агликонов хлороформом 
и дальнейшей их реэкстракции щелочно-аммиачным 
раствором.

Количество БАВ в органах растения рассчитыва-
ли в процентах (%) в пересчете на абсолютно сухое  
сырье. Статистическую обработку результатов коли-
чественного определения проводили в соответствии  
с ОФС.1.1.0013.15 «Статистическая обработка резуль-
татов химического эксперимента». Каждый экспери-
мент проводили пять раз.

Для полученных данных определяли следующие 
метрологические характеристики: минимальное зна-
чение (xmin), максимальное значение (xmax), диспер-
сия (S2), стандартное отклонение (S), относительное 
стандартное отклонение (RSD), относительная ошиб-
ка среднего. Результаты описывались как среднее ±  
стандартное отклонение.

Для сравнения концентраций БАВ в различных 
органах использовали t-критерий для независимых 
выборок. Уровень значимости был установлен при  
p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Методом ВЭЖХ установлено, что доминирующим 

БАВ надземной части щ. приморского является ру-
тин, содержание которого в пробе составляет 28,15 % 
(рисунок 1, таблица 1).

Среди антрахинонов преобладающим компо-
нентом является хризофанол, относительное содер-
жание которого в пробе составило 8,0 % (рисунок 2, 
таблица 1).

Качественный анализ фракций этанольного из-
влечения из надземной части щ. приморского изу-
чался нами ранее [11]. Кроме перечисленных выше 

Рисунок 1. ВЭЖХ-хроматограмма спиртового извлечения 
из надземной части щавеля приморского (подвижная фаза:  
20 % ацетонитрил – 80 % уксусная кислота 5%-я). 

1 – галловая кислота; 2 – рутин; 3 – изокверцетин; 4 – авикуля-
рин; 5 – кверцетин

Figure 1. HPLC-chromatogram of the extract from the aerial part 
of Rumex maritimes (mobile phase: 20 % acetonitrile – 80 % acetic 
acid 5 %). 

1 – Gallic acid; 2 – rutin; 3 – isoquercetin; 4 – avicularin; 5  –  
quercetin

Рисунок 2. ВЭЖХ-хроматограмма спиртового извлечения 
из надземной части щавеля приморского (подвижная фаза:  
70 % ацетонитрил – 30 % вода). 

1 – эмодин; 2 – хризофанол; 3 – фисцион

Figure 2. HPLC-chromatogram of the extract from the aerial 
part of Rumex maritimus (mobile phase: 70 % acetonitrile –  
30 % water). 

1 – emodin; 2 – chrysophanol; 3 – physcion
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соединений, в сырье были обнаружены катехины (ка- 
техин, эпигаллокатехин-3-галлат, эпикатехин-3-гал-
лат), фенолокислоты (сиреневая, п-кумаровая, феру- 
ловая, кофейная), стильбены (ресвератрол).

Таблица 1. ВЭЖХ-анализ спиртового извлечения  
из надземной части щавеля приморского

Table 1. HPLC-analysis of the extract from the aerial part  
of Rumex maritimis 
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Флавоноиды, фенолокислоты
Flavonoids, phenolic acids

1
Галловая кислота
Gallic acid

4,09 239, 279 24,7

2
Рутин
Rutin

7,29 254, 354 28,15

3
Изокверцетин
Isoquercetin

10,25 255, 263, 352 11,31

4
Авикулярин
Avicularin

12,90 239, 265, 341 2,82

5
Кверцетин
Quercetin

47,15 253, 368 4,61

Антрахиноны
Anthraquinones

1
Эмодин
Emodin

9,23
253, 265, 288, 

439
4,96

2
Хризофанол
Chrysophanol

21,18
256, 277, 287, 

429
7,99

3
Фисцион
Physcion

27,36
253, 266, 285, 

429
3,29

По результатам спектрофотометрического опре-
деления (таблица 2) установлено, что большое ко-
личество антраценпроизводных содержится в траве 
(1,96 ± 0,03 %) щ. приморского, что сопоставимо с сы-
рьем сенны, в котором согласно ФС.2.5.0038.15 долж-
но содержаться не менее 1,35 % суммы агликонов 
антраценового ряда в пересчете на хризофановую 
кислоту. Наивысшая концентрация антраценпроиз- 
водных обнаружена в цветках (2,80 ± 0,04 %). Анти-
бактериальная активность щ. приморского может 
быть обусловлена именно наличием антрахинонов 
в высоких концентрациях. Кроме того, извлечения и  
индивидуальные антрахиноны, полученные из данно-
го растения, могут быть перспективны в терапии ра-
ковых, воспалительных, грибковых, вирусных (в том 
числе коронавирусной инфекции) и других заболева-
ний [12, 13].

В таблице 3 представлены результаты количест- 
венного определения дубильных веществ. Дубиль-
ные вещества широко распространены в растениях  
в диапазоне от 5 до 10 % сухой массы растительно-
го сырья [14] и накапливаются в коре, стеблях, пло-
дах и семенах, корнях, бутонах и листьях [15]. В траве 
щ.  приморского нами обнаружено достаточно высо-
кое содержание дубильных веществ (6,60 ± 0,03 %), 
что может объяснить антидиарейное действие из-
влечений из этого сырья. Наибольшее количество ду-
бильных веществ обнаружено в листьях (9,97 ± 0,02 %).

Таблица 2. Количественное содержание  
антраценпроизводных в пересчете  
на хризофановую кислоту в надземных органах  
щавеля приморского

Table 2. Total content of anthraquinones in terms  
of chrysophanic acid in the aerial organs of Rumex maritimus
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Трава
Aerial part

1,96

xmin = 1,94
xmax = 1,99
S2 = 0,0006

S = 0,03

1,28 1,45

Листья
Leaves

0,99

xmin = 0,96
xmax = 1,00
S2 = 0,0004

S = 0,02

2,12 1,20

Цветки
Flowers

2,80

xmin = 2,77
xmax = 2,84
S2 = 0,0012

S = 0,04

1,25 2,03

Плоды
Fruits

1,55

xmin = 1,52
xmax = 1,57
S2 = 0,0006

S = 0,03

1,63 1,45

Стебли
Stems

0,67

xmin = 0,65
xmax = 0,69
S2 = 0,0004

S = 0,02

2,99 1,15

Проведенные исследования показывают, что над-
земную часть щ. приморского целесообразно рас-
сматривать в качестве источника антраценпроизво-
дных и дубильных веществ. Предлагается проводить 
стандартизацию сырья по антраценпроизводным в  
пересчете на хризофановую кислоту (не менее 1,5 %).

В связи с тем, что большое количество антрахи-
нонов накапливается в цветках, заготавливать сырье 
рекомендуется в стадию цветения. При этом исполь-
зовать в качестве сырья цветки нецелесообразно, так 
как их удельная доля в общей массе надземной части 
составляет менее 3 %.
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Стебли исследуемого растения не накапливают 
значительных количеств БАВ, поэтому на стадии сбо-
ра сырья предлагается освобождать надземную часть 
от крупных стеблей.

Количественное определение доминирующих ком- 
понентов (флавоноиды) не проводилось в связи с тем, 
что в настоящее время отсутствует методика опреде-
ления флавоноидов в данном сырье. 

Таблица 3. Количественное содержание  
дубильных веществ в пересчете на танин  
в надземных органах щавеля приморского

Table 3. Total content of tannins in terms of tannic acid  
in the aerial organs of Rumex maritimus
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Трава
Aerial part

6,60

xmin = 6,58
xmax = 6,64
S2 = 0,0012

S = 0,03

0,52 2,00

Листья
Leaves

9,97

xmin = 9,96
xmax = 9,99
S2 = 0,0002

S = 0,02

0,15 0,88

Цветки
Flowers

7,10

xmin = 7,07
xmax = 7,13
S2 = 0,0009

S = 0,03

0,42 1,73

Плоды
Fruits

5,19

xmin = 5,14
xmax = 5,23
S2 = 0,002

S = 0,05

0,87 2,60

Стебли
Stems

0,71

xmin = 0,69
xmax = 0,72
S2 = 0,0003

S = 0,02

2,44 1,00

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований в спир-
товом извлечении из надземной части щ. приморско-
го впервые обнаружены флавоноиды изокверцетин, 
авикулярин. Установлено, что доминирующим ком-
понентом сырья является рутин. Для количественно-
го определения флавоноидов (в пересчете на рутин) 
в сырье необходимо предварительно разработать 
методику.

В траве щ. приморского обнаружено домини-
рующее присутствие антраценпроизводных (1,96 ± 
0,03 %), дубильных веществ (6,60 ± 0,03 %). Таким об-
разом, надземная часть щ. приморского (трава) может 
служить источником этих групп БАВ.

На основании проведенных исследований пред-
лагается в качестве сырья использовать траву в ста-
дии цветения. Стандартизацию сырья предлагает-
ся проводить по антраценпроизводным в пересчете 
на хризофановую кислоту. Полученные данные бу-
дут использованы для разработки нормативной до-
кументации «Щавеля приморского трава (Rumicis 
maritimi herba)». 
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Резюме
Введение. Растровая электронная микроскопия – современный метод, позволяющий изучить не только морфологические особенности 
объектов, но и провести микрорентгеноструктурный анализ. В настоящее время метод активно внедряется в изучение биологических 
объектов (включая растительные). Облепихи крушиновидной (Hippophaë rhamnoides L.) листья являются нефармакопейным видом 
лекарственного растительного сырья. Дальнейшее изучение особенностей морфологии, анатомии и фитохимического состава 
листьев может способствовать получению новых, в том числе и комбинированных, лекарственных средств, что потребует разработки 
фармакопейной статьи на данное лекарственное растительное сырье. 
Цель. Целью исследования являлось изучение морфолого-анатомических признаков облепихи крушиновидной листьев методом 
растровой электронной микроскопии. 
Материалы и методы. Объектом исследования служили высушенные цельные листья облепихи крушиновидной (Hippophaë 
rhamnoides  L.), собранные в Воронежской области в 2021 году в период массовой зрелости плодов. Для проведения исследования 
методом растровой электронной микроскопии кусочки листьев предварительно напыляли золотом на автоматической напылительной 
установке Q150R ES (Quorum Technologies Ltd., Великобритания) для повышения проводимости. Микрофотографии получены на 
электронном микроскопе JSM-6510LV (JEOL Ltd., Япония). 
Результаты и их обсуждение. Проведено изучение морфологии, некоторых особенностей анатомического строения облепихи 
крушиновидной листьев и уточнены основные микродиагностические признаки (характер поверхности, типы трихом, наличие устьиц). 
Установлено содержание элементов (кремния, калия, алюминия, углерода и кальция) при проведении микрорентгеноструктурного 
анализа. Получены микрофотографии пыльцевых зерен растения, установлено присутствие в них элемента железа. 
Заключение. Впервые использован метод растровой электронной микроскопии для изучения морфолого-анатомических признаков 
облепихи крушиновидной листьев. Уточнены основные диагностические признаки листьев и их расположение. Установлено, что в 
составе элементов сырья преобладает углерод, а также накапливается кальций. Предположено накопление алюминия, кремния и калия в 
многочисленных волосках, густо покрывающих верхнюю, и особенно нижнюю, поверхности листовой пластинки. Установлена морфология 
поверхности пыльцевых зерен облепихи крушиновидной, имеющих шарообразную форму с шиповатой оболочкой. Для пыльцевых зерен, 
кроме углерода, характерно накопление железа и кремния.

Ключевые слова: облепиха крушиновидная, Hippophaë rhamnoides L., растровая электронная микроскопия, морфология поверхности 
листа, идентификация, микрорентгенструктурный анализ, элементный анализ

Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи.

Вклад авторов. Н. А. Ковалёва осуществляла заготовку и сушку образцов сырья, совместно с сотрудниками ЦКП ФГБОУ ВО «Воронежский 
государственный университет», проводила пробоподготовку к проведению анализа, им проведены исследования морфологических 
признаков листьев облепихи крушиновидной с применением растрового электронного микроскопа и программного обеспечения, а также 
обозначены все рисунки, отражающие основные результаты работы. Совместно с О. В. Тринеевой написала текст статьи. О. В. Тринеева 
консультировала по полученным результатам, писала заключение и обсуждение результатов. 

Для цитирования: Ковалёва Н. А., Тринеева О. В. Применение растровой электронной микроскопии для изучения морфолого-
анатомических признаков облепихи крушиновидной листьев. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2023;12(2):79–86. https://
doi.org/10.33380/2305-2066-2023-12-2-79-86

Application of Scanning Electron Microscopy  
to Study Morphological and Anatomical Features  
of Sea Buckthorn Leaves
Natalia A. Kovaleva, Olga V. Trineeva

Voronezh State University, 1, Universitetskaya sq., Voronezh, 394006, Russia

 Corresponding author: Olga V. Trineeva. E-mail: trineevaov@mail.ru

ORCID: Natalia A. Kovaleva – https://orcid.org/0000-0002-3507-5665; Olga V. Trineeva – https://orcid.org/0000-0002-1421-5067.

Received: 14.03.2022             Revised: 27.03.2023             Published: 25.05.2023

© Ковалёва Н. А., Тринеева О. В., 2023
© Kovaleva N. A., Trineeva O. V., 2023

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2023-12-2-79-86&domain=pdf&date_stamp=2023-05-25


80 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 2

Abstract
Introduction. Scanning electron microscopy is a modern method that allows us to study not only the morphological features of objects, but 
also to conduct micro-X-ray structural analysis. Currently, the method is being actively introduced into the study of biological objects (including 
plant ones). Sea buckthorn (Hippophaë rhamnoides L.) leaves are a non-pharmacopoeial type of medicinal plant raw materials. Further study of 
the morphology, anatomy and phytochemical composition of leaves can contribute to the production of new, including combined, medicines, 
which will require the development of a pharmacopoeia article for this medicinal plant raw material.
Aim. The aim of the study was to study the morphological and anatomical features of sea buckthorn leaves by scanning electron microscopy.
Materials and methods. The object of the study was dried whole leaves of sea buckthorn (Hippophaë rhamnoides L.), collected in the Voronezh 
region in 2021 during the period of mass fruit maturity. To carry out the study by scanning electron microscopy, pieces of leaves were previously 
sprayed with gold on an automatic spraying unit Q150R ES (Quorum Technologies Ltd., United Kingdom) to increase conductivity. Micrographs 
were obtained using an electron microscope JSM-6510LV (JEOL Ltd., Japan).
Results and their discussion. The morphology and some features of the anatomical structure of sea buckthorn leaves were studied and the 
main microdiagnostic signs (surface character, types of trichomes, the presence of stomata) were clarified. The content of elements (silicon, 
potassium, aluminum, carbon and calcium) was determined during the microrentgenostructural analysis. Micrographs of pollen grains of the 
plant were obtained, the presence of the element iron in them was established.
Conclusion. For the first time, the method of scanning electron microscopy was used to study the morphological and anatomical features 
of sea buckthorn leaves. The main diagnostic signs of leaves and their location have been clarified. It has been established that carbon 
predominates in the composition of the raw material elements, and calcium also accumulates. The accumulation of aluminum, silicon and 
potassium in numerous hairs densely covering the upper, and especially the lower, surfaces of the leaf blade is assumed. The morphology of the 
surface of pollen grains of sea buckthorn, having a spherical shape with a spiny shell, has been established. Pollen grains, in addition to carbon, 
are characterized by the accumulation of iron and silicon.

Keywords: sea buckthorn, Hippophaë rhamnoides L., scanning electron microscopy, morphology of the leaf surface, identification, 
microrentgenstructural analysis, elemental analysis
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ВВЕДЕНИЕ
Растровая электронная микроскопия (РЭМ) – со-

временный оптический метод исследования мате-
риалов и структур. В настоящее время метод позво- 
ляет получить не только изображения высокого раз-
решения, но и провести рентгеноспектральный мик- 
роанализ [1]. 

Пробоподготовка биологических образцов (вклю- 
чая растительные объекты) включает в себя вакуум-
ное напыление благородных металлов (золото, се-
ребро, платина) на их поверхность для придания 
электропроводности, так как объекты органической 
природы состоят из элементов с низким молекуляр-
ным весом и, следовательно, характеризуются малы-
ми значениями данного показателя [2]. После про-
ведения подобной пробоподготовки строение 
образцов растительного происхождения возможно 
анализировать методом РЭМ.

Еще одним методом пробоподготовки биологи-
ческих объектов является сушка в критической точ-
ке (универсальный метод). РЭМ проводится в режиме  
высокого вакуума, что позволяет получать изображе-
ния с полной визуализацией всех элементов изуча- 
емого объекта и особенностей их строения [3].

В частности, благодаря методу РЭМ можно изу-
чить морфологию поверхности различных объектов  
и получить данные о составе их элементов. Несмот- 
ря на пока ограниченное применение данного мето-
да в медицине и фармации, заключающегося в оценке 
строения поверхности технологических полупродук-
тов (микрокапсул, наночастиц и твердых дисперсий) 
при создании различных лекарственных форм, РЭМ 
активно начинает использоваться в анализе морфо- 
логии поверхности растительных объектов. При-
мером может служить РЭМ поверхности различных  
морфологических органов травы рода горцев (Persi- 
caria Mill.) и листьев представителей рода вишни (Pru- 
nus  L.)  [4, 5]. Известно также применение метода в  
изучении морфологии микрокапсул с винпоцетином [6].

В медицине РЭМ применяется в изучении измене-
ния клеток органов и биологических жидкостей при 
различных видах воспалений и инфекций (патологии 
суставов, травматическое инфицирование), эритро- 
цитов крови при различных патологиях, а также в  
исследованиях в области стоматологии [7–14]. 

В настоящее время облепихи крушиновидной 
(Hippophaë rhamnoides L.) листья являются нефарма-
копейным видом лекарственного растительного сы-
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рья (ЛРС). Однако, на основе их полифенольного  
комплекса разработан и зарегистрирован лекарст- 
венный растительный препарат «Гипорамин», что, 
конечно же, не реализует в полной мере потенциал  
листьев, являющихся зачастую отходом при заготов-
ке плодов. Иностранные ученые (особенно из Ин-
дии, где облепиха крушиновидная имеет обширный 
ареал распространения) занимаются исследования-
ми экстрактов из листьев более активно на предмет  
выявления различных видов фармакологической  
активности. В частности, доказаны антиоксидантные, 
иммуномодулирующие, противовирусные, противо- 
грибковые, гипогликемические и антипролифера-
тивные свойства на модели экспериментального арт- 
рита  [15–30]. Дальнейшее изучение особенностей 
морфологии, анатомии и фитохимического соста-
ва листьев может способствовать получению новых,  
в том числе и комбинированных, лекарственных 
средств, что потребует разработки фармакопейной 
статьи (ФС) на данное ЛРС, и также обусловливает 
актуальность проводимых нами исследований. Ис-
пользование РЭМ в изучении микродиагностических 
признаков позволит, наряду с другими известны-
ми методами микроскопических исследований  [31], 
сформировать раздел ФС «Микроскопия».

Целью исследования являлось изучение мор-
фолого-анатомических признаков облепихи круши-
новидной листьев методом растровой электронной 
микроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили высушенные 

цельные листья облепихи крушиновидной (Hippophaë 
rhamnoides L.), собранные в Воронежской области в 
2021  году в период массовой зрелости плодов. Сырье 
было высушено методом воздушно-теневой сушки.

Для проведения исследования методом РЭМ ку-
сочки листьев предварительно напыляли золотом на 
автоматической напылительной установке Q150R ES 
(Quorum Technologies Ltd., Великобритания) для по-
вышения проводимости. Микрофотографии полу-
чены на электронном микроскопе JSM-6510LV (JEOL 
Ltd., Япония). Обработка результатов проведена при 
помощи программного обеспечения ESPRIT  1.9. Ис-
следования проведены в ЦКП научным оборудо-
ванием ФГБОУ  ВО «Воронежский государственный 
университет».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получены микрофотографии, отражающие ос-

новные диагностические признаки верхней и нижней 
поверхностей листовой пластины. В процессе суш-
ки на листе образовались складки, которые помеша-
ли визуализации некоторых микродиагностических 
признаков. 

Лист сверху рыхло покрыт щитковидными и щит-
ковидно-звездчатыми волосками. Часть трихом имеют 

воронковидное углубляющееся основание, а часть  – 
пикообразное, выступающее над поверхностью (ри-
сунок 1, A, Б). Щитковидно-звездчатые волоски имеют  
лучи различной длины. Клетки многоугольные, с  
утолщенными стенками (рисунок 1, A). Край листовой 
пластины завернут книзу (рисунок 1, Е). Центральная 
жилка погруженная, покрыта звездчатыми трихомами 
с длинными, переплетающимися между собой луча-
ми (рисунки 1, В, Г). Визуализируются округлые пыль-
цевые зерна растения с шиповатой поверхностью (ри-
сунок 1, Д). Сохранение пыльцы на листьях связано 
с тем, что облепиха – ветроопыляемый двудомный  
кустарник и мужские и женские деревья могут нахо-
диться на достаточно далеком расстоянии друг от  
друга. При попадании пыльцы на лист, она задер-
живается лучами звездчатых волосков, что является  
приспособлением к размножению. Устьица на верх-
ней стороне отсутствуют.

Нижняя поверхность листовой пластины, вклю-
чая выступающую центральную жилку (рисунок 2, A), 
плотно покрыта щитковидно-звездчатыми и щит-
ковидными трихомами (рисунок 2, Б). Звездчатые 
трихомы встречаются реже, в основном по жилке. 
Сплошное покрытие поверхности листа волосками 
затрудняет визуализацию других диагностических 
признаков (формы клеток, наличие устьиц и их тип). 
При снятии верхнего слоя трихом (рисунок 2, В)  
определяется сетчатое жилкование листовой пласти- 
ны. Частицы поврежденных волосков и клеток не  
позволяют идентифицировать тип устьичного аппа-
рата, но сами устьица отчетливо визуализируются 
(рисунок 2, Г). 

В работе также проведен микрорентгенструк-
турный анализ и получены рентгеновские спектры 
(рисунок  3). В результате методом РЭМ установле-
но наличие некоторых элементов, содержащихся во 
фрагменте листовой пластины, пыльцевом зерне, а 
также фрагменте листа после удаления слоя волосков. 
Полученные данные представлены в таблице 1.

Таблица 1. Содержание элементов в листе  
облепихи крушиновидной

Table 1. The content of elements in the Sea buckthorn leaf
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С 78,8 91,7 68,7 88,0 93,0 97,5
Al 1,3 0,7 – – – –
Si 4,5 2,3 – – 3,4 1,5
K 1,5 0,5 – – – –

Ca 13,9 4,9 31,3 12,0 2,2 0,7
Fe – – – – 1,3 0,3
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Рисунок 1. Микрофотографии верхней поверхности листа, полученные методом РЭМ.

А × 100, Б × 350 – щитковидные волоски; В × 300 – звездчатый волосок; Г × 100 – центральная жилка; Д × 3500 – пыльцевое зерно; 
Е × 200 – край листовой пластины; Ж × 180 – щитковидно-звездчатый волосок

Figure 1. Micrographs of the upper surface of the leaf obtained by the SEM method. 

A × 100, B × 350 – corymbose hairs; C × 300 – stellate hair; D × 100 – central vein; E × 3500 – pollen grain; F × 200 – edge of the leaf plate; 
G × 180 – corymbose-stellate hair
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Согласно полученным данным, наибольшую долю 
в составе элементов занимает углерод, что и следова- 
ло ожидать. Это связано с органической природой  
изучаемого объекта. Отмечено значительное содер-
жание кальция. Отсутствие алюминия, кремния и ка- 
лия во фрагменте листа, очищенном от трихом, мо-
жет свидетельствовать о накоплении данных элемен-
тов именно в волосках. При анализе пыльцы, кроме 
преобладающего содержания углерода, отмечается 
накопление кремния и кальция, а также железа, что 
объясняется защитной функцией прочной шипова-
той оболочки пыльцевого зерна.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, нами впервые использован метод 

РЭМ для изучения морфолого-анатомических при-
знаков облепихи крушиновидной листьев. Уточне-
ны основные диагностические признаки листьев и 
их расположение. Установлено, что в составе элемен-
тов сырья преобладает углерод, а также накаплива-
ется кальций. Предположено накопление алюминия, 

кремния и калия в многочисленных волосках, густо 
покрывающих верхнюю, и особенно нижнюю, поверх-
ности листовой пластинки. Установлена морфология 
поверхности пыльцевых зерен облепихи крушино-
видной, имеющих шарообразную форму с шиповатой 
оболочкой. Для пыльцевых зерен, кроме углерода, 
характерно накопление железа и кремния.
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А – состав элементов пыльцевого зерна; Б – состав элементов листа, покрытого трихомами

Figure 3. X-ray spectra of a sea buckthorn leaf, obtained by scanning electron microscopy. 

A – composition of pollen grain elements; B – composition of leaf elements covered with trichomes
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Резюме
Введение. Белок резистентности рака молочной железы (BCRP) является эффлюксным мембранным транспортером, контролирующим 
фармакокинетику большого числа лекарственных средств. Его активность может изменяться на фоне приема ряда эндо- и экзогенных 
веществ, таким образом, делая его звеном межлекарственных взаимодействий.
Цель. Цель исследования – разработка методики тестирования лекарственных веществ на принадлежность к субстратам и ингибиторам 
BCRP in vitro.
Материалы и методы. Работа выполнена на клетках Сасо-2 гиперэкспрессирующих BCRP; культивирование проводили в трансвелл-
системе, состоящей из апикальной и базолатеральной камер. На дно апикальной камеры (полупроницаемая мембрана) высеивали 
клетки. Оценивался транспорт субстратов BCRP: метотрексата, митоксантрона и кверцетина в концентрациях 1–50 мкМ в направлении 
из базолатеральной камеры в апикальную (Papp b-a) и в обратном направлении (Papp a-b). Отношение Papp b-a / Papp a-b более «2» 
характеризует участие транспортера в переносе веществ. Для подтверждения участия BCRP в транспорте тест-субстратов эксперимент 
проводился с добавлением в камеры ингибитора транспортера – резерпина (50 мкМ). Концентрацию субстратов определяли методом 
ВЭЖХ-МС/МС.
Результаты и их обсуждение. При добавлении метотрексата (1 мкМ), митоксантрона (1 мкМ) и кверцетина (1−10 мкМ) в обе камеры 
их содержание в камере-реципиенте не детектировалось. При концентрации метотрексата 5 мкМ отношение Papp b-a / Papp  a-b 
составило 3,38 ± 0,08, что свидетельствует об участии транспортера в его переносе. При концентрации вещества (10 и 50  мкМ) 
Papp b-a / Papp a-b снижалось до значений ниже «2». При концентрации митоксантрона 5 мкМ Papp b-a / Papp a-b составило 2,72 ± 0,16. 
Увеличение концентрации до 10 мкМ привело к росту Papp b-a / Papp a-b до 6,18 ± 0,08. При содержании вещества 50 мкМ показатель 
снижался, но оставался выше значения 2. В концентрации кверцетина 50 мкМ Papp b-a / Papp было ниже «2». Резерпин снижал  
Papp  b-a / Papp a-b метотрексата в 3,31 раза (p = 0,0002), что свидетельствует об устранении асимметрии транспорта вещества. При 
концентрации митоксантрона 10 мкМ резерпин снижал его Papp b-a / Papp a-b в 3,36 раза (p < 0,0001). Результаты свидетельствуют об 
участии BCRP в контроле переноса обоих веществ через клеточный монослой.
Заключение. Разработана и апробирована на клетках линии Caco-2 методика тестирования лекарственных средств на принадлежность к 
субстратам и ингибиторам BCRP с использованием в качестве маркерных субстратов метотрексата (5 мкМ) и митоксантрона (10 мкМ), а в 
качестве ингибитора – резерпина (50 мкМ).

Ключевые слова: BCRP, культура клеток Сасо-2, эффлюкс, субстраты, ингибиторы, метотрексат, митоксантрон, кверцетин, резерпин
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Abstract
Introduction. Breast cancer resistance protein (BCRP) is an efflux membrane transporter that controls the pharmacokinetics of a large number 
of drugs. Its activity may change when taking some endo- and exogenous substances, thus making it a link in drug interactions.
Aim. The aim of the study was to develop a method for testing of drugs for belonging to BCRP substrates and inhibitors in vitro.
Materials and methods. The work was performed on Caco-2 cells overexpressing BCRP, the cultivation was performed in a transwell-
system consisting of the apical and basolateral chambers. Cells were seeded at the bottom of the apical chamber, which is a semipermeable 
membrane. Primarily, the transport of BCRP substrates: methotrexate, mitoxantrone and quercetin was evaluated in the concentration range 
of 1, 5, 10, and 50 μM in the direction from the basal chamber to the apical one (Papp b-a) and in the opposite direction (Papp a-b). The ratio  
Papp b-a / Papp a-b more than «2» characterizes the participation of transporter proteins in the transcellular transport of substances. To 
confirm the participation of BCRP in their transport the experiment was carried out with the addition of a transporter inhibitor, reserpine, to the 
transport medium at a concentration of 50 μM. The concentration of substrates in the chambers was analyzed by HPLC-MS/MS.
Results and their discussion. The addition of methotrexate (1 μM), mitoxantrone (1 μM), and quercetin (1–10 μM) to both the apical or 
basolateral chambers of the transwell-system, their content in the recipient chamber was not detected. When methotrexate concentration 
became 5 μM the Papp b-a / Papp a-b ratio was 3.38 ± 0.08, which indicates the involvement of transporters in its transfer. The addition of 
methotrexate to the donor chamber at concentrations of 10 and 50 μM, Papp b-a / Papp a-b decreased to values below «2». At mitoxantrone 
concentration of 5 μM Papp b-a / Papp a-b was 2.72 ± 0.16. An increase in the concentration to 10 μM led to an increase in Papp b-a / Papp a-b  
to 6.18 ± 0.08. With a substance content of 50 μM the indicator decreased but remained above the value «2». In the quercetin concentration 
of 50 microns, Papp b-a / Papp was below "2". Reserpine reduced Papp b-a / Papp a-b of methotrexate by 3.31 times (p = 0.0002), which 
indicates the elimination of asymmetry in the transport of the substance. At a mitoxantrone concentration of 10 microns, reserpine reduced its  
Papp b-a / Papp a-b by 3.36 times (p < 0.0001). The results indicate the participation of BCRP in the control of the transfer of both substances 
through the cellular monolayer.
Conclusion. A method of testing drugs belonging to BCRP substrates and inhibitors using methotrexate (5 μM) and mitoxantrone (10 μM) as 
marker substrates and reserpine (50 μM) as inhibitor was developed and tested on Caco-2 cells. 

Keywords: BCRP, Caco-2 cell culture, efflux, substrates, inhibitors, methotrexate, mitoxantrone, quercetin, reserpine
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ВВЕДЕНИЕ
С целью снижения риска развития нежелатель-

ных лекарственных реакций, связанных с участи-
ем белков-транспортеров и цитохрома Р450, зару-
бежные регулирующие организации, начиная с 1997, 
рекомендуют все новые лекарственные средства 
тестировать на принадлежность к субстратам и ин-
гибиторам цитохромов P4501, а с 2006 года также и 
к субстратам и ингибиторам транспортных белков2. 

1 U.S. Department of Health and Human Services, U.S. Food 
and Drug Administraion, Center for Drug Evaluation and Re-
search, Center For Biologics Evaluation and Research. Guidance 
for Industry Drug Metabolism/Drug Interaction Studies in the 
Drug Development Process: Studies In Vitro. 1997. P. 10.

2 U.S. Department of Health and Human Services, Food and 
Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Research 
(CDER), Center for Biologics Evaluation and Research (CBER). 
Drug Interaction Studies  – Study Design, Data Analysis, and 
Implications for Dosing and Labeling. 2006. P. 52.

Аналогичные рекомендации в России появились в  
2014 году3.

Белок резистентности рака молочной железы че-
ловека (BCRP – breast cancer resistance protein, ABCG2) 
представляет собой эффлюксный трансмембранный 
белок-транспортер с массой порядка 75  кДа, относя-
щийся к суперсемейству АВС-транспортеров [1, 2].

На данный момент показано, что BCRP экспрес-
сируется как в опухолевых клетках, так и в плазмо-
диотрофобластах плаценты человека, в апикальной  
мембране энтероцитов, в гепатоцитах, на поверхно-
сти эндотелиальных клеток микрососудов головного 
мозга человека, в стволовых клетках, в яичниках, над-
почечниках и легких [3]. Подобная локализация транс- 

3 Методические рекомендации по изучению биотранс-
формации и транспортеров новых лекарственных средств: 
дизайн исследований, анализ данных. Руководство по экс-
пертизе лекарственных средств. Том III. М.: Гриф и К; 2014.  
343 с.
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портера в органах и тканях может указывать на то, 
что он играет немаловажную роль в абсорбции, рас-
пределении и удалении лекарственных средств, яв-
ляющихся его субстратами [4]. Учитывая функциони-
рование BCRP в кишечнике и печени, он, аналогично 
гликопротеину-P (Pgp, ABCB1-белок), служит барьером 
для энтеральной абсорбции лекарственных средств, 
что ограничивает их биодоступность, а также опосре-
дует выведение через гепатобилиарную систему [4].

На сегодня известно более 200 субстратов BCRP.  
К ним относят противоопухолевые средства, такие 
как метотрексат, митоксантрон, производные кампто- 
тецина, некоторые ингибиторы протеинкиназы, и ряд 
препаратов других фармакологических групп: празо-
зин, глибурид, циметидин, сульфасалазин, нитрофу-
рантоин, розувастатин и др. [5].

Некоторые лекарственные средства способны 
изменять активность BCRP. Прием препаратов, сни-
жающих его функциональную активность (ингибито-
ры протеазы ВИЧ, блокаторы протонной помпы, ряд 
флавоноидов и др), может приводить к развитию не-
желательных лекарственных взаимодействий. Прием 
потенциальных индукторов, напротив, может приво-
дить к снижению эффективности фармакотерапии. На 
данный момент веществ, являющихся индукторами 
BCRP, обнаружено крайне мало [5]. 

Одной из методик обнаружения функциональных  
ингибиторов BCRP является способ, основанный на 
измерении накопления флуоресцентного субстрата в 
клетках линии почек собак Madin-Darby II, селектив- 
но экспрессирующих BCRP (SB MDCKII BCRP), на фоне 
инкубации с тестируемым агентом. Данный подход 
позволяет использовать только субстраты, способные 
к флуоресценции, а также дорогостоящие трансфи-
цированные клеточные линии [6].

Оценка принадлежности биологически актив-
ных веществ к субстратам и ингибиторам BCRP мо-
жет проводиться также с помощью проточной ци-
тофлуориметрии на клетках эмбриональной почки 
человека (HEK) с использованием флуоресцентных 
субстратов [7].

В нашей работе мы планировали опробировать 
одобренный зарубежными рекомендациями1 метод 
тестирования лекарственных веществ на принадлеж-
ность к субстратам/модуляторам активности BCRP на 
доступной большинству лабораторий клеточной ли-
нии Caco-2 с применением субстратов: метотрекса-
та, митоксантрона и кверцетина. Данные вещества 
обладают достаточной растворимостью в большинст- 
ве растворителей и характеризуются интенсивным 
проникновением через клетки линии Сасо-2, в отли-
чие, например, от используемых рядом исследова-

1 European medicines agency. Guideline on the investi-
gation of drug interactions. – 2012. U.S. Department of Health 
and Human Services, Food and Drug Administration, Center for 
Drug Evaluation and Research. In Vitro Metabolism and Trans-
porter-Mediated Drug-Drug Interaction Studies Guidance for 
Industry. 2017.

телей феофорбида А [8] и празозина  [9]. Кверцетин, 
кроме того, обладает низкой токсичностью и мо-
жет в дальнейшем использоваться в экспериментах  
in vivo [10].

Целью исследования явилась апробация мето-
дики тестирования лекарственных веществ на при-
надлежность к субстратам и ингибиторам белка-транс- 
портера BCRP in vitro на культуре клеток Caco-2.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
На первом этапе исследования проведена оценка 

количества BCRP в клетках линии Caco-2 (ЦКП «Кол-
лекция культур клеток позвоночных», Россия). Для  
этого их культивировали как указано ранее  [11] в те-
чение 3  недель: за это время происходит их само-
произвольная дифференцировка в энтероцитоподоб-
ные клетки, гиперэкспрессирующие BCRP [12]. После 
завершения культивирования клетки снимали с лу-
нок  [11] и лизировали трехкратным циклом замороз-
ки-разморозки. В лизате с помощью коммерческого 
набора для гетерогенного иммуноферментного ана-
лиза (BlueGene, КНР) оценивали количество BCRP 
методом абсолютной калибровки.

Для анализа принадлежности лекарственных ве-
ществ к субстратам/ингибиторам BCRP использова-
ли специальные трансвелл-системы (12 mm Transwell® 
with 0,4 µm Pore Polycarbonate Membrane Insert, Ste- 
rile, Corning Incorporated, США), состоящие из апи-
кальной и базолатеральной камер (рисунок 1). Клетки  
Сасо-2 высеивали на полупроницаемую мембрану, 
которая представляет дно апикальной камеры. 

Транспортные эксперименты проводились на  
22-е  сутки после достижения плотных межклеточ-
ных контактов и формирования монослоя в транс- 
велл-системе.

Целостность клеточного монослоя оценивали по  
величине трансэпителиального сопротивления (TEER),  
которое определяли с помощью вольтметра Millicell® 
ERS-2 (Millipore, США). Транспортные эксперименты  
выполняли при значении TEER выше 500  мОм . см2. 
Для этого питательную среду заменяли на транспорт-
ную среду, представляющую собой раствор Хэнк-
са (ООО  «ПанЭко», Россия) с 25 мМ HEPES (Gipco, 
№  2026999, Англия) и 1 % диметилсульфоксида 
(ООО  «ПанЭко», Россия). После этого в апикальную  
камеру (камера-донор) трансвелл-системы добавляли  
один из тестируемых субстратов BCRP [6]: метотрек- 
сат [метотрексата гидрат, субстанция-порошок, со- 
держание метотрексата ≥98 % (HPLC), Sigma-Aldrich, 
Китай, серия A6770, годен до 10.02.2023], митоксант- 
рон [митоксантрона дигидрохлорид, субстанция-по-
рошок, содержание митоксантрона ≥97 % (HPLC), Sig-
ma-Aldrich, Китай, серия М6545, годен до 11.03.2023], 
кверцетин [кверцетин, субстанция-порошок, содер-
жание кверцетина ≥95 % (HPLC), Sigma-Aldrich, Индия, 
серия Q4951, годен до 23.03.2023] в концентрациях  1,  
5, 10, 50  мкМ. Забор образцов транспортной среды 

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



90 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 2

для определения концентрации субстрата в базола-
теральной камере (камере-реципиенте) производили 
через 1, 2 и 3 часа (a-b транспорт, обусловленный пас-
сивной диффузией).

На следующем этапе оценивали транспорт субст- 
рата BCRP из базолатеральной камеры в апикаль-
ную (b-a транспорт). Для этого забор проб осу- 
ществляли из апикальной камеры (камеры-реципи-
ента) после добавления субстрата в базолатеральную  
камеру (камеру-донор) через аналогичные времен-
ные промежутки. Данный транспорт реализуется как 
путем пассивной диффузии, так и с помощью бел-
ков-транспортеров [13].

Для оценки интенсивности транспорта веществ 
через клеточных монослой рассчитывали коэф-
фициенты кажущейся проницаемости: Papp b-a и  
Papp a-b, а также их отношение, которое характери-
зует общий вклад эффлюксных транспортеров в пе-
ренос веществ через билипидную мембрану [11].

Для подтверждения участия BCRP в трансцеллю- 
лярном переносе данных веществ эксперименты вы-
полняли на фоне добавления в транспортную среду 
ингибитора белка-транспортера резерпина [резер- 
пин, субстанция-порошок, содержание резерпина  
≥99 % (HPLC), Sigma-Aldrich, Китай, серия 83580, го-
ден до 09.03.2023] в концентрации 50 мкМ (за 30 мин 
до начала исследования и на всем его протяжении)  
в обе камеры вне зависимости от направления оце-
ниваемого транспорта.

Концентрацию тестируемых веществ в камерах  
реципиентах анализировали с помощью ВЭЖХ-МС/МС,  
используя следующие реактивы: Вода ВЭЖХ-МС 
(№  21F104014, VWR, Франция), кислота муравьиная 
98 % для аналитики (№  0001900259, PanReac, Испания), 
ацетонитрил градиентной ВЭЖХ (№  2183665, Thermo 
Fisher Scientific Inc., Китай), метанол особой чистоты 
для градиентной ВЭЖХ (ООО ТД «ХИММЕД», Россия).

Работа выполнена на высокоэффективном жид-
костном хроматографе UltiMate 3000 (Thermo Fisher 
Scientific, США), оснащенном градиентным насосом, 
дегазатором, автосемплером и тандемным масс-се- 
лективным детектором TSQ Fortis (Thermo Fisher Scien-

tific, США). Управление совмещенной системой ВЭЖХ-
МС/МС и обработку данных проводили при помощи 
программного обеспечения Thermo Scientific Xcalibur 
(ver. 4.2.47).

В исследовании использовали колонку UCT Se- 
lectra C18 4,6 . 100 мм 5 мкм, 100 A, предколонка Se- 
lectra C18 Guard Cartridges SLC-18 GDC46-5UM. 

Извлечение метотрексата из транспортной среды 
осуществляли смесью метанола и воды в соотноше- 
нии 1 : 1, митоксантрона – метанолом, кверцетина  – 
смесью ацетонитрила и воды в соотношении 1 : 1. Да-
лее образцы тщательно перемешивали на встряхи-
вателе Vortex (Heidolph Instruments GmbH & Co KG, 
Германия), после чего центрифугировали в тече-
ние 10 мин при 13000 g на центрифуге Avanti® JXN-30 
(Beckman Coulter Inc., США). Надосадочную жидкость 
переносили в виалы и помещали в автосемплер.

Условия хроматографического анализа были 
следующими.

Метотрексат. Объем вводимой пробы соста-
вил 2  мкл при скорости потока подвижной фазы  
0,3 мл/мин и температуре разделения 35  °С. Время 
анализа  – 10  мин. Использовали градиентный режим 
элюирования: соотношение раствора муравьиной 
кислоты и ацетонитрила: 0 мин – 75 к 25 %; 0,4 мин –  
60 к 40 %; 6 мин – 20 к 80 %; 8 мин – 75 к 25 %. В дан- 
ных условиях время удерживания метотрексата со-
ставило 3,11 мин.

Митоксантрон. Скорость потока подвижной фа-
зы составила 0,3 мл/мин при температуре разделе- 
ния 35 °С и объеме вводимой пробы 5 мкл. Использо-
вали градиентный режим элюирования: соотношение 
раствора муравьиной кислоты и метанола: 0 мин – 70 
и 30 %; 0,3 мин – 10 и 90 %; 6 мин – 70 и 30 %. Время 
анализа – 10 мин. В данных условиях время удержи-
вания метотрексата составило 5,51 мин.

Кверцетин. Скорость потока элюента – 0,5 мл/мин,  
температура разделения − 35  °С, объем вводимой 
пробы – 5 мкл. Хроматографический анализ прово-
дили в градиентном режиме: соотношение раствора 
0,1%-й муравьиной кислоты и ацетонитрила состави-
ло на 0 мин 70 и 30 %; 0,3 мин 30 и 70 %; 4 мин 1 и 99 %; 

Рисунок 1. Трансвелл-система (схема)

Figure 1. Transwell-system (scheme)
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9 мин 70 и 30 %. Продолжительность анализа – 11 мин, 
при данных условиях время удерживания кверцети-
на составило 3,91 мин.

В описанных методиках внутренний стандарт не 
использовался.

Аналитический диапазон методики составил для 
метотрексата, митоксантрона и кверцетина соот-
ветственно 60–10000 нмоль/л, 50–1000 нмоль/л, 5– 
500 нмоль/л целевого вещества.

Параметры детектирования указаны в таблице 1.
Биоаналитические методики были валидирова-

ны путем доказательства селективности, линейности, 
удовлетворительных внутри- и межцикловой точно-
сти и прецизионности, стабильности образцов в про-
цессе заморозки/разморозки, отсутствия переноса 
пробы и матричного эффекта1.

Анализ результатов проводили с помощью про-
граммы STATISTICA 13.0 (StatSoft Inc., США). Кри-
терий Шапиро – Уилка использовали для анализа 
распределения данных, а критерия Стьюдента при-
меняли для попарного сравнения данных. Результаты  
представлены в виде среднего арифметического ± 
стандартное отклонение (M ± SD). Статистически зна-
чимыми считали различия при p < 0,05.

1 Изучение биоэквивалентности воспроизведенных ле-
карственных средств. Руководство по экспертизе лекарст- 
венных средств. Том I. М.: Гриф и К; 2013. 328 с.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Содержание BCRP в клетках линии Caco-2 к  

21-м суткам культивирования, оцененное методом  
гетерогенного иммуноферментного анализа, состави- 
ло 4,39 ± 0,12 нг/мг белка. Для сравнения – уровень 
Pgp в данной клеточной линии превышал 100  нг/мг 
белка [14].

При оценке транспорта субстратов BCRP были 
получены следующие результаты (таблица 2). 

При добавлении метотрексата и митоксантрона в 
концентрации 1 мкМ, а кверцетина в концентрациях 
1–10 мкМ как в апикальную, так и в базолатеральную 
камеры их содержание в камере-реципиенте было  
ниже НПКО. 

При увеличении концентрации метотрексата до 
5  мкМ наблюдалась выраженная асимметрия тран-
сцеллюлярного транспортера вещества: коэффици-
ент кажущейся проницаемости Papp b-a составил  
1,46 ± 0,58, Papp a-b − 0,44 ± 0,18, а их отношение 
Papp  b-a / Papp a-b превышало «2», что свидетельст- 
вует об участии BCRP в транспорте вещества.

При добавлении метотрексата в камеру-донор в 
концентрациях 10 и 50 мкМ отношение коэффициен-
тов кажущейся проницаемости достоверно снижа- 
лось по сравнению с параметром при 5 мкМ до зна-
чений ниже единицы (p = 0,00023, p = 0,00024 соот- 
ветственно), что свидетельствует о снижении транс- 

Таблица 1. Масс-спектрометрические параметры детектирования метотрексата, митоксантрона и кверцетина

Table 1. Mass-spectrometric parameters for the detection of methotrexate, mitoxantrone and quercetin

Параметры детектирования
Detection parameters

Анализируемые вещества
Analyzed substances

Метотрексат
Methotrexate

Митоксантрон
Mitoxantrone

Кверцетин
Quercetin

Режим ионизации
Ionization mode

Положительный
Positive

Положительный
Positive

Негативный
Negative

Напряжение электроспрея
Spray voltage

3500 В
3500 V

3700 В
3700 V

3000 B
3000 V

Оболочечный газ
Sheath gas 

35 Arb 50 Arb  50 Arb 

Вспомогательный газ
Aux gas

7 Arb 10 Arb 10 Arb 

Продувочный газ
Sweep gas 

0 Arb 1 Arb 10 Arb 

Температура трубки для переноса 
ионов
Ion transfer tube temperature

300 °С 300 °С 300 °С

Температура испарителя
Vaporizer temperature

350 °С 350 °С 350 °С

Условия детектирования
Detection conditions

455,15 → 308,125 m/z 
и 455,15 → 174,98 m/z
455,15 → 308,125 m/z 

and 455,15 → 174,98 m/z

455 → 88,2 m/z 
и 455 → 358,1 m/z 

455 → 88,2 m/z 
and 455 → 358,1 m/z

301 → 150,9 m/z 
и 301 → 178,9 m/z 
301 → 150,9 m/z 

and 301 → 178,9 m/z
Энергия столкновения
Collision energy

22,99 и 19,74 В
22,99 and 19,74 V

25 и 18 В
25 and 18 V

22 и 17 В
22 and 17 V

Фрагментация источника
Source fragmentation

5 0 5

CID-газа
CID gas

2 мТорр
2 mTorr

2 мТорр
2 mTorr

1 мТорр
1 mTorr
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порта метотрексата в направлении из клеток в апи-
кальную камеру (соответствует эффлюксу в просвет 
кишечника). Скорее всего, полученные данные яв-
ляются следствием насыщения белка-транспортера  
BCRP. Также возможна конкуренция BCRP с другим 
транспортным белком − RFC1, который также при-
сутствует в клетках линии Caco-2 и обеспечивает  
инфлюкс метотрексата [15].

При концентрации митоксантрона в камере-до-
норе 5 мкМ наблюдалась асимметрия его транспорта 
через клеточный монослой: отношение коэффициен-
тов кажущейся проницаемости превышало «2».

Увеличение концентрации митоксантрона в 
транспортной среде до 10 мкМ приводило к росту 
отношения коэффициентов кажущейся проницае-
мости по сравнению с параметром при концентра-
ции 5  мкМ до 6,18 ± 0,08 (p = 0,00024). Однако при 
содержании вещества 50 мкМ показатель снижался 
по сравнению с сериями 5 мкМ (p = 0,0297) и 10  мкМ 
(p = 0,00023) вещества, однако оставался выше крити-
ческого значения «2», что возможно объяснить насы-
щением BCRP.

При добавлении кверцетина в концентрации 
50  мкМ в камеру-донор трансвелл-системы вещество 
детектировалось в камере-реципиенте в количествен 
менее 1 % от его содержания в камере-доноре, что 
свидетельствует о низкой проницаемости через кле-
точный монослой. При этом наблюдалась незначи-
тельная асимметрия его транспорта, недостаточная, 
однако, для утверждения участия BCRP в регуляции 
данного процесса в предложенных условиях. 

Дальнейший эксперимент по подтверждению 
участия именно белка-транспортера BCRP в транс-
целлюлярном переносе веществ проводился с ис-
пользованием метотрексата и митоксантрона в кон-
центрациях соответственно 5 и 10 мкМ, что связано  
с выявленными нами отношениями коэффициентов 
кажущейся проницаемости, превышающими значе-
ние «2». Для митоксантрона при этом наблюдалась 
максимальная асимметрия транспорта. Анализ заклю-
чался в оценке интенсивности переноса веществ че-
рез клеточный монослой в присутствии ингибитора 
BCRP  – резерпина в концентрации 50 мкМ [16]. Полу-
ченные результаты приведены в таблице 3.

Таблица 2. Транспорт субстратов BCRP через монослой клеток линии Caco-2 (M ± SD, ×10–6 см/сек)

Table 2. Transport of BCRP substrates through the monolayer of Caco-2 cells (M ± SD, ×10–6 cm/sec)

Тестируемое вещество
Test substance

Papp b-a Papp a-b Papp b-a / Papp a-b

Метотрексат
Methotrexate

1 мкМ
1 µM

Не рассчитывались, т.к. концентрации вещества были ниже НПКО
Were not calculated, because the concentrations of the substance were lower than LLOQ

5 мкМ
5 µM

1,46 ± 0,58 0,44 ± 0,18 3,38 ± 0,078

10 мкМ
10 µM

0,41 ± 0,13* 1,38 ± 0,18* 0,30 ± 0,052*

50 мкМ
50 µM

0,41 ± 0,14* 0,98 ± 0,033*# 0,42 ± 0,14*

Митоксантрон
Mitoxantrone

1 мкМ
1 µM

ниже НПКО
below the LLOQ

ниже НПКО
below the LLOQ

ниже НПКО
below the LLOQ

5 мкМ
5 µM

2,23 ± 0,090 0,82 ± 0,080 2,72 ± 0,16

10 мкМ
10 µM

1,57 ± 0,32* 0,25 ± 0,045* 6,18 ± 0,17*

50 мкМ
50 µM

0,75 ± 0,018*# 0,34 ± 0,054* 2,22 ± 0,30*#

Кверцетин
Quercetin

1 мкМ
1 µM

ниже НПКО
below the LLOQ

ниже НПКО
below the LLOQ

ниже НПКО
below the LLOQ

5 мкМ
5 µM

ниже НПКО
below the LLOQ

ниже НПКО
below the LLOQ

ниже НПКО
below the LLOQ

10 мкМ
10 µM

ниже НПКО
below the LLOQ

ниже НПКО
below the LLOQ

ниже НПКО 
below the LLOQ

50 мкМ
50 µM

0,035 ± 0,015 0,02 ± 0,014 1,93 ± 0,46

Примечание. Серым цветом выделены значения отношения Papp b-a / Papp a-b, превышающее «2», свидетельствующее об участии 
эффлюксных транспортеров в трансцеллюлярном переносе вещества.

* – p < 0,05 – достоверные различия со значениями при концентрации вещества 5 мкМ; # – p < 0,05 – достоверные различия со значе-
ниями при концентрации вещества 10 мкМ.

Note. The values of the Papp b-a / Papp a-b ratio exceeding "2" are highlighted in gray, indicating the participation of efflux transporters in 
the transcellular transfer of the substance

* – p < 0.05 – significant differences with values at a concentration µM; # – p < 0.05 – significant differences with values at a concentration 
10 µM.
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Таблица 3. Влияние ингибитора BCRP резерпина (50 мкМ)  
на транспорт метотрексата и митоксантрона  
через монослой клеток линии Caco-2 (M ± SD, ×10–6 см/сек)

Table 3. Effect of BCRP inhibitor reserpine (50 μM)  
on the transport of methotrexate and mitoxantrone through  
the monolayer of Caco-2 cells (M ± SD, ×10–6 cm/sec)

Серия
Series

Papp b-a Papp a-b
Papp b-a / 
Papp a-b

Метотрексат 5 мкМ
Methotrexate 5 μM

1,46 ± 0,58 0,44 ± 0,18 3,38 ± 0,08

Метотрексат 5 мкМ + 
резерпин
Methotrexate 5 μM + 
reserpine 

0,53 ± 0,13* 0,56 ± 0,27 1,02 ± 0,29*

Митоксантрон 10 мкМ
Mitoxantrone 10 μM

1,57 ± 0,32 0,25 ± 0,045 6,18 ± 0,17

Митоксантрон 10 мкМ + 
резерпин
Mitoxantrone 10 μM + 
reserpine

0,39 ± 0,057* 0,21 ± 0,025 1,84 ± 0,052*

Примечание. * – p < 0,05 – достоверные различия со значе-
ниями без добавления резерпина.

Note. * – p < 0.05 – significant differences with values without 
reserpine addition.

Резерпин снижал коэффициент кажущейся про-
ницаемости Papp b-a метотрексата в 2,75 раза (уро-
вень тенденции: p = 0,053), достоверно не изменял 
коэффициент кажущейся проницаемости Papp a-b 
(p = 0,539). Отношение Papp ba / Papp a-b при этом 
снижалось в 3,31 раза (p = 0,0002), что свидетельствует  
об устранении асимметрии транспорта вещества, вы-
званной участием эффлюксного белка-транспортера  
BCRP в контроле данного процесса. Это подтвержда-
ет возможность использования метотрексата в ука-
занной концентрации для оценки принадлежности  
лекарственных веществ к ингибиторам данного транс- 
портера.

При концентрации митоксантрона 10 мкМ ре-
зерпин снижал его коэффициент кажущейся прони-
цаемости Papp b-a в 4,03 раза (p = 0,0033), не влиял  
достоверно на коэффициент кажущейся проницае-
мости Papp a-b и уменьшал соотношение Papp b-a / 
Papp a-b в 3,36 раза (p < 0,0001). Это также свидетель-
ствует об участии BCRP в контроле трансцеллюляр-
ного переноса митоксантрона и позволяет рекомен-
довать данное вещество в указанной концентрации в 
качестве субстрата для оценки влияния лекарствен-
ных средств на активность белка-транспортера.

Таким образом, коммерчески доступные в Рос-
сии клетки линии Caco-2 могут быть использованы 
для тестирования лекарственных веществ на принад-
лежность к субстратам/ингибиторам BCRP. При этом 
для тестирования на принадлежность к ингибиторам 
белка-транспортера в качестве субстрата оптималь-
но использовать метотрексат или митоксантрон в кон-
центрациях соответственно 5 и 10 мкМ, а для анализа 

принадлежности веществ к субстратам BCRP в качест- 
ве его ингибитора целесообразно применять резер-
пин в концентрации 50 мкМ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и апробирована на клетках ли-

нии Caco-2 методика тестирования лекарственных 
средств на принадлежность к субстратам и ингиби-
торам BCRP с использованием в качестве субстратов 
метотрексата (5  мкМ) и митоксантрона (10 мкМ), а в 
качестве ингибитора – резерпина (50 мкМ). Проведе-
ние подобного тестирования лекарственных средств 
на этапе их доклинических исследований позво-
лит в дальнейшем осуществлять эффективную и без-
опасную фармакотерапию и прогнозировать воз-
можные фармакокинетические межлекарственные  
взаимодействия на уровне транспортера. Кроме то-
го, обнаружение эффективного ингибитора BCRP мо- 
жет служить основанием для развития новой страте-
гии лечения опухолей, гиперэкспрессирующих дан-
ный мембранный белок.
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Резюме
Введение. Эторикоксиб – селективный ингибитор циклооксигеназы (ЦОГ-2), применяемый для лечения острой боли и обладающий 
противовоспалительной и анальгетической эффективностью. Эторикоксиб вызывает меньшее количество осложнений по сравнению 
с другими нестероидными противовоспалительными препаратами (НПВП). ФБУ «ГИЛС и НП» была разработана глазная жидкая 
лекарственная форма на основе эторикоксиба. В настоящей статье предложена методика определения содержания эторикоксиба в 
жидкой лекарственной форме методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с УФ-детектированием.
Цель. Разработка и валидация методики количественного определения эторикоксиба в жидкой лекарственной форме.
Материалы и методы. Для анализа использовали глазные капли с концентрацией действующего вещества эторикоксиба 0,05 %, 
стандартный образец эторикоксиб (Kekule Pharma Limited, Индия, серия ACE-3 WS001/15). Хроматографическое разделение проводили на 
высокоэффективном жидкостном хроматографе Agilent 1220 Infinity II LC (Agilent Technologies, США), оснащенном градиентным насосом, 
термостатом колонок и детектором с диодной матрицей. Анализ проводили на колонке Kromasil С8 250 × 4,6 мм, используя в качестве 
подвижной фазы ацетонитрил и 0,05 М буферный раствор дигидрофосфата калия рН = 4,2 в соотношении 46 : 54. Время анализа составило 
15 минут при длине волны детектирования 235 нм. 
Результаты и обсуждение. Разработана и проведена валидация методики количественного определения эторикоксиба в жидкой 
лекарственной форме по следующим показателям специфичность, линейность, правильность, промежуточная (внутрилабораторная) 
прецизионность, повторяемость.
Заключение. По результатам валидационных испытаний все перечисленные параметры соответствуют критериям приемлемости. 
Предлагаемая методика характеризуется высокой эффективностью и специфичностью.

Ключевые слова: эторикоксиб, жидкая лекарственная форма, высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ), валидация
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Abstract
Introduction. Etoricoxib is a selective cyclooxygenase (COX-2) inhibitor used for the treatment of acute pain and has anti-inflammatory and 
analgesic efficacy. Etoricoxib causes fewer complications compared to other non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). FSI "SID and GP" 
has developed an ophthalmic liquid dosage form based on etoricoxib. This article proposes a method for determining the content of etoricoxib 
in a liquid dosage form by high performance liquid chromatography with UV detection.
Aim. Development and validation of a method for the quantitative determination of etoricoxib in liquid dosage form.
Materials and methods. Eye drops with a concentration of the active substance etoricoxib of 0.05 % were used for the analysis, a standard 
sample of etoricoxib (Kekule Pharma Limited, India, series ACE-3 WS001/15). Chromatographic separation performed on an Agilent  1220 
Infinity II LC high performance liquid chromatograph (Agilent Technologies, USA) equipped with a gradient pump, a column thermostat, and a 
diode array detector. The analysis carried out on a Kromasil C8 column 250 × 4.6 mm, using acetonitrile and 0.05 M buffer solution of potassium 
dihydrogen phosphate pH = 4.2 as a mobile phase in a ratio of 46 : 54. The analysis time was 15 minutes at a detection wavelength of 235 nm.
Results and discussion. A method for the quantitative determination of etoricoxib in a liquid dosage form developed and validated according 
to the following indicators: specificity, linearity, accuracy, range, intermediate precision, repeatability.
Conclusion. According to the results of validation tests, all of the listed parameters meet the acceptance criteria. The proposed method 
characterize by high efficiency and specificity. 

Keywords: etoricoxib, liquid dosage form, high performance liquid chromatography (HPLC), validation
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ВВЕДЕНИЕ
Нестероидные противовоспалительные препара-

ты (НПВП) являются наиболее широко используемы- 
ми лекарствами в нескольких странах для лечения 
симптомов боли и воспаления [1, 2]. НПВП представ-
ляют собой химически разнообразную группу веществ  
со значительной неоднородностью по химической 
структуре и свойствам  [3]. Среди них представлен  
ряд селективных ингибиторов циклооксигеназы  II  
(ЦОГ-2) группы коксибов, характеризующихся мень-
шей частотой развития осложнений и нежелатель- 
ных реакций в сравнении с другими НПВП [4]. Это-
рикоксиб (5-хлор-6-метил-3[4-(метилсульфонил)фе- 
нил]-2,3-бипиридин (рисунок  1) обладает улучшен-
ной биохимической селективностью по сравнению с 
другими коммерчески доступными коксибами (рофе-
коксиб, вальдекоксиб или целекоксиб) [4, 5]. Данные 
из различных источников, включая рандомизирован-
ные контролируемые испытания и мета-анализы, сви-
детельствуют о том, что эторикоксиб связан с мень-
шей токсичностью желудочно-кишечного тракта, чем 
диклофенак [6], и обладает лучшей обезболивающей 
активностью по сравнению с ибупрофеном и дикло-
фенаком [7]. Обширные клинические испытания под-

твердили анальгетическую и противовоспалитель-
ную эффективность эторикоксиба [7, 8]. Эторикоксиб  
одобрен в ряде стран для различных показаний, 
включая лечение острой боли, хронического лечения 
признаков и симптомов остеоартрита и ревматоид-
ного артрита [8].

Эторикоксиб практически нерастворим в воде 
и относится к соединениям липофильной природы.  
Для того, чтобы повысить растворимость эторикокси-
ба используют разные физико-химические способы: 
получение полиморфных систем, добавление неболь-
шого количества менее полярного растворителя в  
более полярный растворитель [9–11], образование 

Рисунок 1. Структурная формула эторикоксиба

Figure 1. Structure of etoricoxib
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твердых дисперсий или уменьшение размеров ча-
стиц  [12]. Так как аморфная форма эторикоксиба не-
стабильна, то во время разработки и изготовления 
твердых лекарственных форм на его основе исполь-
зуют фармацевтическую субстанцию только кристал-
лической формы [13].

ФБУ «ГИЛС и НП» была разработана глазная жид-
кая лекарственная форма на основе эторикоксиба. 
При исследовании жидких лекарственных форм од-
ним из важнейших показателей является определе- 
ние активного компонента. Для количественного 
определения эторикоксиба в разработанной лекарст- 
венной форме предложен метод обращенно-фазовой 
высокоэффективной жидкостной хроматографии.

Целью данного исследования является разра-
ботка и валидация методики количественного опреде-
ления эторикоксиба в жидкой лекарственной форме.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Оборудование и реактивы. Для анализа исполь-

зовали глазные капли с концентрацией действующего 
вещества 0,05 % и модельную смесь, аналогичную по 
составу глазным каплям, не содержащую эторикоксиб. 
Составы лекарственного препарата и модельной сме- 
си приведены в таблице 1. 

Таблица 1. Состав лекарственного препарата  
и модельной смеси препарата 

Table 1. The composition of the medicinal product  
and the model mixture of the drug

Компоненты
Components

Содержание  
в препарате, %

Сontent in the drug, %

Модельная 
смесь, %

Model mixture, %

Эторикоксиб
Etoricoxib

0,05 –

Гиалуроновая кислота
Hyaluronic acid

0,4 0,4

Повидон К30 
Povidone K30

3,0 3,0

Глицерин
Glycerol

1,0 1,0

Твин-20
Twin-20

2,0 2,0

ЭДТА
EDTA

0,1 0,1

Нипагин 
Nipagin

0,1 0,1

Фосфатный буферный 
раствор
Phosphate buffer 
solution

до 100 мл
to 100 ml

до 100 мл
to 100 ml

Хроматографическое разделение проводили на 
высокоэффективном жидкостном хроматографе Agi- 
lent 1220 Infinity II LC (Agilent Technologies, США),  
оснащенном градиентным насосом, термостатом ко-
лонок и детектором с диодной матрицей. Взвешива-
ние образцов проводили на весах Secura 225D-10RU 
(Sartorius Lab Instruments GmbH, Германия). 

В работе использовали стандартный образец это-
рикоксиб (Kekule Pharma Limited, Индия, серия ACE-3 
WS001/15); эторикоксиб субстанция-порошок (Kekule 
Pharma LTC, серия ACE-0111G/ACE 1011G); ацетонит- 
рил (UV-IR-HPLC-gradient, ACS, Panreac, Германия, се-
рия 361881.1611); вода очищенная.

Метод ВЭЖХ. Приготовление стандартного раст- 
вора эторикоксиба. Около 0,1 г стандартного образ-
ца эторикоксиба (точная навеска) помещают в мер- 
ную колбу объемом 100,0 мл, растворяют в 40 мл под-
вижной фазы, тщательно перемешивают в течении 
15  минут. Раствор доводят до метки тем же раство-
рителем. Отбирают аликвоту исходного стандартного 
раствора 2,0  мл, помещают в мерную колбу объемом 
100,0 мл, растворяют в подвижной фазе, раствор до-
водят до метки тем же растворителем. Раствор фильт- 
руют через мембранный фильтр Millex–PVDF с раз-
мером пор 0,45 мкм или аналогичный.

Приготовление испытуемого раствора. 1,0  мл 
лекарственного препарата помещают в мерную кол-
бу вместимостью 25 мл и доводят до метки подвиж-
ной фазой, перемешивают. Раствор фильтруют через 
мембрану Millex–PVDF с размером пор 0,45 мкм или 
аналогичный.

Приготовление раствора модельной смеси. 
1,0  мл модельной смеси помещают в мерную кол-
бу вместимостью 25 мл и доводят до метки подвиж-
ной фазой, перемешивают. Раствор фильтруют через 
мембрану Millex–PVDF с размером пор 0,45 мкм или 
аналогичный.

Приготовление подвижной фазы. Смесь ацето-
нитрила и 0,05 М буферного раствора дигидрофосфа- 
та калия рН = 4,2 в соотношении 46 : 54 профильтро-
ванная и дегазированная.

Условия хроматографирования: 
Колонка: Kromasil С8 250 × 4,6 мм, 10 мкм.
Температура колонки: 25 ± 1 °С.
Детектор: УФ-спектрофотометрический, длина 

волны 235 нм.
Скорость потока: 1,0 мл/мин.
Подвижная фаза: ацетонитрил и 0,05 М буферный 

раствор дигидрофосфата калия рН = 4,2 в соотноше-
нии 46 : 54.

Объем пробы: 25 мкл.
Время хроматографирования: 15 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
При разработке методики количественного опре-

деления варьировались следующие характеристи-
ки: рН буферного раствора и соотношение подвиж-
ной фазы. Исходя из полученных данных (таблица  2), 
по числу теоретических тарелок наиболее оптималь-
ным буферным раствором был выбран 0,05 М KH2PO4 
рН  4,2 в соотношении 54 : 46 (буфер : ацетонитрил)  
при времени выхода эторикоксиба около 8,6 мин. При 
соотношении 65 : 35 (буфер : ацетонитрил) (№  1, 3)  
время выхода составило около 18 мин, что является 
нецелесообразным для методики количественного 
определения.
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Таблица 2. Подбор условий

Table 2. Selection of conditions

№
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1 0,05 М KH2PO4 рН 4.2 8044 8916 7681

2 0,05 М KH2PO4 рН 3.1 7339 7457 7242

3 0,05 М KH2PO4 рН 5.5 7814 8359 7648

4 0,01 М H3PO4 рН 2.5 4882 2469 5689

Методика была валидирована по показателям: 
специфичность, линейность, правильность, промежу- 
точная (внутрилабораторная) прецизионность, повто- 
ряемость1.

Под специфичностью понимали способность ме-
тодики однозначно оценивать аналит на фоне вспо-
могательных компонентов, присутствующих в испы-
туемом растворе. Для подтверждения специфичности 
анализировали модельную смесь, не содержащую это-
рикоксиб (рисунок 2, таблица 3). Анализ профилей 
полученных хроматограмм показал, что пик этори-
коксиба определяется на фоне пиков вспомогатель-
ных компонентов. В результате анализа (рисунки 3, 4)  

1 ГФ XIV ОФС.1.1.0012.15. «Валидация аналитических 
методик». Доступно по: https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-1-
0012-15-validatsiya-analiticheskih-metodik/ Ссылка активна на 
28.03.2021.

Рисунок 2. Хроматограмма раствора модельной смеси 

Figure 2. Chromatogram of a solution of a model mixture

Рисунок 3. Хроматограмма стандартного раствора эторикоксиба

Figure 3. Chromatogram of a standard solution of etoricoxib
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время удерживания основного пика на хроматограм-
ме испытуемого раствора совпадает со временем 
удерживания основного пика на хроматограмме стан-
дартного раствора эторикоксиба и составляет около 
8,6  мин. На хроматограмме модельной смеси пика это- 
рикокосиба не наблюдалось.

Линейность аналитической методики заключает-
ся в наличии линейной зависимости аналитического  

сигнала от концентрации или количества опреде-
ляемого вещества в анализируемой пробе в преде-
лах аналитической области методики. Определение 
линейности проводили на 5 уровнях концентрации 
от 80 до 120 % от номинального значения 20  мкг/мл 
(таблица 4).

Установлено, что график зависимости имеет ли-
нейный характер в исследуемом диапазоне концент- 
раций и описывается уравнением: 

Рисунок 4. Хроматограмма испытуемого раствора лекарственного препарата 

Figure 4. Chromatogram of the test solution of the drug

Таблица 3. Данные для определения специфичности 

Table 3. Data for determining specificity

Наименование образца
Sample name

Концентрация 
анализируемого 
раствора, мкг/мл

The concentration of the 
analyzed solution, mcg/ml

Площадь пика (А), mAU × сек
Peak area (A), mAU × sec

А1 А2 А3 А4 А5 А6

Стандартный образец 
Standard sample

21,35 1757,9 1762,3 1761,8 1758,4 1763,5 1761,2
21,22 1746,1 1751,8 1751,4 1748,6 1751,1 1749,4
21,32 1759,7 1760,1 1756,8 1756,7 1754,8 1757,7

Испытуемый препарат
Test drug

21,58 1780,0 1780,2 1779,5 1779,1 1782,7 1779,4
21,50 1774,3 1772,5 1772,5 1774,7 1775,4 1774,2
21,54 1776,8 1776,1 1776,7 1775,8 1777,2 1776,9

Модельная смесь 
Model mixture

– – – – – – –

Статистические характеристики
Statistical characteristics

Характеристика
Characteristic

Наименование образца
Sample name

Стандартный раствор
Standard sample

Испытуемый препарат
Test solution

Модельная 
смесь

Model mixture
Средняя площадь пика, 
mAU × сек
Average peak area, mAU × sec

1760,9 1749,7 1757,6 1779,4 1774,2 1776,9 –

Стандартное отклонение, %
Standard deviation, %

2,23 2,16 1,99 1,31 1,18 1,13 –

Коэффициент вариации, %
The coefficient of variation, %

0,12 0,12 0,11 0,07 0,06 0,06 –
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у = 81,997x – 1,024. 

Полученные данные представлены в виде гра-
дуировочного графика с указанием коэффициента  
корреляции на рисунке 5.

Правильность выражают величиной открываемо-
сти  – процентное соотношение между эксперимен-
тальной концентрацией и номинальной концентра-
цией для каждого образца с учетом соответствующих 
доверительных интервалов. Результаты представлены 
в таблице 5.

Процент открываемости составил от 100,2 до 
101,1 %. 

Повторяемость методики характеризует преци-
зионность методики при выполнении повторных ис-
пытаний в одинаковых рабочих условиях в пределах 
короткого промежутка времени. Сходимость была  
доказана при помощи испытаний лекарственного  
препарата. Оценка проводилась путем расчета про-
цента известной концентрации, стандартного откло-

нения, относительного стандартного отклонения, 
относительной погрешности и доверительного интер-
вала. Результаты определения сходимости представ-
лены в таблице 6.

Таблица 4. Данные для определения линейности 

Table 4. Data for determining linearity

Концентрация анализируемого 
раствора, мкг/мл 
The concentration  

of the analyzed solution, mcg/ml

Площадь пика (А), mAU × сек
Peak area (A), mAU × sec

Стандартное 
отклонение, %

Standard 
deviation, %

Коэффициент 
вариации, %

The coefficient 
of variation, %А1 А 2 А 3 А ср

15,14 1239,3 1240,9 1240,1 1240,1 1,20 0,10

17,28 1417,3 1416,4 1414,7 1416,1 1,32 0,09

19,44 1592,6 1593,8 1593,2 1593,2 0,60 0,04

21,60 1769,2 1771,1 1770,4 1770,2 0,96 0,05

23,76 1947,9 1945,1 1948,6 1947,2 1,85 0,09

25,92 2122,8 2125,4 2124,5 2124,2 1,32 0,06

Таблица 5. Правильность

Table 5. Accuracy
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80 %

1330,3 16,23 403,56

404,09 0,11 101,001333,2 16,27 404,43

1331,8 16,25 404,01

100 %

1673,3 20,42 507,34

505,51 0,32 101,101663,5 20,3 504,40

1664,7 20,31 504,75

120 %

1983,9 24,28 601,32

601,14 0,53 100,201972,3 24,06 597,82

1993,3 24,32 604,18

Рисунок 5. Линейность методом ВЭЖХ

Figure 5. Linearity of the HPLC method
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Относительное стандартное отклонение парал-
лельных определений для 6 измерений составило 
0,65 %.

Промежуточная прецизионность характеризует 
влияние вариаций внутри лаборатории на результа-
ты идентичных образцов, отобранных из одной и той 
же серии. Оценка проводилась путем расчета про- 
цента известной концентрации, стандартного откло-
нения, относительного стандартного отклонения, от-
носительной погрешности и доверительного интер-
вала. Результаты определения внутрилабораторной 
прецизионности двух аналитиков в разные дни пред-
ставлены в таблице 7.

Относительное стандартное отклонение при опре-
делении внутрилабораторной прецизионности соста-
вило не более 2 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика количественного опреде-

ления эторикоксиба в жидкой лекарственной фор-
ме с использованием ВЭЖХ. При разработке мето-
дики меняли рН буферного раствора и соотношение 
подвижной фазы. Наиболее оптимальным вариантом  
был выбран 0,05 М калия дигидрофосфат рН  4.2 в  
соотношении 54 : 46 (буфер : ацетонитрил). Подобран-
ные условия количественного определения этори-
коксиба обеспечивают быстрое время анализа и про-
стоту пробоподготовки. Результаты валидационных 
испытаний показали, что методика обладает доста-
точной точностью, воспроизводимостью, доказана  
линейность в диапазоне концентраций от 80 до 120 % 
от номинального значения 20 мкг/мл. Разработанная 

Таблица 6. Данные для характеристики повторяемость

Table 6. Data for characterizing repeatability
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1 1782,7 21,75 543,81

540,45 3,45 0,51 541,95 ± 2,76 0,65

2 1770,4 21,61 540,06

3 1769,2 21,59 539,69

4 1751,3 21,36 534,23

5 1776,2 21,67 541,83

6 1780,2 21,72 543,05

Таблица 7. Промежуточная прецизионность

Table 7. Intermediate precision
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Химик 1
Chemist 1

1 1770,1 21,60 536,75

537,51 0,90 0,20 537,50 ± 1,02 0,172 1772,2 21,63 537,25

3 1776,2 21,67 538,50

Химик 2
Chemist 2

1 1769,7 21,60 536,50

536,50 1,25 0,26 536,50 ± 1,41 0,232 1773,8 21,65 537,75

3 1765,9 21,55 535,25
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методика может быть использована для количествен-
ного анализа эторикоксиба в жидкой лекарственной 
форме в диапазоне концентраций от 16 до 24 мкг/мл.
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Резюме
Введение. Образование и накопление биологически активных веществ в растениях – сложный процесс, связанный с рядом факторов 
окружающей среды, в том числе антропогенных. Изучение особенностей качественного состава эфирного масла травы полыни горькой 
различных с экологической точки зрения мест заготовки является актуальным. 
Цель. Цель исследования – изучение качественного состава эфирного масла травы полыни горькой, заготовленной в различных с 
экологической точки зрения районах Воронежской области. 
Материалы и методы. В Воронежском регионе было выбрано 4 точки заготовки сырья, разнообразных с точки зрения антропогенного 
воздействия. Выделение эфирного масла из сырья проводили по методике ФС «Полыни горькой трава». Определение компонентного 
состава полученных эфирных масел проводили на хромато-масс-спекрометрическом комплексе Agilent 7890B GC System (Agilent 
Technologies, США) с масс-селективным детектором Agilent 5977A MSD (Agilent Technologies, США). Анализ и обработка данных 
осуществлялись на основании баз данных NIST11 (от 19.05.2011), использовалось программное обеспечение MassHunter ver. B.06.00 и  
NIST MS Search ver. 2.0. 
Результаты и обсуждение. В образце эфирного масла, полученного из заповедного сырья, на долю монотерпеновых соединений 
приходится более 82 %, а сесквитерпеновых соединений – 16,6 %, около 2 % составляют примеси органической природы. Интенсивный 
биосинтез монотерпенов отмечен в образце, собранном в районе сельскохозяйственных полей Верхнехавского района, его массовая 
доля – более 73 %. В образцах сырья, имеющих антропогенную нагрузку (ОАО «Минудобрения» и автомобильная трасса М4), доля 
монотерпеновых соединений значительно ниже (соответственно 63,7 и 49 %). Рост доли сесквитерпеновых соединений в последних 
образцах эфирного масла полыни, возможно, связан с избыточной кислотностью урбанизированных мест заготовки. Сесквитерпеновое 
соединение хамазулен, окрашивающий эфирное масло в голубой цвет, определен только в двух образцах полыни горькой травы, 
заготовленных вдоль сельскохозяйственных полей и в трассы М4, что объясняет наличие голубого оттенка в этих маслах. 
Заключение. Хромато-масс-спектрометрический анализ эфирного масла исследуемых образцов травы полыни горькой позволил 
идентифицировать в них более 70 различных компонентов, при этом качественный состав эфирного масла сырья различных мест 
заготовки заметно отличался, что может указывать на значительное влияние места произрастания вида и антропогенных факторов на 
особенности вторичного метаболизма терпеновых соединений в растительном организме.

Ключевые слова: Воронежская область, полынь горькая, эфирные масла, агроценозы, урбоценозы
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Abstract
Introduction. The formation and accumulation of biologically active substances in plants is a complex process associated with a number 
of environmental factors, including anthropogenic ones. The study of the characteristics of the qualitative composition of essential oil of 
wormwood grass of bitter different from the ecological point of view of the places of harvesting is relevant. 
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Aim. The aim of this study study of the qualitative composition of essential oil of bitter wormwood grass, harvested in areas of the Voronezh 
region that are different from an ecological point of view. 
Materials and methods. In the Voronezh region, 4 points of raw materials procurement were selected, diverse in terms of anthropogenic 
impact. Isolation of essential oil from the raw materials was carried out according to the method of PS "Wormwood of bitter grass". 
Component composition of the obtained essential oils was determined using Agilent 7890B GC System (Agilent Technologies, USA) with  
Agilent 5977A MSD mass selective detector (Agilent Technologies, USA). Data analysis and processing was carried out on the basis of NIST11 
databases (from 19.05.2011), MassHunter ver. B.06.00 and NIST MS Search ver. 2.0 software were used. 
Results and discussion. In a sample of essential oil obtained from reserved raw materials, monoterpene compounds account for more than 
82 %, and sesquiterpene compounds – 16.6 %, about 2 % are organic impurities. Intensive biosynthesis of monoterpenes was noted in a sample 
collected in the area of agricultural fields of the Verkhnekhavsky district, its mass fraction is more than 73 %. In samples of raw materials with 
anthropogenic load (OJSC "Minudobreniya" and Highway M4), the share of monoterpene compounds is significantly lower (63.7 and 49 %, 
respectively). The increase in the proportion of sesquiterpene compounds in the last samples of wormwood essential oil may be due to the 
excessive acidity of the urbanized places of the workpiece. The sesquiterpene compound hamazulene, which stains essential oil blue, is 
identified in only two samples of gorse grass wormwood harvested along agricultural fields and in M4 tracks, which explains the presence of a 
blue hue in these oils. 
Conclusion. The chromato-mass spectrometric analysis of the essential oil of the studied samples of bitter wormwood grass made it possible 
to identify more than 70 different components in them, while the qualitative composition of the essential oil of the raw materials of different 
places of the workpiece was significantly different, which may indicate a significant influence of the place of growth of the species and 
anthropogenic factors on the features of the secondary metabolism of terpene compounds in the plant organism.

Keywords: Voronezh region, bitter wormwood, essential oil, agrocenoses, urbocenoses
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ВВЕДЕНИЕ
Интерес к препаратам на основе растительно-

го сырья возрастает с каждым годом. Это объясняет-
ся высокой терапевтической эффективностью таких 
лекарственных средств, а также, что наиболее важ-
но, безвредностью и отсутствием побочных эффек-
тов. При этом значительная доля заготовок лекарст- 
венных растений осуществляется в Центральной по-
лосе России, отличающейся высокой плотностью на-
селения, активной хозяйственной деятельностью, 
развитой сетью транспортных магистралей, большим 
количеством промышленных производств, интенсив-
ными технологиями ведения сельского хозяйства  [1, 
2]. В данных условиях нарастает угроза заготовки 
растительного сырья в экологически неблагоприят-
ных районах, а потому актуальным становится выяв-
ление влияния антропогенного загрязнения на хими-
ческий состав растений [3–5]. 

Полынь горькая (Artemisia absinthium L.) – много-
летнее, синантропное растение, рефлекторно улуч- 
шающее секрецию желудочного сока и желчи, повы-
шающее аппетит и оказывающее противовоспали-
тельное действие [6–9]. Основу богатого химического 
состава травы полыни горькой составляют эфир-
ные масла (до 0,8 %) и флавоноиды (до 1,8 %). Эфир-

ное масло полыни горькой включает до 90 компо-
нентов, основными из которых являются хамазулен 
и цинеол, а также β-мирцен, нерил-2-метилбутаноат,  
нерил-3-метилбутаноат, линалоол, β-фарнезен, нафта- 
ленон, борнилацетат, геранил гексаноат, β-кариофил- 
лен, β-бурбонен и др. Флавоноиды представлены пре-
имущественно производными апигенина, артемети- 
на, изорамнетина, кверцетина, кемпферола, патуле- 
тина, спинацетина. Также в сырье содержатся сескви-
терпеновые лактоны (до 0,4 %), дубильные вещества 
(до 10,5 %), кумарины, сапонины, лигнаны, органиче-
ские кислоты, фенолкарбоновые кислоты. Трава по-
лыни горькой эффективно накапливает витамины (В1,  
В5, В6, В9, С), макро- (калий, кальций, фосфор) и мик- 
роэлементы (бор, бром, железо, марганец, медь, 
цинк) [10–17].

Образование и накопление биологически актив-
ных веществ в растениях – сложный процесс, связан-
ный с рядом факторов окружающей среды, в том 
числе антропогенных. Часто поллютанты выступают 
в роли ингибиторов или индукторов биосинтетиче- 
ских процессов. Известно, что в стрессовых для рас-
тения условиях обитания активизируется синтез ве- 
ществ антиоксидантной активности – низкомолеку-
лярных пептидов, органических кислот, флавоноид- 
ных соединений [18–22]. Так, ранее проведенные ис-
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следования по изучению влияния различных по-
следствий хозяйственной деятельности человека, в 
частности на накопление флавоноидов в траве по-
лыни горькой, заготовленной в урбоценозах и агро-
ценозах Центрального Черноземья, показали силь-
ную вариабельность результатов: при умеренной 
антропогеннной нагрузке отмечена индукция синте- 
за флавоноловых соединений, при повышении  – по-
давление биосинтеза полифенолов, что можно объ-
яснить угнетением антиоксидантной системы расте-
ния  [2, 3, 5]. При этом данные о влиянии стрессовой 
антропогенной нагрузки на особенности компо-
нентного состава эфирного масла практически от- 
сутствуют. 

Цель работы – изучение особенностей компо-
нентного состава эфирного масла травы полыни 
горькой, заготовленной в агро- и урбоценозах Во-
ронежской области. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выбор территорий для заготовки травы полыни 

горькой объясняется особенностями антропогенно-
го воздействия. Для оценки эфирного масла полыни 
горькой в качестве зоны сравнения использовалась 
заповедная зона (контроль): Воронежский биосфер-
ный заповедник. Опытные зоны: зона с активной 
сельскохозяйственной деятельностью в Верхнехав-
ском районе; химическое предприятие ОАО  «Мину-
добрения»; территория вдоль крупной дороги – трас- 
са М4 «Дон». 

Заготовку травы полыни горькой проводили в со-
ответствии с фармакопейными требованиями во вре-
мя цветения растения, аккуратно срезая ножницами  
верхушки стеблей длиной 15–20 см. Использовали 
естественную сушку, под навесом, раскладывая тол-
стым слоем по 30–40 см, периодически переворачи-
вая. Выделение и определение содержания эфирно-
го масла проводили в соответствии с ФС.2.5.0033.15 
«Полыни горькой трава» и ОФС.1.5.3.0010.15 «Опре- 

деление содержания эфирного масла в лекарствен-
ном растительном сырье и лекарственных рас-
тительных препаратах». На анализ брали по 20,0  г 
сырья, осуществляя перегонку в течение 3 ч [23]. Взве-
шивание проводили на аналитических весах AND  
GH-202 (AND, Япония). Каждое определение прово-
дили трижды, полученные результаты статистически 
обрабатывали при доверительной вероятности 0,95.

Определение компонентного состава полученных 
эфирных масел проводили на хромато-масс-спекро- 
метрическом комплексе Agilent 7890B GC System (Agi- 
lent Technologies, США) с масс-селективным детекто-
ром Agilent 5977A MSD (Agilent Technologies, США). 
Температура узла ввода пробы – 310 °C, аналити-
ческого интерфейса – 290 °C. Разделение проводи-
ли на капиллярной колонке HP-5ms UI с неподвиж-
ной фазой (5 %-фенил)-метилполисилоксан (30 м × 
0.250  мм × 0.25  μм). Скорость потока газа носителя  –  
1  мл/мин при постоянном потоке. Объем вводимой 
пробы – 1 мкл, деление потока 20 : 1; температур-
ный режим: 40  °С – изотерма 5 мин, нагрев 5  °С/мин,  
до 65  °С, изотерма 5  мин, затем нагрев со скоростью 
5  °С/мин до 180 °С, изотерма 1 мин, нагрев со скоро-
стью 10 °С/мин до 270  °С, изотерма 1 мин, нагрев со 
скоростью 10 °С/мин до 320  °С, изотерма 3  минуты. 
Применялась ионизация «электронный удар» с энер-
гией излучения 70  эВ. Регистрацию сигнала проводи-
ли по полному ионному току (TIC) в диапазоне масс  
20–550 m/z. Анализ и обработка данных осуществля-
лись на основании баз данных NIST11 (от 19.05.2011), 
использовалось программное обеспечение MassHun- 
ter ver. B.06.00 и NIST MS Search ver. 2.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На первом этапе исследования было проведено 

количественное определение эфирного масла в ис-
следуемом сырье (таблица 1). Все проанализирован-
ное растительное сырье соответствует требованиям 
фармакопейной статьи по определяемому показате-
лю  [23]. Содержание эфирного масла в исследуемых 

Таблица 1. Содержание эфирного масла в траве полыни горькой

Table 1. Content of essential oil in bitter wormwood herb

№ п/п
No

Территория сбора 
Collection area

Содержание  
эфирного масла, %

Amount of essential oil, %

Окраска эфирного масла
Essential oil coloration

1
Воронежский государственный заповедник 
Voronezh State Reserve

1,85 ± 0,09
Оранжевая
Orange

2
Сельскохозяйственные поля Верхнехавского р-на
Agricultural fields of the Verkhnekhavsky district

1,61 ± 0,06
Темно-коричневая с синеватым оттенком
Dark brown with a bluish tinge

3
ОАО «Минудобрения» 
OJSC "Minudobreniya"

1,40 ± 0,09
Светло-желтая
Light yellow

4
Автомобильная трасса М4 
Highway M4

0,68 ± 0,05
Коричнево-синяя
Brown-blue

Числовой показатель по ФС [23]
Numerical indicator for pharmacopoeia article

Не менее 0,2
Not less than 0.2

–
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образцах травы полыни горькой варьировало от  
0,68 до 1,85 %.

При количественной оценке содержания эфир-
ного масла нами была отмечена разная окраска вы-
деляемого масла, изменяющаяся от светло-желтой и 
оранжевой до темно-коричневой и коричнево-синей, 
что указывало на актуальность изучения компонент-
ного состава эфирного масла данных объектов. 

Следующим этапом исследований было проведе-
ние хромато-масс-спектрометрического анализа эфир-
ных масел травы полыни горькой (таблица 2) [24, 25]. 

Как следует из данных таблицы 2 в компонентном 
составе исследованных образцов эфирных масел по-
лыни горькой наблюдаются различия как в качест- 
венном, так и в количественном отношении, что ука-
зывает на возможное влияние места произрастания  
и антропогенных факторов на особенности вторич-
ного метаболизма терпеновых соединений в расти-
тельном организме. Всего было идентифицировано 
73  компонента. Набольшее количество соединений  – 
49, определено в образце травы полыни горькой,  
заготовленной в агроценозе. В остальных объектах  
зафиксировано от 41 до 45 соединений. 

Качественный состав эфирных масел травы по-
лыни горькой представлен монотерпеновыми (С10) 
и сесквитерпеновыми (С15) соединениями. В образце 
эфирного масла, полученного из заповедного сырья, 
на долю монотерпеновых соединений приходится 
более 82 %, а сесквитерпеновых соединений – 16,6 %, 
около 2 % составляют примеси органической приро-
ды. Интенсивный биосинтез монотерпенов отмечен  
в образце, собранном в районе сельскохозяйствен-
ных полей Верхнехавского района, его массовая до-
ля  – более 73 %. В образцах сырья, имеющих ант- 
ропогенную нагрузку (ОАО «Минудобрения» и авто- 
мобильная трасса М4), доля монотерпеновых со- 
единений значительно ниже (соответственно 63,7 и  
49 %). Рост доли сесквитерпеновых соединений в  
последних образцах эфирного масла полыни, воз-
можно, связан с избыточной кислотностью урбани-
зированных мест заготовки. Согласно литературным 
данным, присутствие ацетатов в почве увеличивает  
накопление в эфирных маслах сесквитерпеновых  
соединений, что обусловлено особенностями аце- 
татно-мевалонатного пути их биосинтеза [26].

Среди компонентов исследованных объектов 
можно выделить компоненты, присутствующие во 
всех эфирных маслах. К ним относятся: β-фелландрен 
(0.94–9,37 %), β-мирцен (1,76–15,79 %), n-цимен (0,33–
3,46 %), эукалиптол (1,09–14,44 %), γ-терпинен (0,24–
2,16 %), β-туйон (5,16–24,95 %), α-туйон (6,62–11,04 %), 
миртенилацетат (0,60–42,81 %), α-копаен (0,16–0,95 %), 
β-боурбонен (0,27–0,91 %), кариофиллен (0,54–1,46 %), 
α-мууролен (0,17–0,42 %), 2-этил-4-метил-1,3-пента- 
диенилбензен (0,23–10,72 %), кедрен-13-ол (0,09–
0,79 %), геранил-n-цимен (0,35–1,65 %), терпинен-4-ол 
(1,67–5,13 %), нерил-2-метилбутаноат (0,67–17,83 %). 

Доминирующим соединением во всех эфирных мас-
лах полыни горькой является туйон, бициклический 
монотерпен, который обычно находится в двух сте- 
реоизомерных формах: α- и β-туйоны (синоним: 
туйон и изотуйон). Максимальное содержание изо-
меров туйона определено в масле полыни заповед- 
ной зоны заготовки (около 36 %), меньше всего  – в 
эфирном масле полыни, заготовленной вдоль сель-
скохозяйственных полей (около 15 %). Отмечено 
также, что больше всего β-мирцена (15,79 %) обна-
ружено в масле полыни из заповедника, эукалипто-
ла (14,44 %)  – в масле полыни, заготовленной око-
ло ОАО  «Минудобрения», миртенилацетата (42,81 %) 
в эфирном масле, полученном из сырья травы, вы-
росшей около сельскохозяйственных полей. Мирте-
нилацетат – монотерпеновый эфир с фруктово-тра-
вянистым запахом, обладающий спазмолитическим 
действием, в большом количестве встречается в 
эфирных маслах мирта обыкновенного  [27]. Во вто-
рой группе – компоненты идентифицированы только 
в отдельных образцах. Например, в масле полыни из 
заповедника не обнаружен фенхен, линалоол, саби-
нила ацетат, борнеол, α-терпинеол, лавандуол и др. 
Примечательно, что сесквитерпеновое соединение 
хамазулен, окрашивающий эфирное масло в голубой 
цвет, определен только в двух образцах полыни горь-
кой травы, заготовленных вдоль сельскохозяйствен-
ных полей и трассы М4, что объясняет наличие го- 
лубого оттенка в этих маслах. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Хромато-масс-спектрометрический анализ эфир-

ных масел исследуемых образцов травы полыни 
горькой позволил идентифицировать в них более 
70  различных компонентов, при этом качественный 
состав эфирного масла сырья различных мест заго-
товки заметно отличался, что может указывать на 
значительное влияние места произрастания вида и  
антропогенных факторов на особенности вторич-
ного метаболизма терпеновых соединений в расти-
тельном организме. Отмечен рост доли сесквитер-
пеновых соединений в образцах ЭМ полыни горькой 
урбанизированных территорий, что, возможно, свя-
зано с избыточной кислотностью почв, повышающей 
биосинтез сесквитерпеновых соединений по ацетат-
но-мевалонатному пути.
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Таблица 2. Компонентный состав эфирных масел травы полыни горькой 

Table 2. Component composition of essential oils of bitter wormwood herb
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Массовая доля в образце (от общей суммы), %
Mass fraction in sample (of total amount), %

1 3,847
3-гексанон
3-hexanone

– – – 0,27

2 7,688
1-циклопентилэтил-2-фенилацетат
1-cyclopentylethyl-2-phenylacetate

– 0,37 – –

3 7,991
3,5-диметилоктан
3,5-dimethyloctane

0,14 – 0,16 –

4 8,026
12-метил-1,5,9,11-тридекатетраен
12-methyl-1,5,9,11-tridecatetraene

0,4 – – 0,2

5 8,082
15-хлоро-13-оксабициклопентадекан
15-Chloro-13-oxabicyclopentadecane

– 0,29 – 0,29

6 8,195
4,5-диэтилоктан
4,5-diethyloctane

0,62 0,25 0,44 –

7 8,347
1-метилэтилбензен
1-methylethylbenzene

– 0,59 – –

8 8,429
4-карен
4-karene

– – 1,02 0,39

9 8,494
α-пинен
α-pinene

– – – 0,2

10 8,564
α-фелландрен
α-fellandrene

3,03 1,13 1,73 –

11 8,629
1-хлоротетрадекан
1-Chlorotetradecane

– 0,44 – –

12 8,789
2,6-диметилоктан
2,6-dimethyloctane

0,19 0,12 0,23 –

13 9,049
α-фенхен
α-fenkhene

– 0,15 0,52 0,17

14 10,085
β-фелландрен
β-fellandrene

9,37 1,79 0,96 0,94

15 10,935
β-мирцен
β-mirtsene

15,79 5,14 8,16 1,76

16 11,950
1-п-ментен
1-p-mentene

1,24 0,22 0,63 –

17 12,340
п-цимен
p-cymene

2,17 1,23 3,46 0,33

18 12,522
эукалиптол
eukaliptole

1,77 1,13 14,44 1,09

19 14,312
γ-терпинен
γ-terpinene

2,16 0,45 1,39 0,24

20 15,145
1,2-оксолиналоол
1,2-oxolinaloole

0,87 1,46 – 2,52

21 16,155
линалоола оксид
linalool oxide

– 1,2 0,71 –

22 16,198
α-терпинеол
α-terpineole

0,87 – 0,65 –

23 16,948
β-туйон
β-tuyone

24,95 5,16 13,68 20,54
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24 17,546
α-туйон
α-tuyone

11,04 9,76 6,62 7,62

25 17,889
геранилвиниловый эфир
geranylvinyl ethere

– 0,2 0,21

26 18,435
2-циклогексен-1-ол
2-cyclohexen-1-ole

0,18 – 0,15 –

27 18,782
сабинила ацетат
sabinyl acetate

– 0,94 0,62 0,34

28 18,830
3-циклогексен-1-карбинол
3-cyclohexene-1-carbinole

0,27 – –

29 19,532
1,2-эпоксициклододекан
1,2-epoxicyclododecane

0,4 0,34 – 0,22

30 19,809
тетрагидроактинидиолид
tetrahydroactinidiolide

0,48 – – –

31 19,840
эндо-борнеол
endo-borneole

– 0,09 1,41 –

32 20,369
терпинен-4-ол
terpinen-4-ole

5,13 1,67 3,04 2,14

33 20,993
α-терпинеол
α-terpineole

– 0,13 0,41 0,31

34 21,284
9,10-диметилтрициклодекан-9,10-диол
9,10-dimethyltricyclodecan-9,10-diole

– – – 0,19

35 21,929
3-карен
3-karene

0,83 – 0,64 –

36 23,577
изовербинила ацетат
isoverbinyl acetate

– – 0,57 –

37 24,626
миртенилацетат
myrtenylcetate

0,6 42,81 2,72 9,63

38 27,019
α-копаен
kopaene

0,27 0,16 0,95 0,29

39 27,253
β-боурбонен
β-bourbonene

0,27 0,33 0,91 0,69

40 27,500
β-элемен
β-elemene

– 0,11 0,26 0,43

41 27,773
α-акоренол
α-akorenole

– – 0,14 –

42 27,912
4-гидрокси-β-ионон
4-gidroksi-β-ionone

– 0,08 – 0,14

43 28,181
Кариофиллен
karyophyllene

1,46 0,82 0,54 0,93

44 28,450
лавандуол
lavanduole

– 0,34 0,72 1,17

45 29,091
1,5,9,9-тетраметил-1,4,7-циклоундекатриен
1,5,9,9-tetramethyl-1,4,7-cycloundecatriene

0,14 0,09 – 0,12

46 29,343
ледена оксид
ledene oxide

– – – 0,21

Продолжение таблицы 2

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods
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47 29,824
β-копаен
β-kopayene

0,32 – – –

48 29,950
леден
ledene

0,75 0,23 1,16 –

49 30,162
фарнезола ацетат
farnesol acetate

– – 1,6 3,3

50 30,180
линалил изобутират
linalyl isobutyrate

– 0,65 – –

51 30,210
неролидила ацетат
nerolidyl acetate

0,28 – – –

52 30,669
2-этил-4-метил-1,3-пентадиенилбензен
2-ethyl-4-methyl-1,3-pentadienylbenzene

2,05 5,07 10,72 0,23

53 30,956
α-мууролен
α-muurolene

0,2 0,17 0,42 0,31

54 31,216

5,5-диметил-4-(3-метил-1,3-бутадиенил)-
1-оксаспирооктан
5,5-dimethyl-4-(3-methyl-1,3-butadienyl)-
1-oxaspirooctane

0,29 0,25 – 0,19

55 31,393

2-(п-хлорофенил)-
изопропилидене-циклопропан
2-(p-chlorophenyl)-
isopropylidene-cyclopropane

– – 0,24 –

56 31,653
аромадендрена оксид
aromadendrene oxide

– – 0,18 –

57 32,178
спатуленол
spatulenole

0,32 0,37 1,44 –

58 32,243
цитронеллила сенециоат
citronellyl senecioate

– – – 16,01

59 32,273
кариофиллена оксид
caryophyllene oxide

3,53 5,66 – –

60 32,408
нерил-2-метилбутаноат
neryl-2-methylbutanoate

0,67 2,01 13,01 17,83

61 32,872
метил-фарнезол
methyl-farnesole

– 0,49 0,59

62 33,015
α-изометил ионон
α-izometil ionone

– 0,25 0,3 0,44

63 34,025
γ-селинен
γ-selinene

0,58 2,27 – 0,47

64 35,261
андроста-1,4,6-триен-3,17-дион
androsta-1,4,6-triene-3.17-dione

0,14 – 0,24 –

65 35,599
хамазулен
chamazulene

– 0,72 – 1,08

66 36,180
2,6,10-триметилтетрадекан
2,6,10-trimethyltetradecane

– – 0,13 –

67 38,057
гексагидрофарнезил ацетон
hexahydrofarnesyl acetone

– – – 0,55

Продолжение таблицы 2

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods
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68 38,616
геранил-α-терпен
geranil-α-terpene

– – – 0,17

69 39,041
кедрен-13-ол
cedar-13-ole

0,17 0,09 0,34 0,79

70 39,561

7,9-дитертбутил-1-оксаспиро(4,5)дека-
6,9-диен-2,8-дион
7,9-Ditertbutyl-1-oxaspiro(4,5)deca-
6,9-diene-2,8-dione

0,74 0,15 0,7 0,25

71 40,316
геранил-п-цимен
geranyl-p-cymene

1,65 0,37 0,35 0,9

72 41,165
нуциферол
nuciferole

2,44 0,72 – 1,35

73 41,269
α-куркумен
α-kurkumene

– 1,11 – 2,03

Всего идентифицировано
Total identified

98,77 98,97 99,30 99,48

Окончание таблицы 2

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods
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Резюме
Введение. Микроэлементы являются неотъемлемой частью организма человека, однако около 80 % населения отмечает дисбаланс их 
содержания. В лекарственных растениях минеральные вещества находятся в легко доступной и усвояемой форме вместе с биологически 
активными веществами. Весьма популярны для профилактики и в составе комплексной терапии различных заболеваний лекарственные 
растительные сборы. Однако сведения о содержании микроэлементов в многокомпонентных лекарственных растительных препаратах 
весьма ограничены. Поэтому необходимы исследования минерального состава, которые позволят рассматривать растительные сборы в 
качестве дополнительного источника микроэлементов.
Цель. Изучить содержание микроэлементов (B, Si, Al, Ba, Sr, Ti) в грудном сборе № 4, его компонентах и водных извлечениях из них.
Материалы и методы. Объектами исследования были грудной сбор № 4, его отдельные компоненты и водные извлечения из них. Настои 
из образцов получали согласно инструкции по применению на упаковке лекарственного растительного препарата. Подготовку проб к 
анализу осуществляли смесью концентрированной азотной кислоты и воды деионизированной в микроволновой системе Milestone Ethos 
Up (Milestone, Италия). Анализ проводили методом атомно-эмиссионной спектрометрии с индуктивно связанной плазмой на приборе 
ИСП-АЭС 720-ES (Agilent Technologies, США). 
Результаты и обсуждение. Обнаружено, что концентрации Si, Al, B, Sr, Ba, Ti в отдельных компонентах сбора варьировали в  
диапазоне 2,9–1240 мг/кг, переход микроэлементов в водные извлечения составил 0,4–34,2 %. Содержание этих элементов в грудном сборе 
№ 4 найдено 13,3–920,7 мг/кг, а степень извлечения в настой составила 3–40 %. Сравнительный анализ показал, что извлечение B, Al, Ba из 
сбора в настой на 14–58 % выше, чем из отдельных компонентов, входящих в его состав. Установлено, что с настоем из грудного сбора № 4 
в организм человека поступает 50 % бора и 264 % кремния от рекомендуемого адекватного уровня потребления в РФ. 
Заключение. Проведенное исследование показало, что грудной сбор № 4 можно рассматривать как дополнительный источник B и 
Si в организм человека. Концентрации Al, Sr, Ba, Ti находились в пределах средних значений диапазона содержания этих элементов в 
растениях.

Ключевые слова: лекарственное растительное сырье, растительные препараты, микроэлементы, атомно-эмиссионная спектрометрия, 
сборы лекарственные
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Abstract
Introduction. Trace elements are an essential part of the human body, but about 80 % of the human population notes an imbalance in their 
content. Medicinal plants contain minerals in an accessible and digestible form together with biologically active substances. Medicinal herbal 
preparations are very popular for the prevention and as part of the complex therapy of various diseases. However, information about the 
content of trace elements in multicomponent medicinal herbal preparations is very limited. Therefore, it is necessary to study the mineral 
composition, which will allow us to consider plant collections as an additional source of trace elements.
Aim. The purpose of our study was to study the content of trace elements (B, Si, Al, Ba, Sr, Ti) in breast collection No. 4, its components and 
aqueous extracts from them.
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Materials and methods. The objects of the study were breast collection No. 4, its individual components and aqueous extracts from them. 
Infusions from the samples were obtained according to the instructions for use on the packaging of a medicinal herbal preparation. The 
samples were prepared for analysis with a mixture of concentrated nitric acid and water deionized in the Milestone Ethos Up microwave system 
(Milestone, Italy). The analysis was carried out by atomic emission spectrometry with inductively coupled plasma on the ISP-NPP 720-ES device 
(Agilent Technologies, USA). 
Results and discussion. It was found that the concentrations of Si, Al, B, Sr, Ba, Ti in individual components of the collection varied in the range 
of 2.9–1240 mg/kg, the transition of trace elements to aqueous extracts was 0.4–34.2 %. The content of these elements in breast collection No. 4 
was found to be 13.3–920.7 mg/kg, and the degree of extraction the infusion was 3–40 %. Comparative analysis showed that the extraction of 
B, Al, Ba from the collection into the infusion is 14–58 % higher than from the individual components included in its composition. It has been 
established that 50 % of boron and 264 % of silicon from the recommended adequate level of consumption in the Russian Federation enters the 
human body with an infusion from the breast collection No. 4. 
Conclusion. The study showed that breast collection No. 4 can be considered as an additional source of B and Si in the human body. The 
concentrations of Al, Sr, Ba, Ti were within the average values of the range of the content of these elements in plants.

Keywords: medicinal plant raw materials, herbal preparations, trace elements, atomic emission spectrometry, medicinal collections
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ВВЕДЕНИЕ
Минорные элементы (микроэлементы) – это груп-

па химических элементов, которые содержатся в  
организме человека в очень малых количествах, мень-
ше 0,001 % массы [1]. К ним относятся бор (B), крем- 
ний  (Si), алюминий (Al), стронций (Sr), барий (Ba), ти-
тан (Ti), германий (Ge), хром (Cr), олово (Sn), цинк (Zn), 
фтор  (F), молибден (Mo), ванадий (V) и некоторые дру-
гие (таблица  1)  [2]. Микроэлементы выполняют важ-
ные функции в организме человека, в частности, участ- 
вуют в обмене белков, жиров, углеводов, синтезе бел- 
ка, теплообмене, кроветворении, костеобразовании, 
размножении, реакциях иммунитета [3]. По значимо-
сти для живых организмов микроэлементы подразде-
ляют на эссенциальные, условно-эссенциальные, ус-
ловно токсичные и токсичные [4]. Однако известно, 
что сами эссенциальные микроэлементы в опреде-
ленных концентрациях могут вызывать нежелатель-
ные реакции, а отдельные токсичные элементы в ма-
лых количествах жизненно необходимы организму [5].

Кремний (Si) входит в состав гликозаминоглика-
нов и коллагена, которые формируют и стабилизи- 
руют каркас соединительной ткани [6]. Он необхо-
дим для поддержания твердости костей, подвижности  
суставов и хорошего состояния кожи, защищает сосу-
дистую стенку при атеросклеротических процессах, 
предотвращает развитие болезни Альцгеймера. В ор-
ганизме человека содержится около 1 г Si, преиму-
щественно в виде остатков ортокремниевой кислоты  
в соединительной ткани (таблица  2) [7]. Дефицит Si  
может развиваться при его недостаточном поступле-
нии в организм (менее 5 мг/день) [8]. 

Таблица 1. Содержание, суточное поступление  
и усвоение микроэлементов

Table 1. Content, daily intake and assimilation of trace elements
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Кремний
Silicium 

1000 20–30 2–4

Бор
Borum

20 7–20 80–90

Алюминий
Aluminum

50 2–3 2–4

Стронций
Strontium

320 0,8–3,0 5–10

Барий
Barium

20 0,3–1,0 10–30

Титан
Titanium 

9 0,1–1,0 1–3

Бор (B) – эссенциальный микроэлемент, кото-
рый участвует в образовании костной ткани; влияет  
на обмен кальция, фосфора, фтора, цинка и магния;  
участвует в образовании витамина D; нормализует  
обмен нуклеиновых кислот; поддерживает и стимули-
рует синтез белков [9]. Адекватный уровень потреб- 
ления этого элемента составляет 2 мг/сут [10, 11].

Алюминий (Al) входит в состав множества фер-
ментных систем; участвует в образовании фосфат-
ных и белковых комплексов; процессах регенерации  
костной, соединительной и эпителиальной ткани; 
оказывает стимулирующее действие на пищевари-
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тельные и паращитовидные железы [12, 13]. С дру-
гой стороны, он относится к иммунотоксичным эле-
ментам, поскольку вызывает угнетение функций Т- и 
В-клеток, макрофагов. В малых количествах Al обна-
ружен практически во всех органах человека, но свы-
ше 5000  мг/сутки может представлять серьезную  
опасность для здоровья  [14, 15]. В желудочно-кишеч-
ном тракте лучше всего усваиваются растворимые  
соли, такие как хлорид и цитрат Al (таблица 2) [16]. 

Роль стронция (Sr) в организме человека до кон-
ца не ясна, но доказано его участие в образовании и 
прочности эмали зубов, в процессах костеобразова-
ния [17]. Он относится к токсичным элементам: при 
поступлении свыше 700 мг/сут поражаются костная 
ткань, печень, легкие и мозг [18]. 

Барий (Ba) относится к токсичным элементам: все 
его растворимые соединения могут вызвать патоло-
гические реакции через несколько часов после по-

ступления в организм. Отравления Ba приводят к 
спазму гладкой мускулатуры и резкому нарушению 
сердечной деятельности [19]. Токсическая доза для  
человека составляет 200 мг [20].

Роль титана (Ti) в организме человека оконча-
тельно не выяснена. Ti может поступать в организм 
человека с пищей (в виде пищевой добавки Е171),  
при вдыхании титановой пыли на химических и ме-
таллургических предприятиях [21]. Всего в организ- 
ме человека содержится 9–15 мг Ti [22].

В ряде исследований установлено, что у пациен-
тов с различными заболеваниями (в том числе при 
бронхиальной астме) наблюдаются изменения соста-
ва и концентраций химических элементов в тканях 
и органах [23]. Помимо непосредственного участия  
микроэлементов в патогенезе респираторных забо-
леваний, их избыток может привести к негативным 
воздействиям на клетки и внутриклеточные структу-

Таблица 2. Формы поступления минорных элементов в организм человека

Table 2. Forms of entry of minor elements into the human body

Элемент
Trace element

Форма поступления 
Form of intake 

Формула 
Formula

Кремний
Silicium 

В виде остатков ортокремниевой кислоты, связанной с 
аминокислотами и моносахаридами
Orthosilicic acid associated with amino acids and 
monosaccharides

 

Бор 
Borum

В виде солей борной кислоты:
 • Тетраборат натрия

Boric acid salts:
 • Sodium Tetraborate

Алюминий 
Aluminum

В виде солей органических кислот: 
 • Цитрат алюминия

Salts of organic acids:
 • Aluminum citrate

Стронций
Strontium

В виде солей неорганических кислот: 
 • Нитрат стронция. 
 • Хлорид стронция

Salts of inorganic acids: 
 • Strontium nitrate. 
 • Strontium chloride

SrCl2, 
Sr(NO3)2

Барий
Barium

В виде солей неорганических и органических кислот: 
 • Хлорид бария.
 • Ацетат бария

Salts of inorganic and organic acids: 
 • Barium Chloride.
 • Barium Acetate

BaCl2, 
Ba(CH3COO)2

Титан
Titanium 

В виде оксидов:
 • Диоксид титана

Oxides:
 • Titanium dioxide

TiO2
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ры  [24]. Показано, что в организме больных с хрони- 
ческими заболеваниями увеличивается содержание  
Al и S, наблюдается дисбаланс Zn, Cu, Mn, Co [25]. У 
больных с множественными эпизодами острых рес- 
пираторных заболеваний наблюдается повышенное 
содержание Pb, Cd, Cr и пониженное содержание Ca, 
Mg, Fe  [26]. Для макроэлементов такие закономерно-
сти изучены намного лучше, чем для микроэлементов.

Минеральные вещества в лекарственном расти-
тельном сырье (ЛРС) находятся в легко усваиваемых 
формах – в виде солей органических кислот (цитра-
тов, оротатов, глюконатов и пиколинатов) и других 
растворимых комплексных соединений [27]. Поэто-
му лекарственные растительные препараты могут 
оказывать терапевтический эффект не только за счет 
биологически активных веществ, но и корректиро-
вать микроэлементный баланс в организме челове-
ка. Однако ранее многокомпонентные лекарствен-
ные растительные препараты (ЛРП) в этом аспекте  
не рассматривались. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве основного объекта исследования вы-

бран грудной сбор № 4 (ОАО «Красногорсклексредст- 
ва», Россия, серия 50419). Помимо него, исследова-
ны отдельные компоненты, из которых получен сбор: 
цветки ромашки аптечной (Chamomillae recutita flo- 
res), цветки календулы лекарственной (Сalendulae of-
ficinalis flores), листья мяты перечной (Menthae piperi- 
tae folia), побеги багульника болотного (Ledi palust- 
ris cormus), корни солодки (Glycyrrhizae radices), трава  
фиалки (Violae herba). 

В анализе использовалась концентрированная 
азотная кислота (о.с.ч., 18-4, АО «ВЕКТОН», Россия) и 
вода деионизированная, которую получали при по-
мощи системы очистки воды Milli-Q plus (Millipore,  
Германия).

Из сбора и всех видов сырья готовили водные  
извлечения. Измельченное лекарственное раститель-
ное сырье помещали в стеклянный стакан на 250  мл 
и заливали 200 мл горячей деионизированной во- 
дой. Накрыв часовым стеклом, нагревали на кипя-
щей водяной бане при периодическом помешивании 
15  минут. Затем охлаждали при комнатной темпера-
туре 45  минут и фильтровали через фильтр «красная 
лента». Затем фильтр помещали в марлю и вместе с 
фильтром отжимали сырье. Объем полученного на-
стоя доводили деионизированной водой до 200,0 мл  
в мерной колбе.

Содержание элементов (Si, Al, B, Sr, Ba, Ti) в про-
бах определяли методом атомно-эмиссионной спект- 
рометрии с индуктивно-связанной плазмой после 
предварительной кислотной минерализации. Пробо-
подготовку образцов сырья проводили смесью кис-
лоты азотной концентрированной и воды деионизи-
рованной в соотношении 1 : 10. Водные извлечения 
(20  мл) предварительно упаривали до сухого остатка. 
Разложение осуществляли в микроволновой систе-

ме Milestone Ethos Up (Milestone, Италия) с часто-
той 2450  Гц и выходной мощностью 900 Вт. Элемент-
ный анализ проводили методом атомно-эмиссионной 
спектрометрии на приборе ИСП-АЭС 720-ES (Agilent 
Technologies, США) с осевой конфигурацией обзора 
плазмы (таблица 3). 

Таблица 3. Условия измерений в ИСП–АЭС эксперименте

Table 3. Measurement conditions in the ISP–NPP experiment

Показатель, единицы измерения 
Indicator, units of measurement

Значение 
Value 

Мощность РЧ, кВт 
RF power, kW

1,40

Поток плазмы, л/мин 
Plasma flow, l/min

15

Дополнительный поток, л/мин 
Additional flow, l/min

1,50

Поток распылителя, л/мин 
Spray flow, l/min

0,70

Время чтения повторности, с 
Repetition reading time, s 

5

Время стабилизации, с 
Stabilization time, s

15

Повторности 
Repetition

3

Задержка ввода пробы, с 
Sample input delay, s

15

Скорость вращения перистальтического 
насоса, об/мин 
Rotation speed of the peristaltic pump, rpm

12

Значение концентраций рассчитывали как сред-
нее арифметическое в пересчете на 1 грамм сухого 
сырья.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты исследования показали, что в отдель-

ных компонентах сбора концентрации микроэлемен-
тов варьировали в широком диапазоне (в мг/кг): Si – 
282,3–1239,2; Al – 27,6–512,0; B – 6,5–11,9; Sr – 7,6–233,2; 
Ba – 12,3–84,1; Ti – 2,9–97,5 (таблица 4). Максималь-
ные концентрации элементов определены в корнях  
солодки (Si, Al, Sr), в цветках календулы лекарствен-
ной (Ti, B), в побегах багульника болотного (Ba). Ми- 
нимальные концентрации микроэлементов отмече-
ны в цветках календулы лекарственной (Ba) и в побе- 
гах багульника болотного (Si, Al, Sr, Ti, B). Содержа-
ние микроэлементов в образцах грудного сбора № 4 
убывали в ряду: Si > Al > Sr > Ba > Ti > B.

Концентрации Si варьировали в диапазоне  
282,30–1239,24 мг/кг, что находится в пределах сред-
них значений в растениях (14,47–1700,19 мг/кг)  [28]. 
Si найден в максимальных концентрациях в корнях  
солодки, а в минимальных – в побегах багульника  
болотного (рисунок  1). Обнаружено, что в корнях  
солодки концентрации Si на 40 % больше, чем в груд-
ном сборе № 4. 

Al в компонентах сбора найден в концентрациях  
27,58–512,02 мг/кг, что не превышало среднего со-
держания в растениях (0,06–5130  мг/кг)  [28]. Мак- 
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симальные концентрации элемента отмечены в кор- 
нях солодки, а в минимальных – в побегах багуль- 
ника болотного. 

Содержание B варьировало в диапазоне 6,51– 
34,35 мг/кг (концентрации в растениях – 2,50– 
61,0 мг/кг)  [28]. Максимальные концентрации эле-
мента отмечены в цветках календулы лекарственной, 
а в минимальных – в побегах багульника болотного 

(рисунок  2). В отдельных компонентах (цветки ромаш- 
ки аптечной и цветки календулы лекарственной) со-
держание B было более чем в 2 раза выше по сравне-
нию со сбором. 

Концентрации Sr варьировали в диапазоне 
7,58–233,19  мг/кг, что несколько выше концентра-
ций, указанных в литературных источниках (0,19– 
212,00 мг/кг) [28]. Sr в максимальных концентрациях  

Таблица 4. Среднее содержание микроэлементов в грудном сборе № 4 и его компонентах

Table 4. Average content of trace elements in breast collection No. 4 and its components

ЛРС/ЛРП 
LRS/LRP

Микроэлементы, мг/кг 
Trace elements, mg/kg

Si Al B Sr Ba Ti
Цветки ромашки аптечной
Chamomillae recutita flores

811,66 ± 21,13 115,59 ± 2,96 28,68 ± 0,20 13,15 ± 0,46 13,44 ± 0,63 15,27 ± 0,51

Цветки календулы лекарственной 
Сalendulae officinalis flores

860,75 ± 47,67 470,72 ± 11,25 34,35 ± 0,20 58,62 ± 0,56 12,32 ± 1,35 97,48 ± 2,27

Листья мяты перечной 
Menthae piperitae folia 

995,74 ± 115,67 285,79 ± 27,78 11,93 ± 0,51 42,45 ± 1,76 19,54 ± 0,97 32,15 ± 3,77

Побеги багульника болотного 
Ledi palustris cormus

282,30 ± 16,17 27,58 ± 0,83 6,51 ± 0,85 7,58 ± 0,17 84,12 ± 1,66 2,94 ± 0,23

Корни солодки 
Glycyrrhizae radices

1239,24 ± 41,43 512,02 ± 15,38 8,42 ± 0,43 233,19 ± 5,08 15,23 ± 0,36 26,50 ± 1,29

Трава фиалки 
Violae herba

449,95 ± 61,96 90,95 ± 10,15 8,88 ± 0,71 35,84 ± 1,76 72,96 ± 0,68 8,97 ± 1,55

Грудной сбор № 4 
Breast collection No. 4

920,67 ± 132,42 229,72 ± 33,44 13,27 ± 0,82 51,52 ± 1,54 36,48 ± 1,08 30,97 ± 8,04

Рисунок 1. Содержание кремния в грудном сборе № 4 и его компонентах, мг/кг

Figure 1. The content of Si in breast collection No. 4 and its components, mg/kg
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найден в корнях солодки, а в минимальных – в по- 
бегах багульника болотного. Показано, что содержа- 
ние Sr в корнях солодки в 4,5 раза выше, чем в груд- 
ном сборе № 4. Другие компоненты содержали Sr в 
концентрациях меньших или равных содержанию в 
грудном сборе.

Концентрации Ba варьировало в диапазоне  
12,32–84,12 мг/кг, что согласуется с литературными 
данными (1,40–181,00 мг/кг) [28]. Ba в максимальных 
концентрациях найден в побегах багульника болот-
ного, а в минимальных – в цветках календулы лекар-
ственной. Проведенные исследования показали, что 
концентрации Ba в побегах багульника болотного 
и в траве фиалки в 2 раза выше, чем в грудном сбо- 
ре № 4. 

Содержание Ti варьировало в диапазоне 2,94–
97,48 мг/кг, что выше концентраций, указанных в лите-
ратурных источниках (1,30–38,9 мг/кг) [28]. Ti в макси-
мальных концентрациях найден в цветках календулы 
лекарственной, а в минимальных – в побегах багуль-
ника болотного. Установлено, что содержание Ti в 
цветках календулы лекарственной в 3 раза выше, чем в 
грудном сборе № 4 (2669,15 ± 69,8 мг/кг). 

В водных извлечения из компонентов грудного 
сбора № 4 концентрации микроэлементов варьиро-
вали в широком диапазоне (в мг/кг): Si – 14,93–86,83;  
Al – 1,54–4,18; B – 1,19–4,47; Sr – 1,44–10,93; Ba – 0,39–

6,43; Ti  – 0,03–2,26 (таблица 5). Максимальные кон-
центрации элементов были обнаружены в настоях 
из календулы лекарственной цветков (Si, Ti), из кор-
ней солодки (Al, Sr), из багульника болотного побегов 
(Ba), из ромашки аптечной цветков (B). Минимальные 
концентрации микроэлементов отмечены в настоях  
из корней солодки (В), из календулы лекарствен-
ной цветков (Ba) и из багульника болотного побегов  
(большинство элементов). Содержание микроэлемен-
тов в образцах настоя из грудного сбора № 4 убыва- 
ли в ряду: Si > Sr > Al > B > Ba > Ti.

Содержание Si в водных извлечениях варьиро- 
вало в диапазоне 14,93–86,83 мг/кг (рисунок 3). Si най-
ден в максимальных концентрациях в водном извле- 
чении из календулы лекарственной цветков, а в ми-
нимальных – из побегов багульника болотного. 

Содержание Al в водных извлечениях варьиро-
вало в диапазоне 1,54–13,85 мг/кг. Al найден в мак-
симальных концентрациях в водном извлечении из 
календулы лекарственной цветков, а в минимальных –  
из побегов багульника болотного. Установлено, что 
содержание Al в настое из цветков календулы ле- 
карственной в 2,05 раз выше, чем содержание ввод-
ном извлечении из грудного сбора № 4.

Концентрации B в водных извлечениях варьиро-
вало в диапазоне 1,19–5,22 мг/кг (рисунок 4). B най- 
ден в максимальных концентрациях в водном извле- 

Рисунок 2. Содержание бора в грудном сборе № 4 и его компонентах, мг/кг

Figure 2. The content of B in breast collection No. 4 and its components, mg/kg
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чении из ромашки аптечной цветков, а в минималь-
ных  – из корней солодки. Показано, что концентра- 
ции B в настое из грудного сбора № 4 на 10 % выше,  
чем в настоях из компонентов.

Содержание Sr в водных извлечениях варьиро-
вало в диапазоне 1,44–10,93 мг/кг. Sr найден в мак-
симальных концентрациях в водном извлечении из 

корней солодки, а в минимальных – из побегов ба-
гульника болотного. Исследования показали, что со-
держание Sr в настое из корней солодки в 1,36 раз  
выше, чем в настоях из грудного сбора № 4.

Концентрации Ba в водных извлечениях варьи-
ровали в диапазоне 0,39–6,43 мг/кг. Ba найден в мак- 
симальных концентрациях в водном извлечении из  

Таблица 5. Среднее содержание микроэлементов в водных извлечениях (настоях) из грудного сбора № 4 и его компонентов

Table 5. Average content of trace elements in aqueous extracts (infusions) from breast collection No. 4 and its components

ЛРС/ЛРП 
LRS/LRP

Микроэлементы, мг/кг 
Trace elements, mg/kg

Si Al B Sr Ba Ti
Цветки ромашки аптечной
Chamomillae recutita flores

65,39 ± 0,10 2,03 ± 0,34 4,74 ± 0,05 2,43 ± 0,13 0,76 ± 0,04 0,11 ± 0,03

Цветки календулы лекарственной
Сalendulae officinalis flores

86,83 ± 8,13 13,85 ± 1,76 4,07 ± 0,03 4,41 ± 0,04 0,39 ± 0,01 2,26 ± 0,34

Листья мяты перечной
Menthae piperitae folia 

44,34 ± 0,14 2,12 ± 0,54 2,49 ± 0,01 7,04 ± 0,34 1,58 ± 0,14 0,13 ± 0,05

Побеги багульника болотного
Ledi palustris cormus

14,93 ± 0,13 1,54 ± 0,02 2,23 ± 0,08 1,44 ± 0,11 6,43 ± 0,17 0,03 ± 0,00

Корни солодки
Glycyrrhizae radices

26,49 ± 0,09 4,18 ± 0,15 1,19 ± 0,03 10,93 ± 0,35 0,64 ± 0,02 0,26 ± 0,08

Трава фиалки
Violae herba

16,81 ± 0,08 2,03 ± 0,10 1,23 ± 0,02 3,27 ± 0,24 3,20 ± 0,19 0,10 ± 0,01

Грудной сбор № 4
Breast collection No. 4

66,36 ± 0,24 6,78 ± 0,95 5,22 ± 0,08 8,06 ± 0,32 4,70 ± 0,66 0,63 ± 0,09

Рисунок 3. Содержание кремния в водных извлечениях, мг/кг

Figure 3. The content of Si in aqueous extracts, mg/kg

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



120 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 2

побегов багульника болотного, а в минимальных  – из 
календулы лекарственной цветков. Установлено, что 
концентрация Ba в настое из багульника болотного 
побегов в 1,36 раз выше, чем в настоях из грудного 
сбора № 4.

Содержание Ti в водных извлечениях варьиро-
вало в диапазоне 0,03–2,26 мг/кг. Ti найден в макси-
мальных концентрациях в водном извлечении из ка- 
лендулы лекарственной цветков, а в минимальных  –  
из багульника болотного побегов. Исследования по-
казали, что содержание Ti в настое из календулы ле-
карственной цветков в 3,58 раз выше, чем в настоях  
из грудного сбора № 4.

Степени перехода элементов из лекарственно-
го растительного сырья в водные извлечения варьи-
ровали в диапазонах (в %): Si – 2,14–10,09; Al – 0,74–
5,57; B  – 11,84–34,22; Sr – 4,69–18,94; Ba – 3,14–8,08; 
Ti  – 0,39–1,16 (таблица 6). Максимальный переход 
элемента в настой был обнаружен из календулы ле-
карственной цветков (Si), мяты перечной листьев 
(Ba), багульника болотного побегов (Al, B, Sr, Ti). Ми- 
нимальный переход элементов в настой отмечен 
из солодки корней (Si, Sr), мяты перечной листьев (A, 
Ti) и календулы лекарственной цветков (В, Ba). Для  
грудного сбора переход элементов в водные извле-

чения составил: Si – 7,21 %; Al  – 2,95 %; B – 39,3 %;  
Sr – 15,64 %; Ba – 12,87 %; Ti – 2,04 %. 

Проведенный анализ показал, что концентрации  
микроэлементов в лекарственном растительном сы-
рье и препаратах из них варьируют в широких диа-
пазонах в зависимости от вида сырья и производя-
щих растений. Обнаружено, что в местах обитания 
с экологическими особенностями растения содер-
жат наименьшее количество микроэлементов. Так, в 
багульнике болотном, произрастающий на болоти-
стых почвах, концентрации Si, Al, B, Sr, Ti были ниже, 
чем в других видах лекарственного растительного  
сырья.

В целом для рядов убывания содержания элемен-
тов в настоях сохраняются закономерности, харак-
терные и для отдельных компонентов сбора. В част- 
ности, в водных извлечениях и отдельных компонен- 
тах максимальные концентрации элементов были об-
наружены в корнях солодки (Sr), цветках календулы 
лекарственной (Ti) и побегах багульника болотного 
(Ba). И в настоях, и в компонентах сбора минимальные 
концентрации микроэлементов отмечены в побегах 
багульника болотного (Si, Al, Sr, Ti) и цветках кален- 
дулы лекарственной (Ba). В рядах убывания содержа-
ния элементов сохранялась общая последователь-
ность компонентов сбора.

Рисунок 4. Содержание бора в водных извлечениях, мг/кг

Figure 4. The content of B in aqueous extracts, mg/kg
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Установлено, что наибольшее количество B со-
держится в образцах лекарственного растительно-
го сырья, относящемуся к морфологической группе 
цветки (цветки календулы лекарственной и цветки 
ромашки аптечной), что согласуется с литературны-
ми данными. 

Выявлены компоненты грудного сбора № 4, кото-
рые вносят наибольший вклад в содержание каждого 
из элементов: корни солодки накапливают в большом 
количестве Sr, а цветки календулы лекарственной – Ti.

Установлено, что водные извлечения из отдель-
ных компонентов содержат микроэлементы в 5– 
10  раз выше, чем из сбора: настой цветков календулы 
лекарственной богат Al и Ti, а настой побегов багуль- 
ника болотного – Ba. 

Отмечен наибольший переход элементов для тех 
видов лекарственного растительного сырья, где со-

держание элемента невелико. Это хорошо видно на 
примере водных извлечений из багульника, где кон-
центрация большинства элементов была самой низ-
кой (2,94–282,30 мг/кг), а переход в настои наивыс- 
шим (0,4–20,9 %). Переход Al и бора из грудного сбо- 
ра в настои был выше, чем переход из компонентов. 
Это свидетельствует о том, что с грудным сбором по- 
ступает больше данных элементов и он может исполь-
зоваться при их дефиците.

Согласно Методическим рекомендациям провели  
расчет поступления в организм человека  [11]. Полу-
чено, что поступление с настоем из грудного сбора  
№ 4 Si – 13,2 мг/сут, B – 1 мг/сут, что составляет со-
ответственно 264 и 50 % от адекватного уровня по- 
требления (таблица 7). Это позволяет рассматривать  
грудной сбор № 4 в качестве источника поступления 
этих микроэлементов в организм человека.

Таблица 6. Переход микроэлементов в водные извлечения из ЛРС/ЛРП

Table 6. Transition of trace elements to aqueous extracts from raw materials/preparation

ЛРС/ЛРП 
LRS/LRP

Переход микроэлемента, % 
Trace element transition, %

Si Al B Sr Ba Ti

Цветки ромашки аптечной 
Chamomillae recutita flores

8,06 1,76 16,52 18,5 5,67 0,69

Цветки календулы лекарственной 
Сalendulae officinalis flores

10,09 2,94 11,84 7,51 3,14 2,32

Листья мяты перечной 
Menthae piperitae folia 

4,45 0,74 20,91 16,58 8,08 0,39

Побеги багульника болотного 
Ledi palustris cormus

5,29 5,57 34,22 18,94 7,65 1,16

Корни солодки 
Glycyrrhizae radices

2,14 0,82 14,07 4,69 4,21 0,97

Трава фиалки 
Violae herba

3,74 2,23 13,82 9,11 4,38 1,11

Грудной сбор № 4 
Breast collection No. 4

7,21 2,95 39,3 15,64 12,87 2,04

Таблица 7. Разовое и суточное поступление микроэлементов с настоем из грудного сбора № 4

Table 7. Single and daily intake of trace elements with infusion from breast collection No. 4

Элемент 
Trace elements

Разовое поступление  
с настоем грудного сбора 

№ 4, мг
One-time intake  

with infusion of breast 
collection No. 4, mg

Суточное поступление  
с настоем грудного сбора 

№ 4, мг
Daily intake with infusion  

of breast collection No. 4, mg

Адекватный уровень 
потребления, мг/сут [11]

Adequate level  
of consumption, mg/day [11]

Процент от адекватного 
уровня потребления, % 

Percentage of an adequate 
level of consumption, % 

Кремний 
Silicium 

4,4 13,2 5 264

Бор
Borum

0,46 1,38 2 50

Алюминий 
Aluminum

0,35 1,05
Не установлено 

Not installed
Не применимо
Not applicable

Стронций
Strontium

0,54 1,61
Не установлено 

Not installed
Не применимо
Not applicable

Барий
Barium

0,31 0,94
Не установлено 

Not installed
Не применимо
Not applicable

Титан
Titanium 

0,04 0,13
Не установлено 

Not installed
Не применимо
Not applicable
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало высокое 

содержание микроэлементов, как в грудном сборе 
№ 4, так и в его компонентах. Концентрации изучен-
ных элементов в отдельных компонентах варьирова-
ли в диапазоне 2,94–1239,24 мг/кг, а в сборе – 13,27– 
920,67 мг/кг. 

Для настоев сохраняются закономерности со-
держания элементов, характерные и для отдельных 
компонентов сбора. Концентрации микроэлементов  
в водных извлечениях из компонентов достигали  
86,83 мг/кг, а из сбора – 66,36 мг/кг.

Установлено, что переход минеральных веществ 
в водные извлечения из грудного сбора № 4 был наи-
большим и достигал 39,3 %. При курсовом приеме 
грудного сбора № 4 может поступать до 264 и 50 %  
от адекватного уровня потребления Si и B. Получен-
ные данные свидетельствуют о возможности исполь-
зования грудного сбора № 4 как дополнительного 
источника микроэлементов.
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Резюме
Введение. В настоящее время биосимиляры обрели довольно широкое применение в терапии ряда хронических и опасных для жизни 
заболеваний. Благодаря им происходит значительное снижение экономического давления биологических препаратов на систему 
здравоохранения и обеспечивается широкая доступность пациентов к эффективным и безопасным лекарственным средствам. Одним 
из важнейших этапов доказательства биосимилярности является проведение физико-химической и функциональной характеризации 
белков. Данный комплекс исследований является общепринятым, максимально чувствительным и позволяет дать заключение о 
соответствии биосимиляра оригинальному препарату. 
Цель. Проведение физико-химической и функциональной характеризации препарата Ринсулин® Р (GP40051) в сравнении с оригинальным 
препаратом Хумулин® Регуляр.
Материалы и методы. Первичная структура была исследована методами высокоэффективной жидкостной хроматографии с  
масс-спектрометрическим детектированием и матрично-активированной лазерной десорбции/ионизации. Идентичность более высоких 
белковых структур была доказана методами кругового дихроизма, капиллярного изофокусирования, спектрометрии и динамического 
рассеяния света. Сопоставимость профилей примесей препаратов оценивали при помощи методов эксклюзионной хроматографии и 
обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии. Функциональная характеризация включала в себя метаболический 
клеточный тест «захват глюкозы» и анализы связывания с рецептором инсулина (кинетика связывания с рецепторами типа А и В, 
фосфорилирование инсулинового рецептора).
Результаты и обсуждение. В ходе данной работы была показана идентичность физико-химических и функциональных характеристик 
GP40051. Между препаратом сравнения GP40051 и референтным препаратом Хумулин® Регуляр было продемонстрировано полное 
совпадение первичной последовательности, структур высокого порядка и профилей примесей. Функциональные исследования показали, 
что GP40051 и Хумулин® Регуляр обладают одинаковой активностью. 
Заключение. По результатам исследования подтверждена аналитическая биосимилярность препарата Ринсулин® Р (GP40051) 
оригинальному препарату Хумулин® Регуляр, что обеспечило научную основу для проведения специально разработанной клинической 
программы, и явилось основанием для регистрации в РФ.

Ключевые слова: аналитическая сопоставимость, биоаналог, биосимиляр, генно-инженерный инсулин человека, ГИИЧ
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Abstract
Introduction. Currently, biosimilars have found quite widespread use in the treatment of a number of chronic and life-threatening diseases. 
Thanks to them, there is a significant decrease of the economic pressure of biological drugs on the health care system and wide access of 
patients to effective and safe medicines is ensured. One of the most important stages of proving biosimilarity is the physicochemical and 
functional characterization of proteins. This set of studies is generally accepted, as sensitive as possible and allows us to give a conclusion about 
the compliance of the biosimilar with the original drug.
Aim. Conducting physicochemical and functional characterization of medicinal product Rinsulin® R (GP40051) in comparison with the original 
drug Humulin® Regular. 
Materials and methods. Primary structure was analyzed by high-performance liquid chromatography with mass spectrometry detection and 
matrix assisted laser desorption/ionization. The identity of the higher protein structures was proved by the methods of circular dichroism, 
capillary isoelectric focusing, spectrometry and dynamic light scattering. The comparability of the impurity profiles of the preparations 
was evaluated using the methods of exclusive chromatography and reverse-phase high-performance liquid chromatography. Functional 
characterization included a metabolic cell test "glucose uptake" and insulin receptor–binding assay (kinetics of binding to type A and B 
receptors, phosphorylation of insulin receptor).
Results and discussion. In the course of this research, the identity of the physicochemical and functional characteristics of GP40051 was 
shown. A complete overlap of primary sequence, high-order structures and impurity profiles was demonstrated between the comparison drug 
GP40051 and the reference drug Humulin® Regular. Functional studies have shown that GP40051 and Humulin® Regulars have the same activity.
Conclusion. The results of the quality comparability study demonstrated similarity of Rinsulin® R to the reference medicinal product  
Humulin® Regular, providing the scientific basis for conducting a specifically designed clinical programme, and supported registration in 
Russian Federation.

Keywords: analytical comparability, biosimilar, genetically engineered human insulin
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ВВЕДЕНИЕ
Благодаря достижениям в области биотехнологий 

стало возможным разрабатывать специализирован-
ные препараты, используемые в различных областях 
медицины, таких как эндокринология, ревматология, 
дерматология, гастроэнтерология и онкология [1]. 
Их появление значительно изменило прогноз многих  
тяжелых заболеваний. Создание биофармацевтиче-
ских препаратов сопряжено с высокими затратами 
на разработку, производство, оборудование, клини-
ческие и неклинические испытания. Вследствие чего 
они становятся менее доступны широкому потребите-
лю. Эту проблему решает разработка биосимиляров. 
Биоаналоги имеют более короткий срок утверждения, 
а стоимость разработки может составлять 10–20 % от 
стоимости инновационного препарата [2]. Благода-

ря этому препараты выпускаются по сниженным це-
нам по сравнению с эталонными, что обычно приво-
дит к снижению стоимости биологического лечения в 
целом без снижения качества медицинской помощи, 
тем самым оказывая чистый положительный эффект 
на устойчивость здравоохранения [3].

По определению биосимиляр – это биологиче-
ский лекарственный препарат, который содержит 
версию действующего вещества, зарегистрирован-
ного биологического оригинального препарата, и 
для которого продемонстрировано сходство (подо-
бие) на основе сравнительных исследований с ори-
гинальным средством по показателям качества, 
функциональной активности, эффективности и без-
опасности  [4]. Создание подобных препаратов явля-
ется жестко регулируемым процессом, регламенти-
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руемым большим количеством как российских, так 
и зарубежных руководств, таких как Решение ЕЭК1,  
руководства FDA2, EMA3, 4, 5, ICH6. 

В отличие от генериков лекарственных препа-
ратов, где воспроизведение лекарственной структу-
ры является относительно простой задачей, доказа- 
тельство структуры биологических препаратов зна-
чительно затруднено. В первую очередь это обуслов-
лено размерами биоаналогов, которые превосходят 
генерики в сотни, а нередко и в тысячи раз. С увели-
чением молекулы приходит усложнение строения и 
появление вариантов пространственной укладки, что 
также требует полного подтверждения сопостави-
мости  [5]. Это накладывает отпечаток на взаимосвязь 
структуры и функции. Усложнение строения влечет  
за собой снижение стабильности и сильную подвер-
женность внешним влияниям [6].

Как правило, терапевтические белки произво-
дятся в живых системах, например Escherichia coli и 
Saccharomyces cerevisiae. Благодаря чему крупные,  
более 80 кДА молекулы, всегда обладают большой  
вариабельностью и точное повторение их структуры 
не всегда возможно [7–9]. Это объясняется явлением 
микрогетерогенности, возникающим вследствие мо- 

1 Решение № 89 от 3 ноября 2016 года «Об утверждении 
правил проведения исследований биологических лекарст- 
венных средств Евразийского экономического союза», гла-
ва 15.7 «Доклиническая и клиническая разработка биоана-
логичных (биоподобных) лекарственных препаратов, со-
держащих рекомбинантный инсулин и аналоги инсулина». 
Доступно по: https://docs.eaeunion.org/docs/ru-ru/01411954/
cncd_21112016_89. Ссылка активна на 23.06.2022.

2 Guidance for Industry: Development of Therapeutic Pro-
tein Biosimilars: Comparative Analytical Assessment and Other 
Quality-Related Considerations. Available at: https://www.fda.
gov/media/125484/download. Accessed: 23.06.2022.

3 Guideline on non-clinical and clinical development of 
similar biological medicinal products containing recombinant 
human insulin and insulin analogues. Available at: https://www.
ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-
non-clinical-clinical-development-similar-biological-medicinal-
products-containing_en-0.pdf. Accessed: 23.06.2022.

4 Guideline on similar biological medicinal products 
containing biotechnology-derived proteins as active sub-
stance: non-clinical and clinical issues. Available at: https://
www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/
guideline-similar-biological-medicinal-products-containing-
biotechnology-derived-proteins-active_en-2.pdf. Accessed: 
23.06.2022.

5 Reflection paper on statistical methodology for the com-
parative assessment of quality attributes in drug develop-
ment. Available at: https://www.ema.europa.eu/en/documents/
scientific-guideline/reflection-paper-statistical-methodology-
comparative-assessment-quality-attributes-drug-development_
en.pdf. Accessed: 23.06.2022.

6 ICH Topic Q 5 E Comparability of Biotechnological/Bio- 
logical Products. Available at: https://www.ema.europa.eu/
en/documents/scientific-guideline/ich-q-5-e-comparability-
biotechnological/biological-products-step-5_en.pdf. Accessed: 
23.06.2022.

дификации клеткой-продуцентом (гликозилирова-
ние, протеолиз и т.  д.), особенностей условий процес- 
са (окисление, дезаминирование), реакций со вспо-
могательными веществами, частичной денатурации  
и агрегации [2, 10, 11]. Дальнейшая гетерогенность 
может возникнуть, если белок намеренно модифи-
цирован, например путем многоузлового пегилиро-
вания   [12]. Исходя из этого, даже высокоочищенные 
белки никогда не состоят из одного молекулярно-
го образования, а представляют собой смеси многих 
близкородственных молекулярных соединений  [6]. 
При этом вариабельность наблюдается даже в ори-
гинальном препарате от серии к серии [11]. Таким  
образом, принцип молекулярной идентичности, кото-
рый используется при разработке генериков, не при-
меним к биологическим лекарственным средствам.

Мономер инсулина состоит из 51 аминокислот-
ного остатка, то есть его молекулярная масса состав- 
ляет около 5,8 кДа [13]. Такие сравнительно неболь-
шие размеры белка позволяют стабилизировать его 
производственный процесс и получать максимально 
идентичные молекулы.

Учитывая данные особенности биологических 
препаратов, становится необходимым утверждение 
их сходства с эталонным лекарственным средством 
как с точки зрения физико-химических, так и функцио-
нальных свойств. Аналитическое сходство структур-
ных и функциональных показателей имеет решающее 
значение и для того, чтобы мы могли предполагать  
отсутствие значимых различий в клинических резуль- 
татах [14, 15]. 

Таким образом, при планировании и проведении 
любого исследования сопоставимости необходимо  
соблюдение ряда принципов, без которых невозмож- 
но объективно оценить сходство или различие испы- 
туемых препаратов [15–17]: 
1. Характеризация должна быть всесторонней и 

включать как физико-химические, так и функцио-
нальные показатели.

2. Использование специфичных и чувствительных 
методик.

3. Достаточность методов исследования.
4. Анализ препаратов проводится параллельно в  

одном эксперименте.
5. Необходимо оценить вариативность продукта. 
6. Использование ортогональных методов.

Полная панель аналитических методов насчи-
тывала более 20 показателей качества. В настоящей  
статье представлены наиболее показательные и ин-
формативные результаты.

Цель

Проведение физико-химической и функциональ- 
ной характеризации препарата Ринсулин® Р в срав-
нении с оригинальным препаратом Хумулин® Ре- 
гуляр.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Препараты

Объектом исследования аналитической сопоста-
вимости в качестве тестируемого препарата высту-
пил Ринсулин® Р (GP40051), раствор для инъекций,  
100  МЕ/мл. Это препарат, содержащий в качестве  
активной фармацевтической субстанции генно-инже-
нерный инсулин человека, разработанный ООО  «ГЕ- 
РОФАРМ» (Россия). Разработка GP40051 была прове-
дена в R&D центре ООО «ГЕРОФАРМ» (ЗАО  «Фарм- 
Холдинг»). Полный цикл производства осуществля-
ется на принадлежащем ООО «ГЕРОФАРМ» заводу в  
России.

В качестве референтного был использован Хуму-
лин® Регуляр, раствор для инъекций, 100 МЕ/мл, про-
изводства Lilly France (Франция). Препарат был при-
обретен у местных дистрибьюторов и хранился в 
соответствии с инструкциями производителя. 

Оценка аналитической сопоставимости включа-
ла анализ в общей сложности 9 серий Ринсулин®  Р 
(GP40051) и 6 серий Хумулин® Регуляр. 

Структура белка

Первичная структура. Определение массы на-
тивного белка и его субъединиц проводили с ис-
пользованием MALDI-времяпролетного масс-спект- 
рометра UltrafleXtreme (Bruker, США). Для получения 
спектров цепей инсулина молекулярные массы бы-
ли проанализированы путем получения спектров 
образцов после восстановления дисульфидных свя-
зей дитиотреитолом. Протеолиз белка осуществлялся  
при помощи ферментативного гидролиза эндопро-
теиназой Glu-C из Staphylococcus aureus V8. Точность 
измеренных моноизотопных масс после докалиб- 
ровки составляла 0,003 % (30ррм).

Первичная структура инсулина в GP40051 и Ху-
мулин® Регуляр была подтверждена сравнительным 
пептидным картированием. Этот подход обеспечил 
полный охват аминокислотной последовательности. 
Картирование проводилось в восстанавливающих и 
невосстанавливающих условиях на масс-спектромет- 
ре Varian 500-MS IT (ионная ловушка) и хроматогра-
фе Waters ACQUITY UPLC с использованием колонки 
Waters ACQUITY BEH300 C18, 2.1 × 50 мм. Регистри- 
руемые длины волн – 205 и 280 нм. Для предотвра-
щения дисульфидного обмена ферментативный гид- 
ролиз инсулина протеазой V8 проводился в кислой 
среде. 

Масс-спектры были обработаны с помощью про-
граммного пакета FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics  
GmbH, Германия). При помощи программы Bio- 
tools 3.2 (Bruker Daltonics GmbH, Германия) (опция 
«пептидный фингерпринт») провели идентифика-
цию в локальной базе.

Высшие структуры. Вторичная структура GP40051 
была охарактеризована с помощью спектроскопии 
кругового дихроизма (178–260 нм). Эксперименты  

проводились на спектрометре Chirascan CD Spectro- 
meter (Applied Photophysics Ltd., Англия). Измерение 
исследуемых образцов проводилось в 3 повторениях.  
Перед проведением анализа препараты инсулина  
были обессолены. Обработка полученных данных осу-
ществлялась в программах Origin 8.1 и MS Excel 2016, 
усреднены и сглажены по методу Савитского – Голея.

Для анализа третичной структуры использова-
лась оценка флуоресценции спектрофотометри-
ческим методом. Измерения проводили на спек-
трофлуориметре FluoroMax Plus (HORIBA Scientific, 
Франция – Япония) и спектрофотометре Carry 300 Bio 
(Varian Australia Pty Ltd., Австралия) в пределах 250–
300  нм. Так как в исследуемом веществе присутст- 
вуют аминокислотные остатки тирозина, в качестве 
стандартного раствора сравнения был выбран раст- 
вор тирозина, спектры поглощения и флуоресцен-
ции которого практически совпадают с спектрами 
исследуемого вещества. В качестве ортогонального 
метода, характеризующего третичную структуру бел-
ка, был использован метод капиллярного изофокуси- 
рования. 

Полидисперсность и гидродинамические пара-
метры образцов были изучены методом динамиче-
ского рассеяния света (DLS) посредством лазерного 
анализатора размера частиц Zetasizer Nano (Malvern 
Panalytical, Великобритания). 

Определение родственных примесей

Характеристика примесей с молекулярной мас-
сой, превышающей молекулярную массу инсули-
на (высокомолекулярные белки), проводилась мето-
дом эксклюзионной жидкостной хроматографии. Для 
эксперимента была выбрана колонка Insulin HMWP 
(Waters Corporation, США) (300 × 7,8 мм, размер ча-
стиц 10 мкм, диаметр пор 125 Å). Детектирование осу- 
ществлялось на жидкостном хроматографе LC-30 
Nexera (Shimadzu, Япония) при температуре колонки 
25 °C со скоростью потока 0,5 мл/мин в течение 35 мин. 
Спектры снимались при длине волны 276 нм.

Для идентификации А21-дезамидоинсулина и 
других родственных примесей был выбран метод об-
ращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ОФ-ВЭЖХ). Разделение проводили в 
колонке Luna C18(2) (Phenomenex, США) (250 × 4,6  мм, 
C18, размер частиц 5 мкм, диаметр пор 100  Å) при  
температуре 40  °C со скоростью потока 1,0 мл/мин в 
течение 50 мин.

Функциональная характеризация in vitro

Исследование кинетики лиганд-рецепторного вза-
имодействия с рецепторами IR-A и IR-B проводи-
ли с использованием метода безмаркерной интер-
ферометрии на планшетном интерферометре Octet 
RED96. Анализ основан на оценке равновесной кон-
станты  KD в сравнительном аспекте между исследуе- 

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



128 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 2

мыми препаратами. Для оценки связывания готови-
ли растворы инсулинового рецептора типа А и ти-
па  В в одинаковой концентрации. Перед выполне- 
нием анализа сенсоры гидратировали в фосфатно-со-
левом буфере.

Фосфорилирование инсулинового рецептора про-
водили на клеточной линии миоцитов L6J1, диффе-
ренцированных в миотубулы, методом Вестерн-блот-
тинга (Western blot). Поскольку данный метод являет- 
ся полуколичественным, статистическую обработку 
данных не проводили. В качестве критерия приемле-
мости использовали наличие специфического дозо-
зависимого отклика.

Метаболический тест «захват глюкозы» был 
проведен на клеточной линии миоцитов L6J1, диф-
ференцированных в миотубулы, как было описано 
ранее  [18]. Стимуляция захвата глюкозы проводи-
лась посредством внесения в лунки испытуемых об-
разцов инсулина человека. Измерение концентрации 
глюкозы проводили при помощи набора ГЛЮКОЗА 
GOD-PAP (ООО НПФ «АБРИС+», Россия). Количество  
поглощенной глюкозы в % оценивали как разность 
между концентрациями глюкозы в культуральной 
среде клеток, обработанных препаратами инсулина, 
и контрольных клеток. 

Статистическая обработка данных

Итоговый анализ данных проводили с использо-
ванием метода ±3SD. При нормальном гауссовском 
распределении он включает в себя >99 % всей гене-
ральной совокупности и, таким образом, полученные 
значения могут быть экстраполированы на все се- 
рии препарата. Интервальные границы ±3SD от сред- 
него значения референтных препаратов были ис-
пользованы для оценки сопоставимости исследуе- 
мого препарата. В тех случаях, где оценка диапазо-
на, основанная на среднем ±3SD, не была приемле-
ма, как, например, в случае подтверждения молеку-
лярной массы, был применен заранее определенный 
диапазон.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Детальная структурная характеризация GP40051  

и Хумулин® Регуляр была выполнена с использова-
нием современных аналитических методов, которые 
предоставили информацию о первичных, вторичных  
и высших структурах, а также о родственных приме-
сях. В таблице  1 представлены краткие результаты  
физико-химического исследования.

Первичная структура  
и молекулярная масса

Одним из общих требований, предъявляемым к  
биоаналогичным препаратам, является соответствие  
первичной структуры эталонному лекарственному  
средству [14]. Методом матрично-активированной  

лазерной десорбции/ионизации (МАЛДИ) были под-
тверждены массы интактного белка и цепей А и В  
GP40051 и эталонного инсулина с точностью до 
±0,03 % (см. таблицу 1). Средние молекулярные мас- 
сы, полученные в результате этих экспериментов, бы- 
ли идентичны теоретически рассчитанным для всех 
исследуемых продуктов. 

Аминокислотная последовательность была опре-
делена при помощи пептидного картирования пу-
тем протеолитического расщепления полипептидов  
с последующим сравнением. В 100 % измерений бы-
ла показана полная сопоставимость образуемых  
фрагментов. В таблице 1 представлены массы фраг-
ментов, детектируемых после протеолиза белка в не-
восстанавливающих и восстанавливающих условиях.  
Во всех сериях препаратов произошло образование  
9 прогнозируемых пептидов. В спектрах присутст- 
вовали сигналы масс 1376,5 Да, 2967,4 Да, 3365,4  Да, 
4707,0   Да и 5806,5 Да, соответствующие заявлен-
ным дисульфидным связям. Также выявлены сигналы 
масс 866,5  Да, 1481,7  Да и 1886,8 Да, соответствующие  
фрагментам, содержащим цистеин. Их присутствие 
может быть обусловлено разрушением дисульфид- 
ной связи между цепями белка под воздействием  
ионизации. Все значения масс пептидов для GP40051 
были аналогичны значениям для Хумулина® Регуляр.

Наложение профилей хроматографических пиков 
после проведения гидролиза инсулина протеазой V8 
демонстрировало высокое сходство между препара-
тами (рисунок 1). 

Основываясь на результатах пептидного карти-
рования и аминокислотной последовательности ин-
сулина в GP40051 и Хумулин® Регуляр можно судить  
о идентичности их первичной структуры.

Анализ высоких структур белка

От правильности дальнейшей упаковки пептид-
ной цепи в пространственные структуры зависит то, 
какими функциональными и иммунологическими  
свойствами будет обладать данный белок. Оценка  
вторичных структурных элементов производилась пу-
тем снятия спектров кругового дихроизма (рисунок  2) 
с дальнейшим вычислением процентного содержа- 
ния компонентов (см. таблицу 1). 

После расчета интервальных границ ±3SD в  
обеих группах исследованных образцов GP40051 и  
Хумулин® Регуляр была продемонстрирована сходная 
склонность к образованию как спиралей, так и слоев. 

Информация о структурах более высокого поряд-
ка была получена с использованием нескольких орто- 
гональных методов, включая метод флуоресценции, 
капиллярное изоэлектрофокусирование и DLS.

Для характеризации третичной структуры и уточ-
нения пространственного расположения отдельных 
аминокислотных остатков были сняты спектры флуо-
ресценции стандартного раствора тирозина и иссле-
дуемых образцов (рисунок 3). 
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Таблица 1. Физико-химическая характеризация

Table 1. Physico-chemical characterization

Атрибут
Attribute

Аналитический метод
Analytical method

GP40051
Хумулин® Регуляр
Humulin® Regular

Первичная структура
Primary structure

Масса нативного белка
Intact protein mass

МАЛДИ
MALDI

5804,6 Да ± 0,003 %
5804.6 Da ± 0.003 %

5804,6 Да ± 0,003 %
5804.6 Da ± 0.003 %

Масса A цепи
A-chain mass

МАЛДИ
MALDI

2383,0 Да ± 0,003 %
2383,0 Da ± 0.003 %

2383,0 Да ± 0,003 %
2383.0 Da ± 0.003 %

Масса В цепи
B-chain mass

МАЛДИ
MALDI

3428,7 Да ± 0,003 %
3428.7 Da ± 0.003 %

3428,7 Да ± 0,003 %
3428.7 Da ± 0.003 %

Первичная структура
Primary structure

Пептидное картирование
Peptide mapping

416,2 Да ± 0,003%
416.2 Da ± 0.003%

416,2 Да ± 0,003 %
416.2 Da ± 0.003 %

1115,6 Да ± 0,003 %
1115.6 Da ± 0.003 %

1115,6 Да ± 0,003 %
1115.6 Da ± 0.003 %

2967,4 Да ± 0,003 %
2967.4 Da ± 0.003 %

2967,4 Да ± 0,003 %
2967.4 Da ± 0.003 %

1376,5 Да ± 0,003 %
1376.5 Da ± 0.003 %

1376,5 Да ± 0,003 %
1376.5 Da ± 0.003 %

3365,4 Да ± 0,003 %
3365.4 Da ± 0.003 %

3365,4 Да ± 0,003 %
3365.4 Da ± 0.003 %

1489,7 Да ± 0,003 %
1489.7 Da ± 0.003 %

1489,7 Да ± 0,003 %
1489.7 Da ± 0.003 %

512,1 Да ± 0,003 %
512.1 Da ± 0.003 %

512,1 Да ± 0,003 %
512.1 Da ± 0.003 %

1481,7 Да ± 0,003 %
1481.7 Da ± 0.003 %

1481,7 Да ± 0,003 %
1481.7 Da ± 0.003 %

866,5 Да ± 0,003 %
866.5 Da ± 0.003 %

866,5 Да ± 0,003 %
866.5 Da ± 0.003 %

5806,5 Да ± 0,003 %
5806.5 Da ± 0.003 %

5806,5 Да ± 0,003 %
5806.5 Da ± 0.003 %

Аминокислотная 
последовательность
Amino acid sequence

Пептидное картирование
Peptide mapping

Подтверждена
Confirmed

Подтверждена
Confirmed

Структуры высокого порядка
Higher order structure

Вторичная структура
The secondary structure

Круговой дихроизм
Circular dichroism spectroscopy

α-спираль 39–42 %
α-helix 39–42 %

α-спираль 40–42 %
α-helix 40–42 %

β-слой 18–19 %
β-sheet 18–19 %

β-слой 11–16 %
β-sheet 11–16 %

Изоэлектрическая точка
Isoelectric point

Капиллярное 
изоэлектрофокусирование
Capillary isoelectrofocusing

6,2 6,2

Квантовый выход 
флуоресценции
Fluorescence quantum yield

Спектрофотометрия
Spectrophotometry

0,11–0,14 0,11–0,13

Пик распределения частиц
Peak of particle distribution

Динамическое рассеяние света
Dynamic light scattering

3,80–4,30 нм
3.80–4.30 nm

3,90–4,50 нм
3.90–4.50 nm

Родственные примеси
Product-related impurities

Содержание ВМБ
The content of HMP

Эксклюзионная хроматография
Exclusive chromatography

0,16–0,20 % 0,09–0,21 %

А21-дезамидоинсулин
A21-deamidoinsulin

Обращенно-фазная ВЭЖХ
Reversed-phase chromatography

0,16–0,18 % 0,21–0,24 %

Примечание. Представлены минимальные и максимальные показатели для каждого из исследуемых препаратов.

Note. The minimum and maximum values for each of the studied drugs are presented.
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Исходя из расчетов, обобщенные квантовые 
выходы препаратов (см. таблица 1) сопоставимы с 
квантовым выходом чистого тирозина и между со-
бой (диапазон допустимых значений 0,09–0,15 Flu). 
Таким образом, можно предположить, что остатки 
тирозина действительно расположены на поверх-
ностных областях молекулы, а анализируемые белки 
имеют сопоставимую третичную структуру. Это факт 
так же подтверждается данными капиллярного изо-
электрофокусирования, продемонстрировавшими 
идентичные значения изоэлектрической точки для 
GP40051 и Хумулин® Регуляр, равные 6,2 pI (см. таб- 
лицу 1). 

С помощью графиков зависимости интенсивно-
сти рассеяния от гидродинамического диаметра ча-
стиц методом DLS были определены гидродинами-
ческие диаметры препаратов и пики распределения 
частиц (рисунок 4, см. таблицу 1). 

При вычислении статистических параметров бы-
ло получено полное перекрытие значений GP40051 

Рисунок 1. Хроматограммы продуктов гидролиза инсулина в невосстанавливающих условиях

Figure 1. Chromatograms of insulin hydrolysis products under non-reducing conditions

Рисунок 2. Сравнение поглощения света в препаратах GP40051 
и Хумулин® Регуляр

Figure 2. Comparison of light absorption in GP40051 and Humu-
lin® Regular
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диапазоном допустимых значений (3,32–5,15 нм), 
что может служить косвенным подтверждением со-
поставимости четвертичных структур исследуемых 
белков.

Определение родственных примесей

Содержание родственных примесей это один из 
важнейших параметров качества и стабильности ле-
карственных препаратов. Повышенное содержание 
примесей потенциально может повлиять как на эф-

фективность, так и на безопасность препарата. На ри-
сунке 5 представлены данные ВЭЖХ.

По результатам анализа препараты полностью  
сопоставимы по содержанию ВМБ. Однако были  
выявлены отличия в процентном содержании А21- 
дезамидоинсулина. Учитывая, что значения иссле- 
дуемого препарата оказались ниже допустимо-
го диапазона значений (0,16 %, допустимый диа-
пазон 0,17–0,27 %), это свидетельствует о чуть бо-
лее чистом составе GP40051 и не снижает качества 
препарата.

Рисунок 3. Спектры флуоресценции: 

А – тирозин; Б – GP40051 и Хумулин® Регуляр

Figure 3. Fluorescence spectra: 

А – tyrosine; В – GP40051 and Humulin® Regular

Рисунок 4. Результаты определения гидродинамических параметров: 

А – гистограмма зависимости числа частиц от гидродинамического диаметра; Б – точечное распределение значений пика рас-
пределения частиц

Figure 4. Results of determination of hydrodynamic parameters: 

A – histogram of the dependence of the number of particles on the hydrodynamic diameter; B – point distribution of the values of the 
particle distribution time
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Функциональная характеризация

Согласно правилам организации исследований 
биологических лекарственных средств Евразийско-
го экономического союза1, функциональная характе-
ризация препаратов проводилась на двух уровнях:  

1 Решение № 89 от 3 ноября 2016 года «Об утверждении 
правил проведения исследований биологических лекарст- 
венных средств Евразийского экономического союза», гла-
ва  15.7 «Доклиническая и клиническая разработка биоана-
логичных (биоподобных) лекарственных препаратов, со-
держащих рекомбинантный инсулин и аналоги инсулина». 
Доступно по: https://docs.eaeunion.org/docs/ru-ru/01411954/
cncd_21112016_89. Ссылка активна на 23.06.2022.

аутофосфорилирование рецептора и метаболическая 
активность. Обе группы препаратов продемонстри-
ровали идентичную способность к связыванию и ак-
тивность в клеточных тестах in vitro.

Результаты исследования кинетики связывания  
с рецепторами инсулина IR-A и IR-B представлены 
на рисунке 6. Была оценена равновесная константа 
KD между ассоциацией и диссоциацией комплексов 
«препарат-рецептор». 

Значения для GP40051 полностью вошли в диа-
пазоны допустимых значений, рассчитанные по по-
казателям оригинального препарата, что свидетель-
ствует о сопоставимости серий GP40051 и Хумулин® 
Регуляр.

Рисунок 5. Родственные примеси: 

А – высокомолекулярные белки (ВМБ); Б – А21-дезамидоинсулин

Figure 5. Related impurities: 

A – high-molecular impurities; B – A21-deamidoinsulin

Рисунок 6. Значения равновесной константы связывания (KD) с инсулиновыми рецепторами типа А (А) и типа В (Б)

Figure 6. Values of the affinity constant (KD) with insulin receptors of type A (А) and type B (В)
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Для оценки клеточного ответа на связывание 
инсулина с рецептором был проведен тест фосфо-
рилирование инсулинового рецептора (рисунок 7). 
В отличие от метода безмаркерной интерферомет- 
рии клеточная стенка имеет заряд, с которым взаи-
модействуют заряженные части молекулы инсули-
на. При неправильном сворачивании белковой мо-
лекулы возможно изменение заряда, приводящее  
к отсутствию связывания. И как следствие его реа-
лизации в виде фосфорилирования инсулинового 
рецептора, выражающееся на рисунке в появлении 
сигнала. 

Чем больше концентрация инсулинов, тем силь-
нее детектируемый ответ. Таким образом, по резуль-
татам определения была установлена сопоставимая 
для всех серий GP40051 и Хумулин® Регуляр специ-
фическая дозозависимая способность активировать 
(фосфорилировать) инсулиновый рецептор.

Показатели относительной метаболической ак-
тивности оценивались в клеточном тесте «захват глю- 
козы» (рисунок 8). 

Исходя из результатов точеченого распределе-
ния, а также кривой «доза-эффект», можно судить о 

полной сопоставимости полученных значений EC₅₀ 
между сериями препаратов GP40051 и Хумулин® Ре- 
гуляр.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Было проведено обширное сравнительное физи-

ко-химическое и функциональное исследование пре-
паратов Ринсулин® Р и Хумулин® Регуляр. 

Исследование было разработано для всесторон-
него изучения критических показателей белка. Были 
проведены тесты, направленные на детальный ана-
лиз первичной структуры, структур более высоко-
го порядка и содержания примесей. В соответствии 
с регуляторными требованиями для каждого из фи-
зико-химических атрибутов было использовано не-
сколько ортогональных методов, благодаря чему бы- 
ли получены максимально информативные данные, 
позволившие сделать вывод об идентичности моле-
кул. Также акцент был сделан на изучении функцио-
нальной характеризации препаратов, основанной на 
механизме действия инсулина. Изучение проводи-
лось на уровне рецептора и метаболической активно- 

Рисунок 7. Результаты изучения фосфорилирования инсулинового рецептора (GP40051/Ринсулин® Р и Хумулин® Регуляр)

Figure 7. Results of the study of phosphorylation of the insulin receptor (GP40051/Rinsulin® R and Humulin® Regular)

Рисунок 8. Результаты метаболического теста «захват глюкозы» (клетки L6J1): 

А – график кривой «доза-эффект»; Б – точечное распределение EC₅₀

Figure 8. Results of the metabolic test "glucose capture" (L6J1 cells): 

A – graph of "dose-effect" curve; B – point distribution of EC₅₀
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сти, что исчерпывающе отвечает на вопрос о функ- 
циональной состоятельности GP40051. 

Благодаря небольшим размерам и отсутствию 
вариабельности инсулин является одной из немно-
гих молекул, которую можно охарактеризовать в 
мельчайших деталях и доказать полную биосими-
лярность, что и было продемонстрировано в данной 
работе.

По результатам проведенных исследований 
была показана полная идентичность между сери-
ями препаратов Ринсулин® Р и Хумулин® Регуляр. 
В дальнейшем полученные данные легли в осно-
ву комплекта документов, необходимых для полу-
чения разрешения на проведение клинического 
исследования. 
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Резюме
Введение. В настоящее время предполагается, что вирус SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2), вызывающий 
новую коронавирусную инфекцию COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) останется постоянной глобальной угрозой. В связи с этим, вопрос 
разработки лекарственных препаратов для лечения COVID-19 остается актуальным. Комбинация нирматрелвира с ритонавиром обладает 
прямым противовирусным действием: при ее применении удается повысить эффективность терапии и снизить риск осложнений 
COVID-19. Разработка и валидация методики совместного определения нирматрелвира и ритонавира в плазме крови человека 
является необходимой задачей для проведения аналитической части клинического исследования с целью дальнейшего изучения 
фармакокинетических параметров.
Цель. Целью исследования является разработка и валидация методики совместного определения нирматрелвира и ритонавира в плазме 
крови человека методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-селективным детектированием (ВЭЖХ-МС/
МС) для дальнейшего изучения фармакокинетики.
Материалы и методы. Определение нирматрелвира и ритонавира в плазме крови человека проводили методом ВЭЖХ-МС/МС. В качестве 
пробоподготовки был использован способ осаждения белков ацетонитрилом. Внутренний стандарт: прометазин. Подвижная фаза:  
0,1%-й раствор муравьиной кислоты в воде (элюент А), 0,1%-й муравьиной кислоты в ацетонитриле (элюент В). Колонка: Phenomenex Luna 
C18 50 × 2,0 мм, 5 мкм. Аналитический диапазон методики: 50,00–10000,00 нг/мл для нирматрелвира, 5,00–1000,00 нг/мл для ритонавира в 
плазме крови. Источник ионизации и ионизация: электроспрей, положительная. Условия детектирования: 499,90 → 110,10 m/z, 499,90 → 
319,20 m/z (нирматрелвир), 720,90 → 426,00 m/z, 720,90 → 296,20 m/z, 720,90 → 268,10 m/z, 720,90 → 197,10 m/z, 720,90 → 139,90  m/z 
(ритонавир), 285,15 → 198,05 m/z (прометазин).
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по следующим валидационным параметрам: селективность, 
эффект матрицы, калибровочная кривая, точность, прецизионность, степень извлечения, нижний предел количественного определения 
перенос пробы, стабильность.
Заключение. Разработана и валидирована методика совместного определения нирматрелвира и ритонавира в плазме крови человека 
методом ВЭЖХ-МС/МС. Подтвержденный аналитический диапазон методики составил 50,00–10000,00 нг/мл для нирматрелвира, 5,00–
1000,00 нг/мл для ритонавира в плазме крови. Полученный аналитический диапазон позволяет применять разработанную методику для 
проведения фармакокинетических исследований комбинированных препаратов нирматрелвира и ритонавира. 

Ключевые слова: нирматрелвир, ритонавир, COVID-19, плазма, ВЭЖХ-МС/МС, валидация, фармакокинетика
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Abstract
Introduction. SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2) is expected to remain a persistent global threat. Therefore, 
development of coronavirus disease 2019 (COVID-19) drugs is the most urgent global issue. Nirmatrelvir and ritonavir combination is an oral 
antiviral drug combination with activity against SARS-CoV-2. Nirmatrelvir and ritonavir combination is highly efficacious in reducing the risk of 
COVID-19. The study describes development and validation of high-performance liquid chromatography – tandem mass spectrometry (HPLC-
MS/MS) method for the simultaneous determination of nirmatrelvir and ritonavir in human blood plasma. The method could be applied in 
pharmacokinetic study of nirmatrelvir and ritonavir.
Aim. The aim of this study is to develop and validate a HPLC-MS/MS bioanalytical method for the determination of nirmatrelvir and ritonavir in 
human plasma. 
Materials and methods. The determination of nirmatrelvir and ritonavir in human plasma by HPLC-MS/MS. The samples were processed by 
acetonitrile protein precipitation. Internal standard: promethazine. Mobile phase: 0.1% formic acid solution in water (Eluent A), 0.1% formic 
acid in acetonitrile (Eluent B). Column: Phenomenex Luna C18 50 × 2.0 mm, 5 μm. Analytical range: 50.00–10000.00 ng/mL for nirmatrelvir, 
5.00–1000.00 ng/mL for ritonavir in human plasma. Ionization source and ionization: electrospray ionization, positive. Detection conditions: 
499.90 → 110.10 m/z, 499.90 → 319.20 m/z (nirmatrelvir), 720.90 → 426.00 m/z, 720.90 → 296.20 m/z, 720.90 → 268.10 m/z, 720.90 → 197.10 m/z, 
720.90 → 139.90 m/z (ritonavir), 285.15 → 198.05 m/z (promethazine).
Results and discussion. This method was validated for selectivity, matrix effect, calibration curve, accuracy, precision, spike recovery, the 
lower limit of quantification, carry-over effect and stability.
Conclusion. The HPLC-MS/MS method for quantitative determination of nirmatrelvir and ritonavir in human plasma was developed and 
validated. The analytical range was 50.00–10000.00 ng/mL for nirmatrelvir, 5.00–1000.00 ng/mL for ritonavir in human plasma. This method was 
applied to investigate the pharmacokinetics of nirmatrelvir and ritonavir. 
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ВВЕДЕНИЕ
Пандемия COVID-19 (Coronavirus Disease 2019), вы-

званная вирусом SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory 
syndrome-related coronavirus 2), внесла значительные 
коррективы в жизнь населения планеты. Значения  
показателей заболеваемости и смертности по все-
му миру достигли чрезвычайно высоких значений [1].  
Согласно статистическим данным, на январь 2023 года 
во всем мире было зафиксировано более 663 млн слу-
чаев заражения вирусом SARS-CoV-2, из которых око-
ло 6,7  млн закончились летальным исходом. На тер- 
ритории России на сегодняшний день зарегистри-
ровано более 21 млн случаев данного заболевания, 
число летальных исходов составляет более 394  ты-
сяч1. Более миллиона человек, из числа переболев-
ших COVID-19, страдают от долгосрочных последствий  
данного заболевания, которые на данный момент 
еще до конца не изучены [2]. Также ожидается, что 
COVID-19 останется постоянной глобальной угро-

1 WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. Available at: 
https://covid19.who.int/ Accessed: 19.01.2023. 

зой  [3]. По данной причине вопрос разработки ле- 
карственных препаратов для лечения COVID-19 оста-
ется актуальным. 

В настоящее время во временных методических 
рекомендациях Министерства здравоохранения РФ 
по профилактике, диагностике и лечению новой ко-
ронавирусной инфекции (версия № 17 от 14.12.2022)  
выделаются несколько препаратов, которые могут 
быть использованы при лечении COVID-19, в их чис-
ло входит комбинация нирматрелвира с ритонави- 
ром. Данная комбинация одобрена EMA и FDA для  
экстренного применения у пациентов с COVID-19; в 
России применяется для лечения COVID-19 у взрос-
лых в легкой и среднетяжелой форме течения, в том 
числе у пациентов с повышенным риском прогресси-
рования заболевания до более тяжелой формы и не 
требующих дополнительной оксигенотерапии2.

2 Временные методические рекомендации «Профилак-
тика, диагностика и лечение новой коронавирусной инфек-
ции (COVID-19). Версия 17 (14.12.2022)» (утв. Минздравом 
России). Доступно по: http://www.consultant.ru/document/
cons_doc_LAW_347896/ Ссылка активна на 19.01.2023.
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Нирматрелвир ((1R,2S,5S)-N-[(1S)-1-циано-2-[(3S)- 
2-оксопирролидин-3-yl]этил]-3-[(2S)-3,3-диметил-2- 
[(2,2,2-трифлуороацетил)амино]бутаноил]-6,6-диме-
тил-3-азабицикло[3.1.0]гексан-2-карбоксамид), НИРМ 
[Nirmatrelvir, NIRM])  – препарат, обладающий противо-
вирусной активностью. В основе механизма действия 
нирматрелвира лежит ингибирование протеазы виру- 
са SARS-CoV-2 3CL. Ингибирование данной протеазы 
предотвращает репликацию вируса SARS-CoV-2 [4]. 

Ритонавир ([(1,3-Тиазол-5-ил)метил]{N-[(2S,3S,5S)-
3-гидрокси-5-[(2S)-3-метил-2-[(метил{[2-(пропан-2-ил)-
1,3-тиазол-4-ил]метил}карбамоил)амино]бутанами-
до]-1,6-дифенилгексан-2-ил]карбамат), РИТ [Ritonavir, 
RIT]) – ингибитор протеазы вируса иммунодефицита 
человека типа 1, вируса иммунодефицита человека 
типа 2 и цитохрома P450 (CYP3A4) [5]. 

Комбинация нирматрелвира с ритонавиром от-
носится к препаратам прямого противовирусного  
действия. При применении данной комбинации уда-
ется повысить эффективность терапии и снизить риск 
осложнений COVID-19 [6]. В данной комбинации ри-
тонавир выступает в качестве фармакокинетическо-
го бустера и замедляет метаболизм нирматрелвира.  
Благодаря этому нирматрелвир проявляет активность 
в течение более длительного времени, в организме 
сохраняются более высокие концентрации препара-
та, элиминация замедляется. При пероральном вве-
дении нирматрелвира в комбинации с ритонавиром  
удается достичь высокой биодоступности, что явля-
ется значительным преимуществом, так как хорошая 
пероральная доступность не требует парентерально-
го введения и позволяет использовать данный пре-
парат не только у госпитализированных пациентов,  
но и среди амбулаторных больных [7].

Разработка и валидация методики совместного 
определения и нирматрелвира и ритонавира в плаз-
ме крови человека – процедура, необходимая для 
проведения аналитического этапа исследования с  
целью дальнейшего изучения фармакокинетических 
параметров после однократного и многократного пе-
рорального применения данной комбинации здоро-
выми добровольцами.

В настоящее время опубликован ряд фармакоки-
нетических исследований по количественному опре-
делению нирматрелвира и ритонавира в биологиче-
ских жидкостях человека. Для определения данных 
веществ применяются методы высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с тандемным масс-спект- 
рометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) [high 
performance liquid chromatography – tandem mass 
spectrometry (HPLC-MS/MS)], а также метод сверхвы-
сокоэффективной жидкостной хроматографией с тан-
демным масс-спектрометрическим детектированием 
(СВЭЖХ-МС/МС) [ultra performance liquid chromatog- 
raphy – tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS)]. 
В рассмотренных методиках ионизацию проводят  
электрораспылением в положительном режиме. В ка-
честве пробоподготовки используется способ осаж-
дения белков метанолом (МеОН) или ацетонитрилом 
(ACN), а также способ осаждения белков ацетонитри-
лом c последующим разбавлением (таблица 1). 

Проанализировав литературные данные о разра-
ботке методик совместного количественного опре-
деления нирматрелвира и ритонавира, было сделано 
заключение об отсутствии опубликованных методик 
одновременно с простым способом пробоподготов-
ки и достаточной чувствительностью. В связи с этим, 
было принято решение самостоятельно разработать 
и валидировать методику совместного определе-
ния нирматрелвира и ритонавира в плазме крови че-
ловека методом ВЭЖХ-МС/МС. В качестве пробопод-
готовки был использован способ осаждения белков 
ацетонитрилом. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и детектирова-
ние проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Nexera XR, оснащенном градиентным 
насосом, термостатом колонок и образцов, дегаза-
тором, автосамплером, устройством автоматической 
подачи образцов в автосамплер, краном переключе-
ния линии потока высокого давления и c тандемным 
масс-спектрометрическим детектором LCMS-8040 с 
тройным квадруполем. Обработку первичных дан-
ных проводили при помощи программного обеспе-
чения LabSolutions (Ver. 5.91) (Shimadzu Corporation, 
Япония).

Реактивы и растворы 

Во время проведения исследования были исполь-
зованы следующие химические реактивы: ацетонит- 
рил (класс «UHPLC Supergradient, ACS», PanReac & 
AppliChem, Германия, Испания); ацетонитрил (класс 
«х.ч.», ООО ТД «ХИММЕД», Россия); метанол (класс 
«х.ч.», ООО ТД «ХИММЕД», Россия); муравьиная кисло- 
та (класс «98 % pure», PanReac, Испания); вода демине-
рализованная (I класс чистоты).

Для приготовления исходных и рабочих раство-
ров были использованы стандартные образцы нир- 
матрелвира (Ningbo Mindo Pharmaceutical Co., Ltd,  
Индия, содержание 99,50 %), ритонавира (Mylan Labo- 
ratories Limited, Индия, содержание 100,40 %) и про- 
метазина гидрохлорида (USP reference standard, Фран-
ция, содержание 99,90 %). 

Исходные стандартные растворы (ИСР) нирмат- 
релвира и ритонавира готовили путем растворения 
навесок субстанций в метаноле. ИСР внутреннего стан-
дарт (ВС [internal standard, IS]) прометазина готовили 
путем растворения навески субстанции прометази-
на гидрохлорида в ацетонитриле. Концентрация нир- 
матрелвира в ИСР составила 400 000,00 нг/мл, ритона-
вира – 50 000,00 нг/мл, прометазина – 60 000,00  нг/мл.  
Смешанные рабочие стандартные растворы (РСР) 
нирматрелвира и ритонавира готовили из ИСР, путем 
их разведения метанолом до получения в плазме кон-
центраций, соответствующих уровням 1–8, нижнему 
пределу количественного определения (НПКО) [Lower 
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limit of quantification (LLOQ)], низкому [L (low)], сред-
ним [M1 и М2 (middle 1, middle 2)] и высокому уровням 
[H (high)] (таблица 2). РСР ВС готовили путем разведе-
ния ИСР ацетонитрилом до получения в плазме кон-
центраций, составляющих 1,00 нг/мл. 

Таблица 2. Концентрации определяемых веществ  
в калибровочных образцах и образцах контроля качества

Table 2. Concentrations at calibration levels  
and quality control samples

Уровень
Level

Концентрация аналита, нг/мл
Analyte сoncentration, ng/mL

Концентрация ВС, 
нг/мл

IS concentration, 
ng/mL

НИРМ
NIRM

РИТ
RIT

ПРОМ
PROM

1 50,00 5,00 1,00
2 250,00 25,00 1,00
3 500,00 50,00 1,00
4 1000,00 100,00 1,00
5 2500,00 250,00 1,00
6 5000,00 500,00 1,00
7 7500,00 750,00 1,00
8 10000,00 1000,00 1,00

LLOQ 50,00 5,00 1,00
L 150,00 15,00 1,00

M1 2000,00 200,00 1,00
M2 4000,00 450,00 1,00
H 8000,00 800,00 1,00

Образцы интактной плазмы, ИСР и РСР хранили в 
морозильной камере при температуре –42,5 ± 7,5 °С.

Пробоподготовка

В центрифужную микропробирку типа «Эппен-
дорф» аликвотировали образец, прибавляли РСР ВС 
прометазина, затем проводили осаждение белков с 
помощью ацетонитрила (1 : 3). Далее образец пере-
мешивали на встряхивателе типа «Вортекс» и прово-
дили центрифугирование. После центрифугирования 
супернатант переносили в виалы и помещали в ав-
тосамплер хроматографа. Способ пробоподготовки 
представлен в виде схемы на рисунке 1.

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

 • Колонка: Phenomenex Luna C18 50 × 2,0 мм, 5 мкм.
 • Предколонка: Phenomenex SecurityGuardTM Cart- 

ridges C18 4 × 3,0 мм, 5 мкм. 
 • Температура термостата: 40 °C. 
 • Подвижная фаза: элюент А: 0,1%-й раствор му-

равьиной кислоты в воде (по объему); элюент В: 
0,1%-й раствор муравьиной кислоты в ацетонит- 
риле (по объему). 

 • Скорость потока подвижной фазы: 1,0 мл/мин. 
 • Градиент по составу подвижной фазы представлен 

в таблице 3.

Таблица 1. Биоаналитические методики количественного определения нирматрелвира и ритонавира 

Table 1. Bioanalytical methods of nirmatrelvir and ritonavir quantitative determination

Аналитический 
метод

Analytical method

Объект анализа
Object

Пробоподготовка
Sample preparation

Аналитический диапазон, нг/мл
Analytical range, ng/mL

Ссылка
Reference

СВЭЖХ-МС/МС
UPLC-MS/MS

Плазма крови человека
Human plasma

Осаждение
Protein precipitation

РИТ
RIT

10,00–1000,00
[8]

НИРМ
NIRM

40,00–4000,00

ВЭЖХ-МС/МС 
HPLC-MS/MS

Плазма крови человека
Human plasma

Осаждение MeOH
Protein precipitation by me- 
thanol

РИТ
RIT

2,00–2000,00
[9]

НИРМ
NIRM

10,00–10000,00

ВЭЖХ-МС/МС 
HPLC-MS/MS

Плазма крови человека
Human plasma

Осаждение ACN с последую-
щим разбавлением
Protein precipitation by ace-
tonitrile, followed by dilution

РИТ
RIT

5,00–5000,00 
[6]

НИРМ
NIRM

10,0–10000,00 

ВЭЖХ-МС/МС 
HPLC-MS/MS

Плазма крови человека, 
сыворотка 
Human plasma, serum 

Осаждение ACN
Protein precipitation by ace-
tonitrile

РИТ
RIT

10,87–3516,00
[10]

НИРМ
NIRM

14,69–4753,00

ВЭЖХ-МС/МС 
HPLC-MS/MS

Плазма крови человека
Human plasma

Осаждение
Protein precipitation

РИТ
RIT

10,00–1000,00 
[11]

НИРМ
NIRM

50,00–5000,00 

ВЭЖХ-МС/МС 
HPLC-MS/MS

Плазма крови человека
Human plasma

Осаждение ACN
Protein precipitation by ace-
tonitrile

РИТ
RIT

10,0–50000,00
[12]

НИРМ
NIRM

10,0–50000,00
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Таблица 3. Градиентное элюирование

Table 3. Gradient elution

Время, мин
Time, min

Элюент А, %
Eluent A, %

Элюент В, %
Eluent B, %

0,00 95,00 5,00
0,50 95,00 5,00
1,50 0,00 100,00
2,50 0,00 100,00
2,60 95,00 5,00
4,00 95,00 5,00

 • Объем вводимой пробы: 1 мкл. 
 • Время регистрации хроматограммы по масс- 

спектрометрическому детектору: 0,00–4,00 мин. 
 • Параметры источника ионизации (электроспрей):  

распыляющий газ 3 л/мин, осушающий газ  
20 л/мин, блок нагрева 400 °С, линия десольвата-
ции 200 °С. 

 • Напряжение на капилляре, режим ионизации и ус-
ловия детектирования представлены в таблице 4.

Таблица 4. Параметры источника ионизации  
и условия детектирования

Table 4. Ion-source parameters and detection conditions

Название 
вещества

Name

Напряжение 
на капилляре

Capillary 
voltage

Режим 
ионизации

Ion mode

Условия 
детектирования

Detection 
conditions

НИРМ
NIRM

4,5 +
499,90 → 110,10; 
499,90 → 319,20

РИТ
RIT

4,5 +

720,90 → 426,00; 
720,90 → 296,20;
720,90 → 268,10; 
720,90 → 197,10;
720,90 → 139,90

ПРОМ
PROM

4,5 + 285,15 → 198,05

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

В качестве внутреннего стандарта (ВС) для нир-
матрелвира и ритонавира был выбран прометазин 
((RS)-N,N,α-триметил-10Н-фенотиазин-10-этанамин). 
Для получения необходимых хроматографических 
параметров подбиралось вещество, схожее с нирма-

трелвиром и ритонавиром по структуре и физико-хи-
мическим свойствам (таблица 5). 

Таблица 5. Структура и физико-химические свойства  
анализируемых веществ и внутреннего стандарта

Table 5. Structure and physicochemical properties  
of the analytes and IS
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НИРМ1 
NIRM1

pKa 7,1

logP 2,12

Молекулярная масса
Molecular weight

499,535

РИТ2 
RIT2

pKa 13,68

logP 4,24

Молекулярная масса
Molecular weight

720,944

ПРОМ3 
PROM3

pKa 9,05

logP 4,29

Молекулярная масса
Molecular weight

284,419

Примечание. 1 Nirmatrelvir. Drugbank. Доступно по: https://
go.drugbank.com/drugs/DB16691. Ссылка активна на 19.01.2023.

2 Ritonavir. Drugbank. Доступно по: https://go.drugbank.com/
drugs/DB00503. Ссылка активна на 19.01.2023.

3 Promethazine. Drugbank. Доступно по: https://go.drugbank.
com/drugs/DB01069. Ссылка активна на 19.01.2023.

Note. 1 Nirmatrelvir. Drugbank. Available at: https://go.drugbank.
com/drugs/DB16691. Accessed: 19.01.2023.

2 Ritonavir. Drugbank. Available at: https://go.drugbank.com/
drugs/DB00503. Accessed: 19.01.2023.

3 Promethazine. Drugbank. Available at: https://go.drugbank.com/
drugs/DB01069. Accessed: 19.01.2023.

Рисунок 1. Схема пробоподготовки

Figure 1. Sample preparation
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Использовались условия масс-спектрометриче-
ского детектирования, позволяющие получить пи-
ки аналитов и ВС с наибольшей интенсивностью. Во 
время разработки методики были проанализирова-
ны фрагменты, получаемые при разных энергиях со- 
ударения и выбраны наиболее интенсивные перехо-
ды (см. таблица 4). Предполагаемые пути фрагмента-
ции нирматрелвира и ритонавира представлены на 
рисунках 2, 3.

В качестве осадителя был выбран ацетонитрил, 
так как при его использовании происходило наи-
более полное осаждение белков плазмы крови, а 
также удалось добиться оптимальной формы хро-
матографических пиков. При этом использование 
данного способа пробоподготовки является наиме-
нее трудоемким, так как не требует дополнительных 

манипуляций и отдельных условий проведения ана-
лиза и не влияет на стабильность образцов при их 
хранении в автосамплере хроматографа, в отличие 
от ЖЖЭ, осаждения белков трифторуксусной кисло-
той или метанолом.

В процессе разработки методики, исходя из фи-
зико-химических свойств нирматрелвира и ритона- 
вира для хроматографического разделения данной 
комбинации веществ была выбрана колонка Pheno- 
menex Luna C18, 50 × 2,0 мм, 5 мкм. 

Валидация методики

Валидация разработанной биоаналитической ме-
тодики была проведена в соответствии с правила-
ми проведения исследований биоэквивалентности 

Рисунок 2. Предполагаемые пути фрагментации нирматрелвира

Figure 2. MS/MS fragmentation of nirmatrelvir

Рисунок 3. Предполагаемые пути фрагментации ритонавира

Figure 3. MS/MS fragmentation of ritonavir
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в рамках Евразийского экономического союза1 на ос-
нове правил руководств ЕМА2 и FDA3. Методика про-
шла полную валидацию по следующим параметрам: 
селективность, калибровочная кривая, точность и 
прецизионность, нижний предел количественного  
определения (НПКО), степень извлечения, эффект  
матрицы, перенос пробы, стабильность (краткосроч-
ная стабильность аналита в матрице («настольная» и 
«постпрепаративная»); стабильность при трехкрат- 
ной заморозке-разморозке; стабильность ИСР и РСР; 
долгосрочная стабильность аналита в матрице). Ос-
новные валидационные характеристики с критерия- 
ми приемлемости представлены в таблице 6.

Селективность

Были проанализированы шесть различных образ-
цов интактной плазмы крови, по два различных образ-
ца гемолизной интактной плазмы крови и гиперли- 

1 Правила проведения исследований биоэквивалент-
ности лекарственных препаратов в рамках Евразийского 
экономического союза (утверждены решением № 85 Сове-
та Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 г.).  
Доступно по: https://docs.cntd.ru/document/456026107/ 
Ссылка активна на 19.01.2023.

2 European Medicines Agency. Available at: https://www.
ema.europa.eu/en/bioanalytical-method-validation/ Accessed: 
19.01.2023.

3 Food and Drug Administration. Available at: https://
www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-
documents/bioanalytical-method-validation-guidance-
industry/ Accessed: 19.01.2023.

пидемической интактной плазмы крови, не содержа-
щие анализируемых веществ, а также образцы с при-
бавлением РСР до концентраций, соответствующих 
уровню НПКО (см. таблица 2). Хроматограмма образ-
ца интактной плазмы крови человека представлена  
на рисунке 4.

Таблица 6. Основные валидационные характеристики

Table 6. Validation characteristics

Валидационная 
характеристика

Validation characteristics

Критерий приемлемости
Acceptance criteria

Селективность
Selectivity

Образец интактной плазмы крови: 
сигнал аналита ≤20 % от сигнала 
НПКО; сигнал ВС ≤5 % от сигнала ВС
Blank samples: the analyte ≤20 % LLOQ, 
the IS response ≤5 %

Калибровочная кривая
Calibration curve

R ≥ 0,99; –20 % ≤ Е, % ≤ 20 % – для 
концентрации на уровне НПКО; –15 % 
≤ Е, % ≤ 15 % – для концентраций 
остальных точек
R ≥ 0,99; –15 % ≤ Е ≤ 15 %; except 
–20 % ≤ Е ≤ 20 % at LLOQ

Точность (внутри циклов,
между циклами)
Accuracy (inter-day, 
intra-day)

–20 % ≤ Е, % ≤ 20 % – для концентра-
ции на уровне НПКО; –15 % ≤ Е, % ≤ 
15 % – для концентраций остальных 
точек
–15 % ≤ Е ≤ 15 %; except –20 % ≤ Е ≤ 
20 % at LLOQ

Прецизионность (внутри 
циклов, между циклами)
Precision (inter-day, 
intra-day)

RSD ≤ 20 % – для концентрации 
на уровне НПКО; RSD ≤ 15 % – для 
концентраций остальных точек
RSD ≤ 15 %, except RSD ≤ 20 % 
at LLOQ

НПКО
LLOQ

RSD ≤ 20 %, –20 % ≤ Е, % ≤ 20 %

Степень извлечения
Spike recovery

RSD ≤ 15 %;

Эффект матрицы
Matrix effect

Фактор матрицы анализируемых ве-
ществ, нормализованного по фактору 
матрицы ВС: RSD ≤ 15%
IS-normalized matrix factors of the 
analytes: RSD ≤ 15 %

Стабильность
Stability

–15 % ≤ Е, % ≤ 15 %

Перенос пробы
Carry-over effect

Образец интактной плазмы крови: 
сигнал аналита ≤20 % от сигнала 
НПКО, сигнал ВС ≤5 % от сигнала ВС
Blank samples: the analyte ≤20 % LLOQ, 
the IS response ≤5 %

Примечание. RSD, % – относительное стандартное отклоне-
ние. E, % – относительная погрешность.

Note. RSD, % – relative standard deviation. E, % – relative error.

Калибровочная кривая

Был проведен анализ восьми образцов интактной  
плазмы крови с прибавлением РСР ВС прометази-
на до получения в образце концентрации 1,00  нг/мл  
и смешанных РСР нирматрелвира и ритонавира до 
концентраций нирматрелвира в диапазоне 50,00–
10 000,00  нг/мл и ритонавира в диапазоне 5,00–

Рисунок 4. Хроматограмма образца интактной плазмы крови

Figure 4. Chromatogram of blank human plasma sample
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1000,00  нг/мл. По полученным значениям были по-
строены калибровочные графики в координатах 
отношение площади пика нирматрелвира к площади 
пика прометазина от отношения концентрации нир-
матрелвира к концентрации прометазина в плазме 
крови, а также калибровочные графики в координа- 
тах отношение площади пика ритонавира к площади  
пика прометазина от отношения концентрации рито-
навира к концентрации прометазина в плазме крови. 
Данные графики имели линейный вид. Уравнения ка-
либровочных кривых и коэффициенты корреляции (R)  
для калибровочных графиков в валидационных цик- 
лах № 1–4 приведены в таблице 7. 

Точность и прецизионность

Были проанализированы калибровочные образ- 
цы плазмы крови, соответствующие уровням LLOQ,  
L, М1, M2 и Н (см. таблица 2). Анализ проводили в 
рамках четырех последовательностей по пять вво-
дов образца для каждого уровня концентрации нир-
матрелвира и ритонавира. Исследование проводили  
внутри циклов и между циклами в течение 1–4 по-
следовательностей. Для расчета относительного 
стандартного отклонения (RSD, %) и относительной 

погрешности (Е,  %) на уровне между циклами ис-
пользовались данные, полученные в течение 1–3  по-
следовательностей (между циклами, n = 15), а также 
в течение 1–4 последовательностей (между циклами, 
n = 20). Данные представлены в таблице 8. 

Нижний предел  
количественного определения 

Нижний предел количественного определения 
нирматрелвира и ритонавира в плазме крови че-
ловека составили 50,00 нг/мл для нирматрелвира и  
5,00 нг/мл для ритонавира. Хроматограмма плазмы 
крови с содержанием нирматрелвира и ритонавира  
на уровне НПКО представлена на рисунке 5.

Степень извлечения

Были проанализированы по три образца, приго-
товленные из интактной плазмы крови, гемолизной  
и гиперлипидемической интактной без влияния сте-
пени извлечения (СИ) на уровнях L, М1, M2 и Н (см.  
таблица  2), а также образцы контроля качества, при-
готовленные на различных видах биологической ин-
тактной матрицы для оценки СИ. Среднее значение 

Таблица 7. Уравнения калибровочных кривых и коэффициенты корреляции 

Table 7. Calibration equation and correlation coefficients 

№

НИРМ 
NIRM

РИТ 
RIT

Уравнение
Calibration equation 

R
Уравнение

Calibration equation 
R

1 y = 0,00477758 ∙ x + 0,00871658 0,9974542 y = 0,0228336 ∙ x + 0,0752374 0,9972169
2 y = 0,00502899 ∙ x + 0,0104544 0,9985304 y = 0,0456889 ∙ x + 0,225216 0,9958858
3 y = 0,00424893 ∙ x + 0,00205931 0,9984737 y = 0,0320798 ∙ x + 0,103687 0,9991287
4 y = 0,00341493 ∙ x + 0,0257467 0,9988095 y = 0,0114315 ∙ x + 0,0427539 0,9977584

Таблица 8. Точность и прецизионность методики определения нирматрелвира и ритонавира 

Table 8. Accuracy and precision of nirmatrelvir and ritonavir determination 

Введено 
(мкг/мл)
Injected  
(µg/mL)

RSD, % Е, %
Внутри цикла

Inter-day
Между циклами

Intra-day
Внутри цикла

Inter-day
Между циклами

Intra-day
n = 5 
(№ 1)

n = 5
(№ 2)

n = 5 
(№ 3)

n = 5 
(№ 4)

n = 15 n = 20
n = 5 
(№ 1)

n = 5
(№ 2)

n = 5 
(№ 3)

n = 5 
(№ 4)

n = 15 n = 20

НИРМ 
NIRМ

50,00 3,54 8,39 4,31 6,17 6,00 6,17 –4,71 –10,91 –7,69 –9,22 14,46 –9,22
150,00 4,75 2,95 2,54 6,61 6,88 6,61 –4,60 –9,37 4,32 –4,40 6,58 –4,40

2000,00 3,46 2,06 2,08 8,33 5,51 8,33 –4,75 –2,82 –13,07 –3,13 10,69 –3,13
4000,00 3,98 2,80 1,82 7,96 8,74 7,96 1,61 –14,57 1,92 –2,81 7,67 –2,81
8000,00 2,50 2,27 2,76 7,22 7,46 7,22 –1,49 –14,51 –0,18 -–3,67 6,35 –3,67

РИТ 
RIT

5,00 4,51 11,96 8,49 13,44 –7,77 13,44 13,84 –6,28 –13,36 –3,70 –1,93 –3,70
15,00 3,83 7,40 2,33 7,47 –3,22 7,47 8,68 –2,44 0,43 –0,08 2,22 –0,08

200,00 1,04 5,09 1,61 10,38 –6,88 10,38 12,76 2,71 –11,74 3,96 1,24 3,96
450,00 3,58 4,24 3,00 7,07 –3,68 7,07 14,23 –1,68 0,99 3,84 4,51 3,84
800,00 3,39 2,80 3,66 5,96 –5,40 5,96 7,75 –1,15 –5,16 1,22 0,48 1,22
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СИ нирматрелвира из различных видов интактных  
матриц составляет 93,85 %, ритонавира – 108,51 %.  
RSD рассчитанных значений СИ нирматрелвира 
из различных видов интактных матриц составляет 
11,04 %, ритонавира – 14,64 % (таблица 9).

Эффект матрицы

Для оценки влияния биологической матрицы на 
количественное определение нирматрелвира и рито-
навира был проведен анализ образцов с добавлением  
смешанных РСР без влияния биологической мат- 
рицы, а также образцы, приготовленные на интакт-
ной плазме без учёта влияния степени извлечения 
анализируемых веществ и ВС из биологической мат- 
рицы. Эффект матрицы был оценен на уровнях L и  
H аналитических диапазонов концентраций нирмат- 
релвира и ритонавира (см. таблица 2). Для ВС про-
метазина эффект матрицы был рассчитан на уровне  
1,00  нг/мл. По полученным данным был рассчитан  
фактор матрицы, нормализованный по внутреннему 
стандарту (таблица 10).

Стабильность

Были проанализированы по три образца для 
оценки настольной и постпрепаративной кратко-
срочной стабильности, стабильности при трехкрат-
ной заморозке-разморозке, стабильности ИСР и РСР 
(при хранении в течение 17 дней при температуре  
–50  °С до –35  °С), долгосрочной стабильности ана-
лита на уровнях L и H (см. таблица 2). Долгосрочная  
стабильность была оценена дважды: проводилась 
промежуточная оценка при хранении в течение  
17  дней при температуре от –50 °С до –35 °С, а так-
же дополнительная оценка при хранении в течение 
38 дней при температуре от –50 °С до –35 °С, посколь- 
ку минимальный срок для оценки данного вида ста-
бильности должен соответствовать периоду хранения 
образцов от начала отбора в клиническом центре до 
момента завершения анализа последней пробы в рам-
ках аналитического этапа исследования. Результаты 
оценки стабильности представлены в таблице 11.

Рисунок 5. Хроматограмма образца плазмы крови (НИРМ 
50,00 нг/мл, РИТ 5,00 нг/мл)

Figure 5. Chromatogram of plasma sample (NIRM 50.00 ng/mL, RIT 
5.00 ng/mL)

Таблица 9. Оценка степени извлечения нирматрелвира и ритонавира на уровнях L, M1, M2 и H  
из различных видов биологической матрицы

Table 9. Calculation of nirmatrelvir and ritonavir recovery at levels L, M1, M2, H 

Биологическая матрица
Biological matrix

СИ НИРМ. %
Recovery NIRM, %

СИ РИТ, %
Recovery RIT, %

L M1 M2 H L M1 M2 H

Интактная плазма крови
Blank plasma

86,10 73,60 102,49 80,51 83,77 117,96 123,33 76,04

85,51 74,87 100,13 93,18 87,48 118,53 123,03 89,66

91,20 73,61 109,31 91,72 92,75 126,56 135,12 89,80

Гемолизная плазма крови
Hemolyzed blank plasma

96,99 90,96 80,22 113,04 98,72 129,86 107,27 124,46

88,04 98,16 82,05 105,03 87,55 132,14 105,21 118,66

87,51 92,60 90,58 106,67 83,20 122,07 114,86 117,33

Гиперлипидемическая плазма крови
Lipemic blank plasma

95,96 98,21 98,71 103,32 110,55 108,96 120,82 103,36

99,93 107,23 89,55 94,42 106,70 118,63 106,27 94,57

94,43 114,49 94,10 94,22 98,25 131,23 104,67 97,01

Среднее
Average

93,85 108,51

SD 10,36 15,89

RSD 11,04 14,64
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Таблица 10. Расчет фактора матрицы  
анализируемых веществ, нормализованного  
по фактору матрицы внутреннего стандарта

Table 10. Calculation of IS-normalized matrix factors  
of nirmatrelvir and ritonavir
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Нормализованный Mf
Normalized Mf

L Н L Н L Н

НИРМ 
NIRМ

Среднее
Average

1,20 0,95 1,16 0,81 1,09 0,81

RSD, % 4,24 9,81 4,16 5,37 3,55 5,53

РИТ 
RIT

Среднее
Average

1,95 1,44 1,67 1,18 1,32 1,17

RSD, % 4,22 5,39 9,95 14,12 7,57 11,09

Перенос пробы

В рамках валидационных циклов № 1–3 прово-
дился последовательный анализ калибровочных об-
разцов на уровне 8 (см. таблица 2) и образцов ин-
тактной плазмы крови. Результаты оценки переноса 
пробы представлены в таблице 12.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведена разработка и валидация методики ко-

личественного определения нирматрелвира и ритона-
вира в плазме крови человека методом ВЭЖХ-МС/МС. 
Подтвержденный аналитический диапазон методи-
ки составил 50,00–10000,00 нг/мл для нирматрелви-
ра и ритонавира в диапазоне 5,00–1000,00 нг/мл для 
ритонавира в плазме крови. Данная методика была 
использована в рамках проведения аналитического 
этапа исследования с целью изучения фармакокине-
тических параметров комбинированных препаратов 
нирматрелвира и ритонавира. 
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Таблица 11. Оценка стабильности

Table 11. Stability assessment

Вид стабильности
Type of stability

Срок и условия хранения образцов
Time and storage conditions

Среднее значение Е, % 
Average value of E, %

НИРМ 
NIRМ

РИТ 
RIT

L H L H

«Настольная» стабильность 
Bench-top stability

Aнализируются свежеприготовленными; 
хранение при температуре 20 ± 5 оС
Analyzed freshly prepared; stored at 20 ± 5 oC

4,63 8,56 13,73 12,70

«Постпрепаративная» стабильность 
Postpreparative stability

24 часа при температуре 4 оС
24 hours at 4 oC

–10,35 –11,45 9,62 –1,44

Стабильность при трехкратной 
заморозке-разморозке
Freeze-thaw stability

36 часа при температуре –42,5 ± 7,5 оС 
и 6 часов при температуре 20 ± 5оС
36 hours at –42.5 ± 7.5 oC and 6 hours 
at 20 ± 5 oC

2,67 3,23 3,23 –2,57

Долгосрочная стабильность аналита в 
матрице
Long-term stability

17 дней при температуре –42,5 ± 7,5 оС
17 days at –42.5 ± 7.5 oC

3,16 4,69 2,67 2,65

38 дней при температуре –42,5 ± 7,5 оС
38 days at –42.5 ± 7.5 oC

1,10 4,89 –2,47 –2,06

Стабильность ИСР
Stock solution stability

17 дней при температуре –42,5 ± 7,5 оС
17 days at –42.5 ± 7.5 oC

0,37 4,29 –1,76 –0,93

Стабильность РСР
Work solution stability

17 дней при температуре –42,5 ± 7,5 оС
17 days at –42.5 ± 7.5 oC

–0,01 5,56 –2,36 –2,65
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Таблица 12. Оценка переноса пробы

Table 12. Assessment of carry-over effect 

№
Образец 
Sample

Значение площади
Area

Отношение площадей, %
Area ratio, %

НИРМ
NIRM

РИТ
RIT

ПРОМ
PROM

НИРМ
NIRM

РИТ
RIT

ПРОМ
PROM

1

НПКО 
LLOQ

65110 56522 275624 – – –

Интактная плазма крови
Blank plasma

0 4358 0 0,00 7,71 0,00

2

НПКО 
LLOQ

66863 66863 312152 – – –

Интактная плазма крови
Blank plasma

0 1714 0 0,00 2,56 0,00

3

НПКО 
LLOQ

63158 77307 318969 – – –

Интактная плазма крови
Blank plasma

0 0 0 0,00 0,00 0,00
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Резюме
Введение. Новая коронавирусная инфекция COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) вызвана оболочечным вирусом с одноцепочечной 
РНК позитивной полярности – SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2). Одним из противовирусных 
препаратов, рекомендованных для этиотропного лечения COVID-19, является фавипиравир. Парентеральное введение препарата 
имеет ряд преимуществ по сравнению с другими способами введения: отсутствует взаимодействие с пищей и пищеварительными 
ферментами, возможно применение для пациентов c заболеваниями пищеварительной системы и пациентов без сознания. В России для 
парентерального применения зарегистрирован препарат «Арепливир» с действующим веществом фавипиравир.
Цель. Целью исследования является изучение фармакокинетики препарата «Арепливир», лиофилизат для приготовления концентрата 
для приготовления раствора для инфузий (АО «Биохимик», Россия), держатель регистрационного удостоверения ООО «ПРОМОМЕД РУС», 
при внутривенном капельном введении здоровым добровольцам в рамках фазы I клинического исследования.
Материалы и методы. Клинический, аналитический этапы исследования, анализ фармакокинетических параметров проводился в 
рамках исследования различных доз препарата «Арепливир», лиофилизат для приготовления концентрата для приготовления раствора 
для инфузий (ООО «ПРОМОМЕД РУС», Россия). Хроматографическое разделение и детектирование проводили на высокоэффективном 
жидкостном хроматографе LC-2040С (Shimadzu Corporation, Япония) с встроенным УФ-детектором, четырехкомпонентным градиентным 
насосом низкого давления, дегазатором, автосамплером, термостатом колонок и контроллером (Shimadzu Corporation, Япония). Расчет 
фармакокинетических параметров проводился с помощью Microsoft Excel с расширением для проведения фармакокинетического 
анализа Boomer (Department of Pharmacokinetics and Drug Metabolism, Allergan, Irvine, CA 92606, США). Описательная статистика 
фармакокинетических параметров рассчитывались с помощью IBM SPSS Statistics (версия 23.0), IBM, США. Корреляционно-регрессионный 
анализ проводился с помощью Microsoft Excel (Microsoft Corporation, США).
Результаты и обсуждение. Для доз 400, 800, 1600 и 1800 мг при однократном введении в 4 когортах по 5 добровольцев рассчитаны 
фармакокинетические параметры. Для максимального значения концентрации фавипиравира (Сmax) от вводимой дозы установлена 
статистически значимая прямая корреляционная связь весьма высокой тесноты по шкале Чеддока (r = 0,98; p = 0,02; r – коэффициент 
корреляции Пирсона; p – достигнутый уровень значимости) и статистическая значимость коэффициента детерминации (R2 = 0,96; 
F = 45,97; p = 0,02; R2 –коэффициент детерминации; F – фактическое значение критерия Фишера). Для площади под кривой «плазменная 
концентрация – время» с момента введения препарата до последней определяемой концентрации во временной точке t (AUC0-t) от 
вводимой дозы установлена статистически значимая прямая корреляционная связь весьма высокой тесноты по шкале Чеддока (r = 0,97; 
p = 0,03) и статистическая значимость коэффициента детерминации (R2 = 0,94; F = 33,54; p = 0,03). Полученные результаты позволяют 
говорить о линейности Cmax и AUC0-t на всем изучаемом диапазоне доз (400–1800 мг). 
Заключение. По полученным на аналитическом этапе исследования значениям концентраций фавипиравира были рассчитаны 
фармакокинетические параметры, построены усредненные фармакокинетические профили в линейных и полулогарифмических 
координатах после однократного введения различных доз препарата «АРЕПЛИВИР», лиофилизат для приготовления концентрата 
для приготовления раствора для инфузий (ООО «ПРОМОМЕД РУС», Россия). Установлена линейность Cmax и AUC0-t от вводимой дозы 
препарата «Арепливир» на всем изучаемом диапазоне доз (400–1800 мг) при однократном введении. Полученные результаты определяют 
возможность дальнейшего изучения режима дозирования с многократным введением фавипиравира, а также позволяют осуществить 
переход к последующим фазам клинических исследований препарата «Арепливир».

Ключевые слова: фавипиравир, COVID-19, фармакокинетика, инфузионное введение
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Abstract
Introduction. The novel coronavirus infection COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) is caused by an enveloped, positive-sense, single-
stranded ribonucleic acid (RNA) virus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2). Favipiravir is the antiviral drug 
recommended for etiotropic treatment of COVID-19. Parenteral therapy has advantages over the other routes of the drug administration: there 
are no interaction with food and digestive enzymes, may be used for patients with diseases of the digestive system and unconscious patients. 
For parenteral drug administration of favipiravir the drug "Areplivir" has been registered in Russia.
Aim. The aim is pharmacokinetics study of drug "Areplivir", a lyophilisate for the preparation of a concentrate for the infusion solution (the 
manufacturer is JSC "Biokhimic", LLC "Promomed RUS" as registration certificate holder) by intravenous infusion in healthy volunteers in a phase 
I pharmacokinetics study.
Materials and methods. The clinical and analytical phases of the pharmacokinetic study as well as pharmacokinetic analyses have been 
performed as part of a clinical trial of the drug "Areplivir" in different doses, a lyophilisate for the preparation of a concentrate for the infusion 
solution (LLC "Promomed RUS", Russia). Chromatographic separation and detection were carried out on a LC-2040C high-performance liquid 
chromatograph (Shimadzu Corporation, Japan) with a built-in UV detector, a low-pressure four-component gradient pump, a degasser, an 
autosampler, a column thermostat and a controller. The pharmacokinetic parameters were calculated with the Boomer pharmacokinetic 
analysis add-in for Microsoft Excel (Department of Pharmacokinetics and Drug Metabolism, Allergan, Irvine, CA 92606, USA). Descriptive 
pharmacokinetic statistics were calculated with Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA). Correlation and Regression Analysis were 
conducted with IBM SPSS Statistics (version 23.0), IBM, USA. 
Results and discussion. For single dose administration of 400, 800, 1600 and 1800 mg in 4 cohorts of 5 volunteers pharmacokinetic parameters 
were calculated. For Cmax and an administered dose the strong correlation coefficient on the Chaddock scale (r = 0,98; p = 0,02; r  – Pearson 
correlation coefficient; p – the reached significance value) and the determination coefficient (R2 = 0,96; F = 45,97; p = 0,02; R2 – determination 
coefficient; F – the actual value of the Fisher's criterion) were statistically significant. For AUC0-t and an administered dose the strong correlation 
coefficient on the Chaddock scale (r = 0,97; p = 0,03) and the determination coefficient (R2 = 0,94; F = 33,54; p = 0,03) were statistically significant. 
The obtained results show the linearity of Cmax and an administered dose and the linearity of AUC0-t and an administered dose (400–1800 mg).
Conclusion. According to the concentrations of favipiravir from the analytical phase of the pharmacokinetic study the pharmacokinetic 
parameters were calculated, averaged pharmacokinetic profiles in linear and log-linear scales were plotted after single dose administrations of 
the drug "Areplivir" in different doses, a lyophilisate for the preparation of a concentrate for the infusion solution (LLC "Promomed RUS", Russia). 
The linearity of Cmax and a single administered dose and the linearity of AUC0-t and a single administered dose of the drug "Areplivir" have been 
demonstrated for doses of 400 to 1800 mg. The results justified the study of multiple dose administration of "AREPLIVIR" and the subsequent 
phases of clinical trials. 

Keywords: favipiravir, COVID-19, pharmacokinetics, infusion
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ВВЕДЕНИЕ
Новая коронавирусная инфекция COVID-19 (Co- 

ronavirus Disease 2019), первый случай которой был 
зафиксирован в декабре 2019 года в Китае, своей 
внезапностью и быстротой распространения созда-
ла международную чрезвычайную ситуацию в обла-
сти общественного здравоохранения [1–4]. В марте 
2020 года Всемирная организация здравоохранения 

(ВОЗ) объявила пандемию1, которая продолжается и 
в настоящее время. Новый коронавирус SARS-CoV-2 
(severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 
2) представляет собой одноцепочечный РНК-содер-
жащий вирус, относится к семейству Coronaviridae  [2, 

1 Хронология действий ВОЗ по борьбе с COVID-19.  
Доступно по: https://www.who.int/ru/news-room/detail/29-06-
2020-covidtimeline. Ссылка активна на 26.12.2022.
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5, 6]. К концу 2022 года во всем мире зафиксировано 
более 650  млн подтвержденных случаев заражения 
вирусом SARSCoV-2, из них 6,6 млн закончились ле-
тальным исходом. На территории Российской Феде-
рации зарегистрировано более 21 миллиона случаев  
заражения, скончалось более 400 тысяч человек1. По-
становлением Правительства Российской Федерации 
SARS-CoV-2 включен в перечень заболеваний, пред-
ставляющих опасность для окружающих наряду с  
особо опасными инфекциями [6].

В актуальной версии временных методиче-
ских рекомендаций2 Министерства здравоохране-
ния Российской Федерации «Профилактика, диагно-
стика и лечение новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19)» представлен перечень лекарственных 
препаратов для этиотропного лечения COVID-19, од-
ним из которых является фавипиравир. Фавипира-
вир  – синтетический противовирусный препарат, се-
лективный ингибитор РНК-полимеразы, активный в 
отношении РНК-содержащих вирусов [7–11]. Влияя 
на репликацию РНК вируса, фавипиравир подавляет  
РНК-полимеразу и блокирует размножение возбу-
дителя [12, 13]. Парентеральное введение имеет ряд 
преимуществ по сравнению с другими способами 
введения: препарат напрямую попадают в кровь без 
взаимодействия с пищей и пищеварительными фер-
ментами, поэтому обладает высокой и предсказуе-
мой биодоступностью [8, 14]. Такой способ введения 
может применяться в ситуациях, когда пероральный 
прием затруднен или невозможен: пациент находит-
ся без сознания, в прон-позиции или подключен к ис-
кусственной вентиляции легких, страдает дисфагией 
или заболеваниями пищеварительной системы [8, 14].  
Фавипиравир в формах для парентерального введе-
ния рекомендован пациентам со среднетяжелым и тя-
желым течением COVID-19, находящихся в стационар- 
ных условиях3. Первым оригинальным препаратом на  
основе фавипиравира для внутривенного введения 
стал «Арепливир» в форме лиофилизата для приго-
товления концентрата для приготовления раствора 
для инфузий, получивший регистрационное удосто-
верение Минздрава России в ноябре 2021 года (РУ  
ЛП-007598)3. На сегодняшний день препарат «Ареп- 
ливир» для внутривенного введения также зарегист- 
рирован в форме концентрата для приготовления 

1 WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. Available at: 
https://covid19.who.int/ Accessed: 26.12.2022.

2 Временные методические рекомендации «Профилак-
тика, диагностика и лечение новой коронавирусной инфек-
ции (COVID-19). Версия 17 (14.12.2022)» (утвержденные Ми- 
нистерством здравоохранения Российской Федерации). До-
ступен по: https://static-0.minzdrav.gov.ru/system/attachments/
attaches/000/061/252/original/%D0%92%D0%9C%D0%A0_
COVID-19_V17.pdf. Ссылка активна на 26.12.2022.

3 ГРЛС – Министерство здравоохранения Рос-
сийской Федерации: Регистрационное удостовере-
ние ЛП-007598. Доступно по: https://grls.rosminzdrav.ru/
Grls_View_v2.aspx?routingGuid=db230dd7-e82f-4890-bc87-
4ae225bc9e4e. Ссылка активна на 26.12.2022.

раствора для инфузий (РУ ЛП-007660)4 и порошка 
для приготовления концентрата для приготовления  
раствора для инфузий (РУ ЛП-007681)5.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клинический, аналитический этапы исследова-

ния, анализ фармакокинетических параметров про-
водился в рамках исследования различных доз пре-
парата «Арепливир», лиофилизат для приготовления 
концентрата для приготовления раствора для инфу-
зий (АО  «Биохимик», держатель регистрационного 
удостоверения ООО «ПРОМОМЕД РУС», Россия) (да-
лее  – «Арепливир») в рамках клинического исследо-
вания I  фазы «Открытое нерандомизированное кли-
ническое исследование по оценке безопасности, 
переносимости и фармакокинетических параметров 
различных доз препарата «Арепливир», лиофилизат 
для приготовления концентрата для приготовления 
раствора для инфузий (ООО «ПРОМОМЕД РУС», Рос-
сия) у здоровых добровольцев». Исследование одо-
брено Министерством здравоохранения Россий-
ской Федерации РКИ № 226 от 26.04.2021, протокол 
№ FAV-0120216. 

Клинический этап исследования

В исследовании принимали участие 20 здоро-
вых добровольцев мужского пола в возрасте от 18 
до 45  лет включительно. В исследование включалось 
4  когорты по 5 человек, препарат вводился добро-
вольцам однократно внутривенно-капельно (1  ко-
горте – 400 мг, 2 когорте – 800 мг, 3 когорте – 1600 мг, 
4 когорте – 1800 мг). С целью контроля скорости вве-
дения препарата инфузия осуществлялась через 
инфузомат FMS (B. Braun, Германия) со скоростью  
100  мл/час в течение 2 часов. Перед началом введе-
ния исследуемого препарата добровольцам устанав-
ливался кубитальный гепаринизированный катетер  
на 12,5  часов. Установка кубитального катетера про-
изводилась в руку, отличную от той, в которую плани-
ровалось введение исследуемого препарата. После 
удаления катетера отбор крови у добровольцев про-
водился путем венепункции (через 16 и 24 часов по-

4 ГРЛС – Министерство здравоохранения Российской 
Федерации: Регистрационное удостоверение ЛП-007660.  
Доступно по: https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_
v2.aspx?routingGuid=3b4285f9-f3a1-43ba-a603-972930b538f6. 
Ссылка активна на 26.12.2022.

5 ГРЛС – Министерство здравоохранения Российской 
Федерации: Регистрационное удостоверение ЛП-007681.  
Доступно по: https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_
v2.aspx?routingGuid=7f996e3d-1f19-4712-8dd4-390af761dbf2. 
Ссылка активна на 26.12.2022.

6 ГРЛС – Министерство здравоохранения Российской 
Федерации: Реестр разрешений на проведение клинических 
исследований 226. Доступно по: https://grls.rosminzdrav.ru/
CIPermissionMini.aspx?CIStatementGUID=144f22f8-5c12-4ba0-
8811-9e924c418615&CIPermGUID=D23ECA63-6493-44C0-
98DD-E5CE44C829B4. Ссылка активна на 26.12.2022.
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сле начала введения препарата). После установки ка-
тетера за 5–10  минут до начала введения препарата 
отбиралась исходная (0) проба крови. После начала 
введения препарата отбор проб крови проводился  
через 10, 20, 30, 40 и 50 минут, далее – через 1, 1,25, 
1,5, 1,75, 2, 2,5, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 16 и 24 часов. 

Образцы крови отбирались в пробирки с антико-
агулянтом К2 или К3ЭДТА, центрифугировались при 
3000 об/мин в течение 10 минут. Полученная плаз-
ма делилась на две аликвоты (основную для анализа 
и контрольную для повторных анализов), заморажи-
валась и хранилась при температуре не выше минус 
20  °С. Транспортировка основных аликвот в аналити-
ческую лабораторию осуществлялась при контроли-
руемом температурном режиме не выше минус 18 °С.

Аналитический этап исследования

Хроматографическое разделение и детектиро-
вание проводили на высокоэффективном жидкост-
ном хроматографе LC-2040С (Shimadzu Corporation, 
Япония) с встроенным УФ-детектором, четырехком-
понентным градиентным насосом низкого давле-
ния, дегазатором, автосамплером, термостатом коло-
нок и контроллером (Shimadzu Corporation, Япония). 
Аналитический диапазон методики составляет 0,25–
200,00  мкг/мл в плазме крови человека. Детальное 
описание методики количественного определения  
фавипиравира в плазме крови человека методом 
ВЭЖХ-УФ и ее валидация приведены в статье [14].

Статистическая обработка данных  
и анализ фармакокинетики

Индивидуальные профили изменения значений 
фавипиравира в плазме крови добровольцев во вре-
мени, зарегистрированные после введения исследу-
емого препарата «Арепливир», характеризовались 
максимальным значением концентрации фавипира-
вира (Сmax) и временем его достижения (Tmax); площа-
дью под кривой «плазменная концентрация – время»  
с момента введения препарата до последней опреде-
ляемой концентрации во временной точке t (AUC0-t),  
рассчитанной методом трапеций; площадью под кри-
вой «плазменная концентрация – время» с момента 
введения препарата до бесконечности (AUC0-∞). До-
полнительно определялись следующие фармакоки-
нетические параметры: период полувыведения фави-
пиравира (T1/2); константа скорости элиминации (Kel), 
оцениваемая по угловому коэффициенту линии ре-
грессии, рассчитанного по методу наименьших ква-
дратов, натурального логарифмического значения 
концентраций фавипиравира по отношению ко вре-
мени получения последних значений концентраций 
фавипиравира свыше нижнего предела количествен-
ного определения; объем распределения лекарст- 
венного средства (Vd); общий клиренс (Cl); среднее 
время удержания лекарственного вещества в плазме 
крови (MRT).

Расчет фармакокинетических параметров прово- 
дился с помощью пакета Microsoft Excel с расшире-
нием для проведения фармакокинетического анали-
за Boomer (Department of Pharmacokinetics and Drug 
Metabolism, Allergan, Irvine, CA 92606, США). Распре-
деление фармакокинетических параметров описано 
мерами центральной тенденции (среднее арифмети-
ческое, среднее геометрическое, медиана) и мерой 
разброса данных (стандартное отклонение, коэффи-
циент вариации, минимальное значение, максималь-
ное значение) [15]. Описательная статистика фарма- 
кокинетических параметров рассчитывались с по-
мощью Microsoft Excel (Microsoft Corporation, США).  
Корреляционно-регрессионный анализ проводился  
с помощью IBM SPSS Statistics, версия 23.0 (IBM, США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В анализ фармакокинетики были включены дан-

ные 20 добровольцев, которым однократно внутри-
венно-капельно вводился исследуемый препарат 
«Арепливир» в дозах от 400 до 1800 мг. 

Фармакокинетические параметры  
исследуемого препарата «Арепливир»  
при однократном введении, 1 когорта,  
доза 400 мг

Максимальное значение концентраций фавипи- 
равира составило 7,92 ± 1,11 мкг/мл (M ± σ, где M  – 
среднее арифметическое, σ – стандартное отклоне-
ние). Значение медианы времени достижения мак-
симальной концентрации фавипиравира составило 
1,75  часа. Значение площади под кривой «плазмен-
ная концентрация – время» с момента введения пре-
парата до последней определяемой концентра-
ции во временной точке t (AUC0-t) составило 24,54 ± 
5,96 мкг ∙ ч/мл. Значение площади под кривой «плаз-
менная концентрация – время» с момента введе-
ния препарата до бесконечности (AUC0-∞)  – 25,44 ± 
6,10  мкг ∙ ч/мл. Фавипиравир элиминировался из  
плазмы крови со значением периода полувыведения 
(T1/2) 1,62 ± 0,30 часов. Общий клиренс (Cl)  – 16,49 ± 
4,09 л/ч. Объем распределения лекарственного  
средства (Vd) соответствует значению 37,57 ± 7,34 лит- 
ров. Значение среднего времени удержания фавипи-
равира в плазме крови (MRT) составило 3,04 ± 0,43  ча-
сов (таблица 1).

Фармакокинетические параметры  
исследуемого препарата «Арепливир»  
при однократном введении, 2 когорта,  
доза 800 мг

Максимальное значение концентраций фавипи-
равира составило 13,92 ± 3,86 мкг/мл. Значение ме- 
дианы времени достижения максимальной концент- 
рации фавипиравира составило 1,75 часа. Значе-
ние площади под кривой «плазменная концентра-
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ция  – время» с момента введения препарата до по-
следней определяемой концентрации во временной 
точке t (AUC0-t) составило 47,31 ± 18,46  мкг ∙ ч/мл.  
Значение площади под кривой «плазменная кон-
центрация  – время» с момента введения препарата 
до бесконечности (AUC0-∞) – 48,61 ± 18,66 мкг ∙ ч/мл.  
Фавипиравир элиминировался из плазмы крови 
со значением периода полувыведения (T1/2) 2,30 ± 
0,93 часов. Общий клиренс (Cl) – 18,62 ± 7,28 л/ч.  
Объем распределения лекарственного средства (Vd)  
соответствует значению 59,15 ± 31,56 литров. Значе-
ние среднего времени удержания фавипиравира в 
плазме крови (MRT) составило 3,52 ± 0,61  часов (см. 
таблица 1).

Фармакокинетические параметры  
исследуемого препарата «Арепливир»  
при однократном введении, 3 когорта,  
доза 1600 мг

Максимальное значение концентраций фавипи- 
равира составило 52,74 ± 14,19 мкг/мл. Значение ме-
дианы времени достижения максимальной концент- 
рации фавипиравира составило 2 часа. Значение  
площади под кривой «плазменная концентрация  – 
время» с момента введения препарата до последней 
определяемой концентрации во временной точке  

t (AUC0-t) составило 209,86 ± 87,43 мкг ∙ ч/мл. Значе- 
ние площади под кривой «плазменная концентра- 
ция  – время» с момента введения препарата до бес-
конечности (AUC0-∞) – 212,30 ± 86,92 мкг ∙ ч/мл. Фа- 
випиравир элиминировался из плазмы крови со зна-
чением периода полувыведения (T1/2) 2,82 ± 0,59  ча- 
сов. Общий клиренс (Cl) – 8,55 ± 3,13 л/ч. Объем рас-
пределения лекарственного средства (Vd) соответст- 
вует значению 33,09 ± 9,12 литров. Значение средне-
го времени удержания фавипиравира в плазме кро- 
ви (MRT) составило 4,88 ± 1,38 часов (см. таблица 1).

Фармакокинетические параметры  
исследуемого препарата «Арепливир»  
при однократном введении, 4 когорта,  
доза 1800 мг

Максимальное значение концентраций фавипи-
равира составило 51,69 ± 9,72 мкг/мл. Значение ме- 
дианы времени достижения максимальной концент- 
рации фавипиравира составило 2 часа. Значение 
площади под кривой «плазменная концентрация – 
время» с момента введения препарата до послед-
ней определяемой концентрации во временной 
точке t (AUC0-t) составило 302,22 ± 118,17 мкг ∙ ч/мл. 
Значение площади под кривой «плазменная концент- 
рация – время» с момента введения препарата до  

Таблица 1. Сводная таблица фармакокинетических параметров после однократного введения дозы  
исследуемого препарата «Арепливир»

Table 1. Summary data of pharmacokinetic parameters after a single dose administration of "Areplivir"

Фармакокинетический параметр 
препарата «АРЕПЛИВИР»

Pharmacokinetic parameter  
of «AREPLIVIR»

Однократное введение
Single dose administration

400 мг
400 mg

800 мг
800 mg

1600 мг
1600 mg

1800 мг
1800 mg

Cmax, мкг/мл
Cmax, µg/mL

7,92 ± 1,11 [5] 13,92 ± 3,86 [5] 52,74 ± 14,19 [5] 51,69 ± 9,72 [5]

AUC0-t, мкг ∙ ч/мл
AUC0-t, µg ∙ h/mL

24,54 ± 5,96 [5] 47,31 ± 18,46 [5] 209,86 ± 87,43 [5] 302,22 ± 118,17 [5]

AUC0-∞, мкг ∙ ч/мл
AUC0-∞, µg ∙ h/mL

25,44 ± 6,10 [5] 48,61 ± 18,66 [5] 212,30 ± 86,92 [5] 308,37 ± 119,21 [5]

Tmax, ч
Tmax, h

1,75 (1,75–2,00) [5] 1,75 (1,75–2,00) [5] 2,00 (1,75–2,00) [5] 2,00 (1,75–2,50) [5]

Kel, ч
-1

Kel, h
-1 0,44 ± 0,07 [5] 0,35 ± 0,14 [5] 0,26 ± 0,06 [5] 0,22 ± 0,07 [5]

T1/2, ч
T1/2, h

1,62 ± 0,30 [5] 2,30 ± 0,93 [5] 2,82 ± 0,59 [5] 3,37 ± 0,94 [5]

Cl, л/ч
Cl, L/h

16,49 ± 4,09 [5] 18,62 ± 7,28 [5] 8,55 ± 3,13 [5] 6,89 ± 3,53 [5]

Vd, л
Vd, L

37,57 ± 7,34 [5] 59,15 ± 31,56 [5] 33,09 ± 9,12 [5] 29,97 ± 5,82 [5]

MRT, ч
MRT, h

3,04 ± 0,43 [5] 3,52 ± 0,61 [5] 4,88 ± 1,38 [5] 5,78 ± 1,61 [5]

Примечание. Для всех параметров, кроме Tmax, приведены значения M ± σ [n] (M – среднее арифметическое, σ – стандартное 
отклонение, n – размер выборки). Для параметра Tmax приведены значения Median (Min – Max) [n] (Median – медиана, Max – максимальное 
значение, Min– минимальное значение, n – размер выборки).

Note. For all parameters, except for Tmax, the values M ± σ [n] are given (M is the arithmetic mean, σ is the standard deviation, n is the sample 
size). For the Tmax parameter, the values Median (Min – Max) [n] are given (Median – median, Max – maximum value, Min – minimum value, n – sample 
size).
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бесконечности (AUC0-∞)  – 308,37 ± 119,21 мкг ∙ ч/мл.  
Фавипиравир элиминировался из плазмы крови со 
значением периода полувыведения (T1/2) 3,37 ± 0,94  ча-
сов. Общий клиренс (Cl)  – 6,89 ± 3,53 л/ч. Объем рас-
пределения лекарственного средства (Vd) соответст- 
вует значению 29,97 ± 5,82  литров. Значение средне-
го времени удержания фавипиравира в плазме кро- 
ви (MRT) составило 5,78 ± 1,61 часов (см. таблица 1).

Усредненные фармакокинетические профили (в 
линейных и полулогарифмических координатах) зна- 
чений концентраций фавипиравира после однократ-
ного введения препарата «Арепливир» в различных 
дозах приведены на рисунках 1–2.

Линейность фармакокинетики  
при однократном введении  
исследуемого препарата

Значения максимальной концентраций фавипи-
равира в плазме крови добровольцев (Cmax) изменя-
лись с увеличением дозы препарата «Арепливир» 
при однократном введении: для дозы 400 мг – 7,92 ± 
1,11 мкг/мл, для дозы 800 мг – 13,92 ± 3,86 мкг/мл, для 
дозы 1600 мг – 52,74 ± 14,19 мкг/мл, для дозы 1800 мг – 
51,69 ± 9,72 мкг/мл. Площадь под кривой «плазмен-
ная концентрация – время» с момента введения пре-
парата до последней определяемой концентрации 

во временной точке t (AUC0-t) возрастала с увеличе-
нием дозы препарата «Арепливир» при однократном 
введении: для дозы 400 мг – 24,54 ± 5,96 мкг ∙ ч/мл,  
для дозы 800 мг – 47,31 ± 18,46 мкг ∙ ч/мл, для дозы 
1600 мг – 209,86 ± 87,43 мкг ∙ ч/мл, для дозы 1800  мг  – 
302,22 ± 118,17 мкг ∙ ч/мл.

Для проверки гипотезы линейности Cmax и AUC0-t 
от вводимой дозы проводился корреляционно-рег- 
рессионный анализ. При уровне значимости α = 0,05 
проверялись нулевая гипотеза (Н0) о статистической 
незначимости коэффициента корреляции и нулевая 
гипотеза (Н0) о статистической незначимости коэф-
фициента детерминации. 

При проверке линейности Cmax от вводимой до- 
зы установлена статистически значимая прямая кор-
реляционная связь весьма высокой тесноты по шка-
ле Чеддока (r = 0,98; p = 0,02; r – коэффициент корре-
ляции Пирсона; p – достигнутый уровень значимости) 
и статистическая значимость коэффициента детерми-
нации (R2 = 0,96; F = 45,97; p = 0,02; R2  –коэффициент 
детерминации; F – фактическое значение критерия 
Фишера). При проверке линейности AUC0-t от вводи-
мой дозы установлена статистически значимая пря-
мая корреляционная связь весьма высокой тесноты 
по шкале Чеддока (r = 0,97; p = 0,03) и статистическая 
значимость коэффициента детерминации (R2 = 0,94; 
F = 33,54; p = 0,03). 

Рисунок 1. Усредненные фармакокинетические профили (в линейных координатах со стандартными отклонениями) фавипира-
вира после однократного введения препарата «Арепливир»

Figure 1. Average pharmacokinetic profiles (in linear scale with standard deviations) of favipiravir after single dose administration of 
"Areplivir"
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Полученные результаты позволяют сделать вы-
вод о линейности Cmax и AUC0-t на всем изучаемом  
диапазоне доз (400–1800 мг). Линейная зависимость 
Cmax от вводимой дозы препарата «Арепливир» при  
однократном введении показана на рисунке 3. Ли-
нейная зависимость AUC0-t от вводимой дозы препа-
рата «Арепливир» при однократном введении пока-
зана на рисунке 4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
По полученным на аналитическом этапе исследо-

вания значениям концентраций фавипиравира бы-
ли рассчитаны фармакокинетические параметры, 
построены усредненные фармакокинетические про-
фили в линейных и полулогарифмических координа-
тах после однократного введения различных доз пре-

Рисунок 2. Усредненные фармакокинетические профили (в лог-линейных координатах со стандартными отклонениями) фави-
пиравира после однократного введения препарата «Арепливир»

Figure 2. Average pharmacokinetic profiles (in log-linear scale with standard deviations) of favipiravir after single dose administration 
of "Areplivir"

Рисунок 3. Линейная зависимость Cmax от вводимой дозы пре-
парата «Арепливир»

Figure 3. Linear relationship between Cmax and an administered 
dose of "Areplivir"

Рисунок 4. Линейная зависимость AUC0-t от вводимой дозы 
препарата «Арепливир»

Figure 4. Linear relationship between AUC0-t and an administered 
dose of "Areplivir"
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парата «Арепливир», лиофилизат для приготовления 
концентрата для приготовления раствора для инфу-
зий (ООО  «ПРОМОМЕД РУС», Россия). Установлена ли-
нейность Cmax и AUC0-t от вводимой дозы исследуемо-
го препарата. Полученные результаты определяют 
возможность дальнейшего изучения режима дози-
рования с многократным введением фавипиравира, 
а также позволяют осуществить переход к последу-
ющим фазам клинических исследований препарата 
«Арепливир».
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Резюме
Введение. Создание инновационного высокоэффективного и конкурентоспособного лекарственного препарата является долгим и 
дорогостоящим процессом, результат которого достаточно сложно спрогнозировать заранее. Для ускорения выхода нового препарата 
на рынок и снижения материальных затрат разработчика целесоообразным является включение доклинических экспериментов 
непосредственно в процесс лабораторной фармацевтической разработки.
Текст. Цель настоящей работы заключается в создании обоснованного подхода к осуществлению лабораторной фармацевтической 
разработки с привлечением исследований in vivo. Включение доклинических исследований в процесс лабораторной фармацевтической 
разработки позволит исключить негативное влияние фармацевтических факторов на биодоступность лекарственного средства (ЛС), 
избежать ошибок при выборе вспомогательных веществ (ВВ), а также снизить материальные и временные затраты. Перечисленные 
в обзоре примеры, демонстрирующие актуальность проведения доклинических экспериментов на разных этапах лабораторной 
фармразработки, позволили описать более четкий алгоритм действий при осуществлении лабораторной фармацевтической разработки 
нового лекарственного препарата с момента выбора молекулы-кандидата в ЛС. 
Заключение. Для повышения вероятности успешности фармацевтической разработки на этапе выбора лекарственной формы и ее 
состава необходимо проведение экспериментов по изучению фармакокинетики и/или фармакодинамики, что позволит разработать 
лекарственный препарат с оптимальным фармакокинетическим профилем, снизить количество доклинических исследований, стоимость 
разработки и обеспечить успешную трансляционность данных в клиническую практику.

Ключевые слова: фармацевтическая разработка, доклинические исследования, Quality by Design, качество путем разработки, 
традиционная разработка, улучшенный подход
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Abstract
Introduction. Pharmaceutical development of an innovative highly effective and competitive drug is a long and expensive process, the result 
of which is quite difficult to predict in advance. To speed up the entry of a new drug to the treatment and reduce the developer's material costs, 
it is advisable to include preclinical experiments in the process of creating a drug.
Text. The purpose of this work is to create a justified approach to the implementation of laboratory pharmaceutical development involving in 
vivo studies. The inclusion of preclinical studies in the process of laboratory pharmaceutical development will eliminate the negative impact of 
pharmaceutical factors on the bioavailability of a drugs and avoid errors in the selection of excipients, as well as reduce material and time costs. 
The review presents examples that demonstrate the relevance of conducting preclinical experiments at different stages of pharmaceutical 
development. These examples made it possible to describe a clearer algorithm of actions in the laboratory pharmaceutical development of a 
new drug from the moment a drug candidate molecule is selected.
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Conclusion. Due to increase the probability of successful pharmaceutical development at initial stage, it is necessary to carry out 
pharmacokinetic and/or pharmacodynamic experiments to make it possible to develop a drug with an optimal pharmacokinetic profile, reduce 
the number of preclinical studies, the cost of development, and ensure successful translation of data into clinical practice.
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ВВЕДЕНИЕ
Создание инновационного высокоэффективного и  

конкурентоспособного лекарственного препара-
та  – это комплексный многостадийный процесс, со-
стоящий из нескольких этапов. На первом этапе осу- 
ществляется поиск фармакологически активных ве-
ществ. Для этого могут проводиться фундаменталь-
ные исследования, целью которых является более 
глубокое изучение патогенеза заболевания, откры-
тие новых мишеней. На этом этапе важно проана-
лизировать все имеющиеся знания как о механизме 
возникновения и развития заболевания, его основ-
ных симптомах, так и о существующих лекарственных 
препаратах, рекомендованных для лечения данно-
го заболевания, включая их возможные побочные  
реакции. Одновременно может происходить скри-
нинг или моделирование новых соединений, способ-
ных оказать фармакологическое воздействие по уже 
известным механизмам. Их специфическая актив-
ность может изучаться как в экспериментах in vitro, 
так и in vivo. По полученным результатам исследо-
ваний первого этапа выбираются и оптимизируют-
ся кандидаты, доказывается их фармакологическая  
активность и безопасность. 

На следующем этапе осуществляется лаборатор-
ная фармацевтическая разработка готовой лекарст- 
венной формы (ГЛФ) на основе выбранной фармако-
логически активной субстанции (АФС). Цель фарма-
цевтической разработки – создание препарата со- 
ответствующего качества. Применение современной  
концепции Quality-by-Design (QbD, «качество пу-
тем разработки»), заявленной в руководстве ICH Q8  
«Фармацевтическая разработка»1 [1], позволяет ми-

1 ICH Topic Q8 (R2). Part I. Pharmaceutical Development 
(EMEA/СHМР/167068/2004 Note for Guidance on Pharmaceutical 
Development). Part II. Annex Pharmaceutical Development 
(EMEA/СHМР/167068/2004 Annex to Note for Guidance on 
Pharmaceutical Development). Available at: https://www.ema.
europa.eu/en/documents/scientific-guideline/note-guidance-
pharmaceutical-development_en.pdf. Accessed: 12.04.2022.

нимизировать риск производства некачественного 
лекарственного средства (ЛС). В данной концепции 
под «качеством препарата» подразумеваются техно-
логические аспекты, обеспечивающие его стабиль-
ность в течение срока годности, при этом требова- 
ния к сохранению активности АФС и ее фармакоки- 
нетическому профилю отсутствуют. 

После проведения работ по разработке состава 
и технологии ЛС его эффективность и безопасность 
согласно рекомендациям2 оценивается в результате 
комплексного доклинического исследования [изуче-
ние фармакокинетики (ФК), фармакодинамики (ФД) и 
токсичности]. Общепринятая схема начального этапа 
разработки лекарственного средства представлена  
на рисунке 1.

Несмотря на то, что на этапе лабораторной фар-
мацевтической разработки доклинические иссле-
дования не являются обязательными, их включение 
в процесс создания ЛС является целесообразным,  
а в ряде случаев необходимым элементом разработ-
ки, так как при их проведении может быть выявлена 
низкая биодоступность и, как следствие, низкая эф-
фективность препарата, отсутствие требуемых фар-
макокинетических характеристик и т.  д. [2, 3]. Уста-
новление нежелательных характеристик нового ЛС 
потребует дальнейшей доработки его состава и тех- 
нологии, что увеличит время выхода на рынок ново-
го ЛС. При этом современные компании-производи-
тели ЛС нацелены на поиск всевозможных способов 
сокращения продолжительности различных этапов 
разработки препаратов [4].

Представленный обзор литературных данных по-
священ вопросам актуальности проведения доклини-
ческих исследований на этапе лабораторной фарма-
цевтической разработки ЛС.

Известно, что на биодоступность ЛС влияют фак-
торы, связанные с биофармацевтическими характе- 

2 Руководство по проведению доклинических исследо-
ваний лекарственных средств. Часть первая. М.: Гриф и К; 
2012. 944 с. 
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ристиками ГЛФ, к которым относятся: физико-хими-
ческие свойства АФС, природа и количество вспомо-
гательных веществ (ВВ), технологические параметры 
производственного процесса, лекарственная форма  
и пути ее введения [2, 5] (таблица 1).

Физико-химическое состояние АФС, влияющее на 
биодоступность ЛС, включает в себя такие харак-
теристики, как размер частиц, полиморфизм, агре-
гатное состояние, физико-химические свойства (рН, 
растворимость, оптическая активность и т.  д.), сте-
пень чистоты [6] и др. При этом наибольшее влияние 
на фармакологический эффект оказывают раствори-
мость, размер частиц и полиморфизм АФС [7–10]. 

Одним из способов повышения растворимости 
АФС является уменьшение ее размера частиц (микро-
низация) [11, 12]. Необходимая степень измельчения 
и, соответственно, конкретный размер частиц АФС, 
определяющие скорость растворения, абсорбции 
и терапевтический эффект ЛС, обосновываются как  
правило исходя из результатов доклинических экс-
периментов. Так, для создания препаратов местного  
действия показана эффективность уменьшения раз- 
мера частиц будесонида до ~230 нм при его рек-
тальном введении в виде наносуспензии: выявлено 
уменьшение макро- и микроскопических характери-
стик воспаления в стенке толстого кишечника мы- 
шей, а также снижение количества воспалитель-
ных макрофагов и интерлейкин-β-продуцирующих 
CD11b+-клеток в ткани толстой кишки по сравнению  

с группой, получавшей микросуспензию будесонида  
(с размером частиц ~2 мкм) [12]. 

На модели острого воспалительного карраге-
нинового отека у крыс была отмечена более высо-
кая противовоспалительная активность микронизи-
рованного дексаметазона, включенного в липидные 
эмульсии, по сравнению с исходной субстанцией [13]. 
Даже в случае пептидных субстанций, пероральное 
применение которых ограничено их низкой энзима-
тической устойчивостью [2], измельчение субстанции 
до 10 мкм приводило к положительному влиянию на 
скорость и степень ее всасывания и, как следствие, 
на величину биодоступности у белых беспородных 
крыс [14]. 

Микронизация очищенной флавоноидной фрак-
ции, на 90 % состоящей из диосмина и широко при-
меняемой для лечения венозных и геморроидаль- 
ных патологий, приводила к значительному усиле-
нию защитных эффектов в отношении проницаемости 
макромолекул при реперфузионном повреждении  
защечного мешка хомяка по сравнению с неизмель-
ченной фракцией [15]. 

В то же время чрезмерное измельчение субстан-
ции вследствие появления электростатического за-
ряда может вызывать агломерацию и агрегацию ее  
частиц, потерю сыпучести, снижение стабильности и 
т. д. Так, при микронизации кальциферола до размера 
частиц <10 мкм наблюдается его быстрая инактива-
ция и выведение из организма, снижение стабильно-
сти и усиление побочного действия [16]. 

Рисунок 1. Общепринятая схема начального этапа разработки лекарственного средства

Figure 1. The generally accepted scheme for the initial stage of drug development
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Таблица 1. Факторы, влияющие на биодоступность АФС

Table 1. Factors affecting on bioavailability of API

№ п/п
№

АФС
APhI

Фактор, влияющий на 
биодоступность

Bioavailability affecting factor 

Результат
Result

Литература
Reference

1
Будесонид
Budesonide

Размер частиц
Particle size

Увеличение противовоспалительной 
активности, повышение местной 
переносимости
Increased anti-inflammatory activity, local 
tolerance

[12]

2
Дексаметазон
Dexamethasone

Размер частиц
Particle size

Повышение противовоспалительной 
активности
Increased anti-inflammatory activity

[13]

3
Пептидная субстанция
Peptide substance

Размер частиц / вспомогательные 
вещества
Particle size / excipients

Повышение биодоступности
Increased bioavailability

[3, 14]

4
Флавоноидный комплекс
Flavonoid Complex

Размер частиц
Particle size

Повышение эффективности
Increased bioavailability

[15]

5
Кальциферол
Calciferol

Размер частиц
Particle size

Снижение эффективности, 
биодоступности, усиление побочных 
эффектов
Decreased efficacy, bioavailability, increased 
side effects

[16]

6
Карведиол
Carvedilol

Включение в состав твердой дисперсии 
(повышение растворимости)
Incorporation into solid dispersion 
(increased solubility)

Повышение биодоступности
Increased bioavailability

[18]

7
Ламотриджин
Lamotrigine

Включение в состав твердой дисперсии 
(повышение растворимости)
Incorporation into solid dispersion 
(increased solubility)

Повышение биодоступности
Increased bioavailability

[19]

8
Празиквантел
Praziquantel

Полиморфизм
Polymorphism

Повышение растворимости 
и эффективности
Improved solubility and efficiency

[22]

9
Агомелатин
Agomelatine

Полиморфизм
Polymorphism

Повышение скорости растворения 
и биодоступности
Increased dissolution rate and bioavailability

[23]

10
Валнемулин
Valnemulin

Полиморфизм
Polymorphism

Повышение биодоступности
Increased bioavailability

[24]

11
Циметидин
Cimetidine

Вспомогательные вещества
Excipients

Снижение биодоступности в присутствии 
гидроксипропилметилцеллюлозы и талька 
Decreased bioavailability in the presence of 
hydroxypropyl methylcellulose and talc

[29]

12
Цетилпиридиния хлорид
Cetylpyridinium chloride

Вспомогательные вещества
Excipients

Снижение эффективности в присутствии 
магния стеарата
Decreased effectiveness in the presence of 
magnesium stearate

[30]

13
Ранитидин
Ranitidine

Вспомогательные вещества
Excipients

Влияние на биодоступность в зависимости 
от пола животного
Effect on bioavailability depending on the 
sex of the animal

[31]

14
Венетоклакс
Venetoclax

Вспомогательные вещества
Excipients

Позитивное влияние на бидоступность in 
vitro не подтвердилось in vivo
A positive effect on biavailability in vitro was 
not confirmed in in vivo 

[32]

15
Итраконазол
Itraconazole

Вспомогательные вещества + 
технологический процесс
Excipients + technology

Позитивное влияние на бидоступность in 
vitro не подтвердилось in vivo
A positive effect on biavailability in vitro was 
not confirmed in in vivo

[34, 35]

16
Аторвастатин кальция
Atorvastatin calcium

Вспомогательные вещества + 
технологический процесс
Excipients + technology

Повышение биодоступности
Increased bioavailability

[36]
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Альтернативным процессу измельчения способом 
повышения растворимости является создание твер-
дых дисперсных систем, представляющих собой дис-
персии одной или нескольких АФС в матриксе, нахо-
дящихся в твердом состоянии. В качестве матрикса 
могут выступать поливинилпирролидон (ПВП), поли-
этиленгликоль, полиметакрилаты, полаксомеры, са-
хара (фруктоза, манноза, глюкоза) и другие поверх-
ностно-активные носители [17]. Так, создание твердой 
дисперсии (ТД) плохо растворимого вещества карве-
диола, являющегося вазодилатирующим, антиарит-
мическим средством, на основе лауроил макрогол-32 
глицерида (Gelucire® 44/14, Gattefosse) привело к пя-
тикратному увеличению его растворимости in vitro. В 
экспериментах in vivo после перорального введения 
крысам линии Sprague-Dawley ТД карведиола наблю-
далось значительное увеличение биодоступности: на 
169 % выше по сравнению с чистой суспензией ЛС [18]. 
Эффективность применения плохорастворимой суб-
станции ламотриджин, предназначенной для лече- 
ния эпилепсии и биполярных расстройств, в виде ТД 
с полиэтиленгликолем-6000 подтвердилась при изу-
чении фармакокинетики, проводимом на самцах крыс 
линии Wistar. Однократное пероральное применение 
ТД привело к значительному увеличению таких по-
казателей, как Сmax, tmax и AUC по сравнению с исход- 
ной субстанцией, что явилось доказательством уве- 
личения биодоступности ламотриджина, входящего в 
состав ТД [19].

Cтабильность и эффективность ЛС также во мно-
гом зависит от кристаллической модификации АФС, 
содержащейся в препарате [20]. Полиморфизм  – это 
способность индивидуального вещества существо-
вать в состояниях с различной кристаллической 
структурой (полиморфных модификациях) [21]. Вы-
бор той или иной модификации обычно обосновыва-
ется исходя из результатов, полученных в экспери- 
ментах in vitro, но для подтверждения потенциаль- 
ной терапевтической эффективности предпочтитель-
но получать доказательства и в экспериментах на 
животных. Так, в работе [22] было показано, что пре-
вращение исходного празиквантела, обладающего 
антигельминтным действием, в форму В положитель-
но влияет на растворимость в воде и собственную 
скорость растворения. Форма В характеризовалась 
не только длительной стабильностью, но и высокой 
активностью в экспериментах на инфицированных 
в течение 49  дней NMRI мышах. Из трех полиморф-
ных модификаций антидепрессанта агомелатина наи-
большую степень растворения проявила форма  III.  
Результаты были подтверждены в опытах на соба-
ках  [23]. При разработке ветеринарного препара-
та на основе синтетического антибиотика валнему-
лина, для которого были наработаны полиморфные 
модификации, было установлено, что форма  I харак-

теризуется в 2,6  раза большей растворимостью, чем 
форма  II. Перспективность применения этой моди-
фикации валнемулина для создания ветеринарного 
препарата подтверждена результатами фармакоки-
нетического эксперимента на свиньях [24].

Важным фактором, влияющим на биодоступность 
ЛС, являются вспомогательные вещества. ВВ, неког-
да рассматриваемые как индифферентные компо-
ненты, применяемые для формирования ГЛФ [2], за  
счет собственных физико-химических свойств могут 
влиять на скорость и полноту всасывания АФС  [25–
27]. В настоящее время опубликованы результаты 
большего числа исследований, отражающих влияние 
ВВ на биодоступность и фармакологический эффект 
лекарственных препаратов [28]. Например, в рабо-
те  [29] было отмечено снижение абсорбции цимети-
дина в присутствии гидроксипропилметилцеллюлозы 
и талька в составе капсул. Для предотвращения полу-
чения подобных результатов рекомендуется в про-
цессе фармацевтической разработки ГЛФ проводить 
пилотные доклинические эксперименты, результа-
ты которых позволят в дальнейшем минимизировать  
доработку составов.

Так, по результатам изучения антимикробного 
действия экспериментальных таблеток различных 
составов на основе цетилпиридиния хлорида бы-
ло установлено, что для сохранения фармакологи-
ческой активности АФС требуется исключение или 
внесение ограниченного количества магния стеара- 
та в лекарственную форму цетилпиридиния хло-
рида [30]. Выбор оптимального состава дипептида  
ГБ-115 для перорального применения осуществлен  
в результате фармакокинетического исследова-
ния опытных образцов на крысах. Выявленное на 
190 % увеличение относительной биодоступности 
составов с ГБ-115, содержащих ТД на основе ПВП 
и гидроксипропилметилцеллюлозу – гидрофиль-
ную матрицу, обеспечивающую контролируемую 
доставку активного вещества, позволило сокра-
тить количество экспериментов по фармацевтиче-
ской разработке и перейти к фармакологическим 
исследованиям [3].

При выборе оптимального солюбилизатора для 
ранитидина при создании ГЛФ для перорального 
применения были изучены такие соединения, как 
полиэтиленгликоль-2000, кремофор RH 40, полокса-
мер  188, твин-80 и спан-20. Результаты эксперимен-
та in vivo (фармакокинетика на самцах и самках крыс 
линии Wistar при однократном пероральном введе-
нии) показали, что полиоксиэтилированные солю-
билизаторы (полиэтиленгликоль-2000, кремофор  
RH  40, полоксамер  188 и твин-80) повышали био- 
доступность ранитидина только у самцов, а неполи- 
оксиэтилированный солюбилизатор спан-20 значи-
тельно увеличивал биодоступность ранитидина у 
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крыс обоих полов. Эти результаты имеют важное 
значение для использования полиоксиэтилирован-
ных солюбилизирующих наполнителей в лекарствен-
ной форме в свете их половой специфической мо- 
дуляции биодоступности ЛС, являющихся субстрата-
ми P-гликопротеина [31]. 

Влияние внесения ингибиторов осаждения для 
поддержания супернасыщения липофильных соста-
вов на основе венетоклакса, селективного ингиби-
тора антиапоптозного белка В-клеточной лимфомы  
(BCL-2), было изучено с применением in silico – 
in vitro – in vivo подхода  [32]. Скрининг различных  
ингибиторов осаждения in silico и in vitro показал  
преимущества их наличия в системе с точки зрения 
длительного перенасыщения и увеличения биодо-
ступности, при этом в экспериментах in vivo на сви- 
ньях породы Ландрас добавление ингибиторов осаж-
дения, наоборот, приводило к уменьшению биодо-
ступности. Таким образом, показано, что, несмотря 
на предполагаемый риск преципитации венетоклак-
са при создании супернасыщенных липофильных  
составов, включение в систему ингибиторов осажде-
ния не является целесообразным. 

В работе [33] также были выявлены различия в 
экспериментах in vitro – in vivo при подборе оптималь-
ных супердезинтегрантов для АФС с различными фи-
зико-химическими свойствами. Так, было установлено 
значимое взаимодействие таких дезинтегрантов, как 
кроскармелоза натрия и натрия крахмала гликолят с 
амфифильными АФС, приводившие к снижению раст- 
воримости лекарственных субстанций в условиях in 
vitro, при этом ухудшения биодоступности данных  
составов при их пероральном приеме в условиях in 
vivo обнаружено не было.

Влияние технологического процесса на биофар-
мацевтические характеристики ЛС в большей степе-
ни изучено при производстве таблетированных форм. 
Наиболее подробное обоснование требуется при  
описании выбора способов приготовления таблет-
массы и параметров прессования [5, 6]. Доказательст- 
вом необходимости изучения технологического про-
цесса (например, способа грануляции) является ре-
зультат исследования высвобождения итраконазола 
из таблетированных форм на основе ТД по сравнению 
с существующим зарегистрированным препаратом,  
не содержащим ТД [34]. Скорость растворения итра-
коназола из таблеток на основе ТД была высокой: 
более 90 % высвобождалось в течение 10 минут по 
сравнению с менее чем 20 % итраконазола, высво-
бодившегося из капсул Sporanox®. При этом биодос- 
тупность итраконазола из исследуемых препаратов  
в опытах на крысах и кроликах оказалась сравни-
мой. Полученные результаты позволили авторам ра-
боты сделать вывод о том, что при прогнозировании  
абсорбции итраконазола in vivo, кроме сведений по 

растворению ЛС in vitro, целесообразно учитывать и 
другие факторы, влияющие на биодоступность, на-
пример способ грануляции. 

Тщательное обоснование состава и техноло-
гии получения пеллет на основе ТД итраконазола 
позволили достичь трехкратного увеличения био-
доступности in vivo по сравнению с препаратом 
Sporanox® [35]. 

В работе [36] был рассмотрен выбор технологии 
создания ГЛФ аторвастатина кальция с увеличенной 
биодоступностью путем создания двухслойных таб- 
леток, один слой которых был получен прессовани-
ем ядра из таблетмассы, изготовленной путем влаж-
ной грануляции аторвастатина кальция раствором 
ПВП, с последующим нанесением слоя нарингинина 
методом прямого прессования. Исследование было  
основано на результатах предварительных доклини-
ческих исследованиях на крысах, где было установ-
лено временное и дозозависимое влияние предва-
рительного воздействия нарингинина на улучшение 
биодоступности аторвастатина кальция.

Перечисленные примеры отражают аспекты,  
позволяющие систематизировать подходы к фарма-
цевтической разработке и сократить финансовые и 
временные затраты на разработку ЛС. Основываясь 
на собственном опыте и исходя из собранных и про- 
анализированных данных литературы, для реализа-
ции поставленной цели исследования нами был раз-
работан более детальный алгоритм осуществления 
лабораторной фармацевтической разработки с эле-
ментами доклинических исследований (рисунок 2). 

Данный алгоритм согласуется с представленным 
в работе [4] подходом, отражающим любой этап на-
учно-исследовательской деятельности по созданию  
и разработке ЛС как циклический комплекс выполне-
ния работ, и демонстрирует процедуру осуществле-
ния лабораторной фармацевтической разработки но-
вого лекарственного препарата с момента выбора 
молекулы-кандидата в ЛС.

Предложенная последовательность действий, а 
именно проведение доклинических исследований на 
этапе лабораторной фармацевтической разработки 
(когда состав препарата еще не выбран окончатель-
но), не является обязательной согласно современ-
ным регуляторным требованиям и, как следствие, 
не так часто реализуется на практике. Внедрение 
доклинических исследований в процессе фарма-
цевтической разработки позволяет учитывать ин-
дивидуальные особенности всех компонентов разра-
батываемого ЛС, оценивать потенциальное влияния 
взаимодействия конкретной АФС с ВВ при исследу- 
емом пути введения на действие разрабатываемого 
ЛС, обеспечить успешную трансляционность данных 
в клиническую практику, сократить стоимость разра-
ботки и ускорить выход нового препарата на потре- 
бительский рынок. 
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Резюме
Введение. Обзор научной литературы показал, что существующие стандарты оценки качества лекарств не включают оценку осмотической 
активности лекарственных растворов и их местное раздражающее действие на ткани в местах подкожных, внутримышечных 
и внутривенных инъекций. Поэтому в настоящее время растворы для инъекций, считающиеся качественными, могут не иметь 
изотоническую активность и высокую постинъекционную безопасность. 
Текст. Изучение диапазона величины концентрации качественных лекарственных растворов, готовых для инъекции, показало, что 
допустимая величина концентрации основных ингредиентов находится в диапазоне 0,01 – 76 %. Проведенное прямое измерение с 
помощью осмометра величины осмотической активности лекарственных растворов для инъекций, считающихся сегодня качественными, 
показало, что растворы для инъекций могут иметь гипотоническую, изотоническую и гипертоническую активность, и их осмотическая 
активность может находится в диапазоне 0 – 3900 мосмоль/л воды. Исследование кислотной активности лекарственных растворов 
показало, что в соответствии с фармакопейными требованиями качества лекарств современные качественные лекарственные 
растворы, готовые для инъекции, могут иметь кислую, нейтральную или щелочную активность. Установлено, что растворы, имеющие 
гипертоническую активность, обладают местным раздражающим действием. Причем увеличение гипертонической активности 
лекарственных растворов увеличивает их местное раздражающее действие. Обнаружено, что чрезмерно большая гипертоническая 
активность лекарственных растворов может являться причиной развития локального постинъекционного осложнения, известного под 
названием «синдром Николау», причина которого длительное время оставалась неизвестной. Синдром Николау включает локальный 
болевой синдром, асептическое воспаление, некроз и абсцесс. 
Заключение. Авторы провели анализ литературы, результаты которого позволили сделать выводы и предположения. Растворы, 
содержащие лекарственные средства в концентрации более 10 %, могут иметь наиболее высокую гипертоническую активность, которая 
может стать причиной чрезмерно сильного обезвоживающего, местного раздражающего и прижигающего действия. Поэтому инъекции 
таких лекарств наиболее опасны развитием постинъекционных некрозов и абсцессов. Именно поэтому разведение концентрированных 
лекарственных растворов в 2–10 раз водой или раствором 0,25%-го новокаина повышает безопасность инъекций. Предлагается внести 
данную рекомендацию в инструкцию по медицинскому применению высококонцентрированных лекарственных растворов и включить 
оценку осмотической активности и местного раздражающего действия лекарственных растворов в стандарт контроля качества лекарств. 

Ключевые слова: раствор для инъекции, осмотическая активность, местное раздражающее действие, постинъекционный абсцесс, 
синдром Николау
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Abstract
Introduction. A review of the scientific literature showed that the current standards for assessing the quality of drugs does not include an 
assessment of the osmotic activity of drug solutions and their local irritant effect on tissues at the sites of subcutaneous, intramuscular and 
intravenous injections. Therefore, currently injectable solutions considered to be of high quality may not have isotonic activity and high 
postinjection safety. 
Text. A study of the concentration range of quality drug solutions ready for injection showed that the acceptable concentration value of 
the main ingredients is in the range of 0.01 to 76 %. Direct measurement with an osmometer of the osmotic activity of injection solutions, 
considered qualitative today, has shown that injection solutions can have hypotonic, isotonic and hypertonic activity and their osmotic activity 
can be in the range of 0 – 3900 mosmol/l water. Study of acidic activity of drug solutions showed that in accordance with pharmacopoeial 
requirements of drug quality modern quality drug solutions ready for injection can have acidic, neutral or alkaline activity. Solutions with 
hypertonic activity have been found to have a local irritant effect. Moreover, an increase in hypertonic activity of drug solutions increases their 
local irritant effect. It has been found that excessively high hypertonic activity of drug solutions may be the cause of the development of a local 
postinjection complication known as "Nicolaou syndrome", the cause of which has remained unknown for a long time. Nicolaou syndrome 
includes local pain syndrome, aseptic inflammation, necrosis, and abscess. 
Conclusion. The authors conducted a literature review, the results of which led to conclusions and assumptions. Solutions containing drugs 
in concentrations greater than 10 % may have the highest hypertonic activity, which can cause excessive dehydrating, local irritating and 
cauterizing effects. Therefore, injections of such drugs are most dangerous with the development of post-injection necroses and abscesses. 
That is why timely dilution of concentrated drug solutions with water by 2–10 times increases injection safety. It is proposed to include the 
assessment of osmotic activity and local irritant effect of drug solutions in the standard of drug quality control.

Keywords: solution for injection, osmotic activity, local irritant effect, post-injection abscess, Nicolau's syndrome
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ВВЕДЕНИЕ

Специфическая фармакологическая активность 
основных ингредиентов, связанная с химическим 
строением их молекул, традиционно лежит в осно-
ве объяснения механизма действия лекарств  [1–4]. 
При этом специфическое фармакологическое дейст- 

вие лекарственных средств принято рассматривать 
при резорбтивном их действии без конкретизации  
лекарственных форм, показателей качества и физи-
ко-химических свойств, которые могут отличать их 
друг от друга в разных сериях у одного производи-
теля и у разных производителей (фармацевтических 
компаний)  [5, 6]. К тому же при описании механизма 
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действия лекарств обычно не конкретизируется осо-
бенность фармакодинамики и фармакокинетики ле-
карств при местном применении, а также при изме- 
нении концентрации ингредиентов, других показате-
лей качества лекарств и физико-химических факторов 
локального взаимодействия [1–4]. 

Стандартная информация о специфической фар-
макологической активности лекарств в большинстве 
случаев достаточна для традиционной фармакотера-
пии, основанной на резорбтивном действии лекарств.  
В то же время эта информация не всегда позволяет 
полностью объяснить все фармакологические эффек-
ты, развивающиеся, в частности, при местном при-
менении лекарств, включая развитие побочных эф-
фектов и осложнений, развивающихся на путях их 
введения. На наш взгляд, игнорирование роли физи-
ко-химической активности лекарств длительное вре-
мя не позволяет окончательно установить все при-
чины развития редкого, но опасного ятрогенного 
заболевания, известного как синдром Николау [7–10]. 

Синдром Николау был описан в начале 1920-х го-
дов как локальное постинъекционное осложнение, 
возникающее после внутримышечных инъекций со-
лей висмута при лечении сифилиса [11]. Синдром Ни-
колау проявляется локальной болезненностью, асеп- 
тическим воспалением, инфильтрацией, некрозом  
тканей и геморрагическим пятном в коже в месте  
инъекции. Через 2-3 дня в этом месте развивается  
постинъекционный абсцесс, а затем рубец  [12–14]. 
С тех пор в литературе появилось много сообщений 
об этом заболевании. Установлено, что оно возни- 
кает после внутримышечных, внутрисуставных, внут- 
ривенных, подкожных и других инъекций растворов 
различных лекарственных средств из многих фарма-
кологических групп [15–18]. 

В частности, показано, что синдром Николау раз-
вивается после инъекции таких лекарств, как несте- 
роидные противовоспалительные средства (напри-
мер, диклофенак натрия), стероидные противовоспа-
лительные средства (например, триамцинолона аце-
тонид), антибиотики (например, бензилпенициллина 
натриевая соль), местные анестетики, антигистамин-
ные препараты, вакцины, витамины (например, вита-
мин  К), противоэпилептические средства, полидока-
нол и пегилированный альфа-интерферон и другие 
лекарственные средства из многих фармакологиче-
ских групп  [12–23]. Тем не менее причина развития 
синдрома Николау остается не выясненной оконча-
тельно, а постинъекционная безопасность лекарств  
до сих пор остается малоизученной областью экспе-
риментальной и клинической фармакологии [8, 24–26].

Сущность проблемы

Длительное время считалось, что готовые для 
инъекций растворы лекарственных средств имеют 
безупречное качество. Поэтому разница показате-
лей качества лекарств, отличающая их друг от друга 
в разных номерах серий и у разных производителей, 

не рассматривалась как одна из возможных причин 
развития постинъекционных абсцессов и синдро-
ма Николау. В частности, первоначально наиболее 
распространенным было мнение о том, что постинъ- 
екционные абсцессы возникают по вине медсестер, 
которые иногда ошибочно нарушают правила асепти-
ки и антисептики во время инъекций и вносят инфек-
цию в колотую рану  [27–32]. Однако проведенные в 
последующем исследования и анализ полученных  
результатов не подтвердили роль инфицирования 
мест инъекций, как единственной причины развития 
этой ятрогенной болезни, и поставили под сомнение 
инфекционную теорию возникновения постинъек-
ционных абсцессов  [33]. Оказалось, что постинъеки-
онные воспаления могут развиваться очень быстро  
и быть асептическими. Кроме этого, постинъекцион-
ные некрозы и абсцессы могут возникать в местах 
инъекций противоинфекционных средств (антибио-
тиков, антисептиков и дезинфицирующих средств) 
растворов, содержащих 10%-й натрия хлорида либо 
кальция хлорида, а также в местах инъекций прижи- 
гающих средств, которые препятствуют инфицирова-
нию колотых ран [21, 23, 25, 34]. 

Другой причиной развития синдрома Николау 
считалось использование коротких инъекционных 
игл, которые не обеспечивали инъекционное вве-
дение лекарственного раствора в скелетную мыш-
цу  [35, 36]. Поэтому для повышения безопасности 
инъекций предлагается использовать длинную инъ-
екционную иглу. Кроме этого, сообщается, что для 
профилактики постинъекционного некроза и абс-
цесса следует сначала сделать инъекцию местного 
анестетика, а потом ввести стероид, антибиотик или 
иное лекарство [36].

Распространенной причиной синдрома Николау 
и его аналога – синдрома Ташона, – считалось разви- 
тие острого тромбоза (или спазма) артерий и вен, 
возникающих из-за случайного внутрисосудистого 
введения нерастворимого лекарственного средства 
(в частности, суспензии) [37, 38]. Поэтому для профи-
лактики постинъекционных осложнений пытались 
применять спазмолитики и гепарин. Однако исполь-
зование гепарина и спазмолитиков не предотвраща-
ло постинъекционный некроз и абсцесс [35, 36]. Кро- 
ме этого, не предотвращали развитие постинъек-
ционного воспаления, некроза и абсцесса использо-
вание НПВС и стероидов [35]. Более того, инъекции 
растворов НПВС и глюкокортикоидов нередко сами 
вызывали развитие синдрома Николау и синдрома  
Ташона [12–14, 17–19, 37, 38]

В связи с этим в последние десятилетия лекарст- 
венные средства привлекли внимание исследовате-
лей как возможные виновники развития постинъек-
ционных некрозов и абсцессов. Особенно присталь-
ное внимание было обращено на лекарственные 
растворы, поскольку все лекарства вводились в ор-
ганизм в виде раствора для инъекций. Этому спо- 
собствовали сообщения об особенностях местного 
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раздражающего действия некоторых лекарств при их 
местном применении в определенных лекарственных  
формах. Сообщалось, что местное раздражающее  
действие лекарств возникало не только за счет спе- 
цифической фармакологической активности основ-
ных ингредиентов, но и за счет биологической ак-
тивности, придаваемой лекарствам лекарственными  
формами. На примере таблеток и растворов для инъ- 
екций было убедительно показано, что лекарствен-
ные формы могут обладать биологической активно-
стью, которая при местном применении лекарств мо-
жет определять их механизм действия [39]. 

Дополнительно к этому появились сообщения о 
том, что местное действие растворов лекарственных 
средств определяется всеми ингредиентами, входя-
щими в их состав, а также температурой, кислотной 
и осмотической активностью растворов [40]. Кроме  
этого, сообщалось, что постинъекционные осложне-
ния возникают чаще при использовании комбини-
рованных лекарств [41]. Также сообщалось о том, что 
лекарства с высокой концентрацией ингредиентов,  
гипертонической активностью и малыми значениями 
рН могут являться причиной их местного раздража-
ющего действия и физико-химической агрессивности 
при местном применении [42–44]. 

Накопленные сведения привели к тому, что в на-
чале XXI века исследователи обратили внимание на 
фармакопейные требования к контролю качества ле-
карств в лекарственной форме «раствор для инъек-
ции», которые включают контроль рецептуры, кон-
центрации каждого ингредиента и величины рН, но  
не включают контроль осмотической активности и 
местного раздражающего действия раствора на ткани 
при инъекциях [5]. Выяснено, что современные стан-
дарты производства и контроля качества лекарств 
в лекарственной форме «раствор для инъекций» не  
обеспечивают лекарственным растворам щелочную 
активность с величиной рН 7,4 во всех номерах се-
рий у всех производителей лекарств [6]. Дело в том, 
что длительное время общепринятое представление  
о кислотности лекарственных растворов было по-
строено на делении лекарств на кислые и щелочные 
с отчетом от величины рН 7,0, опираясь на традиции 
неорганической химии. Только недавно было пред-
ложено деление лекарств, основанное на отличии  
кислотности лекарств от рН 7,35–7,55, то есть опира-
ясь на основные показатели физиологии человека,  
так как значительная часть тканей организма чело-
века имеет рН 7,4. Сообщается, что такое деление ле-
карств позволяет делить их на закисляющие, нор-
мальные и ощелачивающие (RU Patent No. 2219958. 
27.12.2003).

Параллельно появилось сообщение о кислотной 
и осмотической активности 200 лекарственных раст- 
воров, относящихся к разным фармакологическим 
группам, готовых для инъекций и считающихся ка- 
чественными. Значения осмотической активности бы-
ли определены с помощью осмометра, а величина 

рН  – с помощью потенциометра (рН-метра). Резуль-
таты показали, что изученные растворы для инъек-
ций не являются изотоническими и не имеют щелоч-
ную активность при рН 7,4 [45]. Все лекарства имели 
разную величину рН и очень многие растворы были 
кислыми. В свою очередь, одна часть лекарств имела 
гипотоническую активность, а другая часть – гипер- 
тоническую активность. Полученные результаты по-
зволили заключить, что существующий стандарт конт- 
роля качества лекарств и законный перечень контро-
лируемых показателей качества лекарств не обеспе-
чивает всем «растворам для инъекции» изотониче-
скую и изощелочную активность. 

В то же время при оценке качества лекарств ве-
личина концентрации ингредиентов контролирует-
ся [5, 6]. В связи с этим было высказано предложение 
о том, что косвенным указанием уровня осмотической 
активности лекарственного раствора может служить  
величина их концентрации. Однако сложившаяся  
практика внутривенных, внутримышечных и подкож-
ных инъекций не учитывает осмотическую активность 
растворов и величину концентрации лекарственных 
средств в них [46]. 

Следовательно, сложившаяся практика оценки  
качества лекарств не обеспечивает всем лекарствен-
ным растворам изотоническую и изощелочную ак-
тивность. Исходя из этого, можно сделать вывод о 
том, что любое лекарство в той или иной серии (или 
партии) у того или иного производителя рано или 
поздно может иметь чрезмерно большую гипертони-
ческую и/или кислотную активность, которая, в свою 
очередь, может стать причиной сильного местно-
го раздражающего действия на ткани на путях вве-
дения лекарства или при его местном примене-
нии  [42–44]. Поэтому тщательное изучение участия 
местного раздражающего действия лекарств в па-
тогенезе постинъекционных осложнений является 
вполне обоснованным. 

Связь между осмотической активностью  
и местным раздражающим действием  
лекарственных растворов 

Первое сообщение о том, что причиной постинъ-
екционных некрозов и абсцессов может быть чрез-
мерно высокая гипертоническая активность лекарст- 
венных растворов, которая оказывает сильное мест-
ное обезвоживающее действе на клетки тканей, что 
внешне проявляется местным раздражающим дейст- 
вием лекарств, появилось в 2002 году [45]. Исследо-
вания с использованием поросят показали, что хи-
мические и физико-химические свойства некото-
рых лекарственных растворов сильно отличаются от 
аналогичных свойств живых тканей, благодаря чему 
инъекции лекарств ведут к сильному местному раз-
дражающему действию, асептическому воспалению, 
некрозу и абсцессу. На примере нестероидных про-
тивовоспалительных средств (НПВС) было показано, 
что одна часть этих лекарств обладает местным раз-
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дражающим действием из-за высокой концентрации 
ингредиентов и гипертонической активности, дру-
гая часть – из-за раздражающего и прижигающего 
действия вспомогательных ингредиентов, которые 
могут добавляться к НПВС некоторыми фармацев-
тическими компаниями. В лабораторных условиях 
с помощью осмометра было установлено, что раст- 
вор 50%-го метамизола натрия имеет осмотическую 
активность 4638 ± 12,5 мосмоль/л воды, то есть яв-
ляется гипертоническим раствором. В эксперимен-
тальных и клинических условиях было показано, что 
внутримышечные и подкожные инъекции раство-
ра 50%-го метамизола натрия вызывали асептиче-
ское воспаление, некроз и абсцесс. Однако предва-
рительное разведение раствора 50%-го метамизола  
натрия водой в 10  раз полностью предотвращало 
развитие постинъекционных некроза и абсцесса при 
подкожных и внутримышечных инъекциях  [33]. При 
этом эффективность протекторного действия во-
ды была объяснена ее физико-химической ролью в 
уменьшении концентрации ингредиентов и гиперто-
ничсекой активности разведенного раствора мета-
мизола натрия. 

Эти же исследователи получили несколько иные 
данные при изучении постинъекционной безопас- 
ности других НПВС. В частности, оказалось, что раст- 
вор 5%-го кетопрофена для инъекций (ОАО  «Син-
тез», Россия) и раствор 3%-го кеторола для инъек-
ций (Dr. Reddy's Laboratories Ltd., Индия) вызывали  
острое постинъекционное воспаление и некроз не-
смотря на низкую концентрацию основных ингре-
диентов и отсутствие чрезмерно высокой гиперто-
нической активности. Исследование рецептур этих 
НПВС показало, что они являются растворами не 
только основного действующего вещества, но также 
и 40%-го пропиленгликоля. Поэтому именно нали-
чие спирта пропиленгликоля в этой концентрации 
может являться причиной местного раздражающе-
го и прижигающего действия растворов указанных 
НПВС при инъекциях. 

Затем опыты на поросятах были продолжены, а 
полученные результаты позволили обнаружить про-
тивоядие пропиленгликоля и разработать способ 
предотвращения постинъекционного абсцесса при 
инъекции раствора 5%-го кетопрофена для инъекций  
(ОАО  «Синтез», Россия) и раствора 3%-го кеторола  
для инъекций (Dr. Reddy's Laboratories Ltd., Индия) и 
других аналогов диклофенака, содержащих пропи-
ленгликоль. Сообщалось, что в роли такого антидота 
можно применять качественное лекарство – раствор 
10%-го глюконата кальция, так как использование  
глюконата кальция обеспечивает его безопасное взаи- 
модействие с пропиленгликолем и диклофенаком  
натрия в тканях пациента. При этом в случае непол-
ного химического взаимодействия глюконата каль-
ция остатки его дозы не вызывают постинъекционный 
некроз и абсцесс тканей. Сообщается, что в результа-
те взаимодействия глюконата кальция с пропиленгли-

колем образуется соль пропиленгликолята кальция. 
В итоге концентрация спирта пропиленгликоля умень- 
шается до нуля, поэтому прижигающее действие 
спирта исчезает. Одновременно с этим глюконат 
кальция взаимодействует с диклофенаком натрия, в  
результате чего образуется нерастворимая соль дик- 
лофенака кальция, что также инактивирует этот ин- 
гредиент. 

В частности, для предотвращения постинъекци-
онного воспаления, некроза и абсцесса (синдрома  
Николау) при инъекциях указанных НПВС было пред- 
ложено немедленно разбавлять раствор НПВС в тка-
нях путем инъекций раствора 10%-го глюконата каль-
ция в область лекарственного инфильтрата. Была 
установлена оптимальная доза антидота: объем вво-
димого раствора 10%-го глюконата кальция должен 
составлять 1/3 объема раствора НПВС. Также было по-
казано, что для предотвращения некроза необходи-
мо очень быстро инактивировать пропиленгликоль. 
Поэтому инъекция антидота должна быть осуществле- 
на не позднее чем через 6 минут после инъекции 
НПВС (RU Patent No. 2326662, 20.06.2008).

Имеются сообщения о том, что растворы различ-
ных лекарственных средств с общей концентрацией 
ингредиентов менее 1 %, как правило, имеют осмоти-
ческую активность менее 280 мосмоль/л воды, то есть 
имеют гипотоническую активность. Такие лекарст- 
венные растворы при подкожных инъекциях и при  
инстилляциях в конъюнктивальную полость не вызы-
вают воспаление необратимого характера и некроз 
тканей. С другой стороны, растворы, содержащие ле-
карственные средства в концентрации, превыша- 
ющей 10 %, имели гипертоническую активность. Под-
кожные инъекции и инстилляции в конъюнктиваль-
ную полость таких лекарственных растворов вызы-
вают чрезмерно сильное асептическое воспаление и 
некроз тканей. В частности, эти растворы при подкож-
ных инъекциях вызывают постинъекционные абсцес-
сы, а при закапывании в глаз – сильный блефаро-
спазм и сильное и длительное слезотечение [33]. 

Таким образом, в лабораторных условиях рос-
сийскими исследователями были изучены значения 
концентрации растворенных ингредиентов, осмоти-
ческой и кислотной активности нескольких десятков 
готовых лекарственных растворов из разных фарма-
кологических групп. В целом результаты показали,  
что в настоящее время готовые для инъекций ле- 
карственные растворы имеют концентрацию раство-
ренных ингредиентов в диапазоне от 0,01 до 76 %. 
Было показано, что самое меньшее значение кон-
центрации имел раствор 0,01%-го клофелина для 
инъекций, а самое большое значение концентрации 
имел раствор 76%-го урографина. При этом осмоти-
ческая активность растворов находилась в диапазоне 
0–3900 мосмоль/л воды [33].

В это же время было выяснено, что все лекарст- 
венные средства имеют разную осмотическую актив- 
ность, но лидером по осмотической активности яв-
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ляется группа лекарственных растворов, представ-
ляющих собой соли натрия. Было показано, что раз- 
ные лекарственные растворы, представляющие со- 
бой соли натрия, обладают разной осмотической 
активностью при одинаковой концентрации. Так, 
10%-е растворы натрия хлорида, натрия оксибути-
рата, урографина и маннита имеют осмотическую ак-
тивность в пределах 2900 ± 10, 1650 ± 10, 620 ± 5 и 
580 ± 5 мосмоль/л воды (соответственно) [33]. Указан-
ные результаты позволили авторам сделать предпо-
ложение о том, что качественные растворы солей у 
разных производителей и/или в разных номерах се-
рий у одного производителя могут иметь отличия 
в значениях концентрации ингредиентов из-за до- 
пустимых пределов (в пределах сохранения качест- 
ва). Именно поэтому даже изотонический раствор  
0,9%-го натрия хлорида может иметь разную осмоти-
ческую активность в разных номерах серий одного 
производителя и/или у разных производителей [46]. 

Также было показано, что растворы, содержащие 
лекарственные средства из разных фармакологиче-
ских групп в концентрации 10 %, оказывают разное 
местное раздражающее действие на ткани в местах 
инъекций [33]. Сообщалось, что наиболее сильное 
местное раздражающее действие оказывают инъ-
екции растворов, содержащих по 10 % натрия хло- 
рида, калия хлорида или кальция хлорида. Подкож-
ные инъекции этих растворов, как правило, вызы- 
вают постинъекционные асептические воспаления, 
некрозы и абсцессы. Параллельно было показано, 
что растворы, имеющие суммарную концентрацию 
ингредиентов более 10 %, вызывают сильный и дли-
тельный блефароспазм, асептический конъюнкти-
вит и повреждение эпителиоцитов конъюнктивы при 
закапывании в нее 1–2  капель. Было показано, что 
местное раздражающее действие развивается из-за 
чрезмерно большой гипертонической активности и 
обезвоживающего действия растворов. Сообщалось, 
что эти же лекарственные растворы при локаль-
ном взаимодействии с кровью вызывали поврежде-
ние эритроцитов (их сморщивание), а при подкож-
ных инъекциях вызывали асептическое воспаление, 
некроз и абсцесс из-за чрезмерно сильного обезво-
живающего действия на клетки тканей [33, 45]. Дело 
в том, что наружная мембрана эритроцитов, эпите- 
лиоцитов и других клеток имеет свойства полупро- 
ницаемой мембраны. Поэтому при появлении во-
круг таких клеток гипертонических растворов ле-
карственных средств (растворов с высокой концент- 
рацией ингредиентов) и увеличении осмотической 
активности внеклеточной жидкости внешние мемб- 
раны клеток экскретируют внутриклеточную воду 
наружу. Это ведет к обезвоживанию клеток, степень 
которого тем сильнее, чем выше гиперосмотическая 
активность внеклеточной жидкости. 

Помимо этого, полученные авторами результа-
ты свидетельствуют о том, что самую высокую гипер-
тоническую активность (1620–3900 мосмоль/л во-

ды) имели растворы, концентрация лекарственных 
средств в которых находилась в диапазоне 20–76 %.  
Причем разведение их водой в 2–20 раз уменьша-
ло осмотическую активность также в 2–20 раз, а  
также уменьшало местное раздражающее, обезвожи-
вающее и денатурирующее действие при их локаль-
ном применении путем инъекций и инстилляций в 
конъюнктивальную полость [33, 45]. К этому мож-
но добавить следующее: в 2021 году появилось со-
общение о том, что раствор 0,9%-го хлорида натрия 
для инъекций разных фармацевтических компаний  
и/или номеров серий (партий) имеет разную осмоти-
ческую активность [46]. 

Приведенные сообщения убеждают, что одной 
из причин острого постинъекционного локально-
го осложнения, которое проявляется асептическим 
воспалением, некрозом и абсцессом тканей в местах 
инъекций лекарств, может быть чрезмерно сильное 
обезвоживающее действие лекарств на клетки тка-
ней. Обезвоживающее действие оказывает чрезмер-
но большая гиперосмотическая активность (гипер-
тоническая активность) лекарств, которую создает 
большая концентрация растворенных инредиентов. 
Дополнительной причиной может быть наличие в  
лекарственном растворе вспомогательных веществ  
с раздражающим и/или прижигающим действием. 
Обнаружено, что лекарственные растворы, содержа-
щие ингредиенты в концентрации менее 1 %, явля-
ются гипотоническими растворами. Такие растворы 
лекарственных средств имеют высокую постинъекци-
онную безопасность и не вызывают постинъекцион-
ные некрозы и абсцессы. Лекарственные растворы, 
содержащие ингредиенты в диапазоне 1–10 %, яв-
ляются изотоническими либо слабыми гипотониче-
скими или слабыми гипертоническими растворами. 
Такие растворы имеют умеренную постинъекцион-
ную безопасность. Растворы лекарственных средств, 
содержащие ингредиенты в диапазоне 10–76 %, яв-
ляются сильными гипертоническими растворами 
и оказывают чрезмерно сильное обезвоживающее 
действие на клетки при локальном взаимодействии. 
В связи с этим растворы с суммарной концентрацией  
ингредиентов более 10 % являются чрезмерно ги-
пертоническими и имеют чрезмерно низкую пост- 
инъекционную безопасность, так как их инъекции 
вызывают чрезмерно сильное обезвоживание кле-
ток, некроз и абсцесс [33, 45]. 

Следовательно, некоторые растворы лекарствен-
ных средств, которые сегодня считаются высокока-
чественными, могут обладать чрезмерно высокой ги-
пертонической и/или гиперкислотной активностью, 
которая может являться причиной местного раздра-
жающего действия. Чрезмерно сильное и/или дли-
тельное местное раздражающее действие может 
являться причиной воспаления необратимого ха-
рактера, некроза и абсцесса. В связи с этим игнори-
рование фактических значений осмотической и кис-
лотной активности лекарств в лекарственной форме 
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«раствор для инъекций» при инъекциях уменьшает 
постинъекционную безопасность лекарств. Поэтому 
для повышения постинъекцинной безопасности ле-
карственных средств предлагается контролировать 
осмотическую и кислотную активность и местное 
раздражающее действие лекарств на ткани в местах 
инъекций. 

Способы предотвращения  
постинъекционных некрозов и абсцессов

Обзор научной литературы убеждает, что совре-
менные качественные лекарственные растворы для 
инъекции не всегда имеют изотоническую актив-
ность, слабую щелочную активность и высокую пост- 
инъекционную безопасность. Показано, что недоста- 
точную безопасность и одновременно высокую фи-
зико-химическую агрессивность имеют гипертониче-
ские растворы, обусловленные содержанием ингре-
диентов в концентрации более 10 %, либо лекарства, 
содержащие в своем составе прижигающие средст- 
ва. На примере НПВС было показано, что некоторые 
фармацевтические компании могут вводить в состав 
лекарственных растворов спирты, альдегиды, силь- 
ные кислоты и/или некоторые другие денатуриру- 
ющие ингредиенты  [33, 45]. В связи с этим инъекции  
таких растворов нарушают гомеостаз тканей до сте-
пени, несовместимой с их жизнедеятельностью.  
Именно поэтому после инъекций некоторых лекарст- 
венных средств, считающихся в настоящее время ка-
чественными, иногда развивается асептическое вос-
паление, сходное по всем признакам с воспалением, 
возникающим при введении гипертонического раст- 
вора 10%-го хлорида натрия, дезинфицирующего 
раствора формальдегида или раствора 96%-го эти-
лового спирта [34, 47, 48]. 

Не исключено, что физико-химические свойст- 
ва лекарственных растворов могут лежать в осно-
ве местного раздражающего действия лекарств при 
инъекциях и быть причиной развития таких локаль-
ных постинъекционных осложнений, как асептиче-
ское воспаление, некроз и абсцесс, а также являть-
ся причиной развития синдрома Николау. Гипотеза 
причинности развития постинъекционных осложне-
ний от физико-химической агрессивности лекарств 
подтверждается не только исследованием концент- 
рации и состава ингредиентов, осмотической актив-
ности лекарств и развитием постинъекционных не-
крозов и абсцессов на бодрствующих поросятах, но 
и результатами многолетней ветеринарной химиче-
ской кастрации самцов различных животных, дости-
гаемой денатурирующим дейстивем на их яички с 
помощью инъекций прижигающих средств. Сообща-
ется, что в ветеринарии с этой целью используется 
раствор 5-, 10- или 20%-го хлорида кальция, раствор  
3,5%-го формалина в фосфатно-солевом буфере,  
раствор 50%-го диметилсульфоксида, раствор  
100%-го этанола и многие другие прижигающие  
средства  [34, 47, 48]. Иногда их комбинируют с местны-

ми анестетиками, которые уменьшают болевой син- 
дром, но не устраняют постинъекционный некроз 
(прижигающее действие). 

Другое мнение о причинности обширного некро- 
за тканей, особенно в ягодицах, сводится к убежде-
нию в том, что причиной абсцесса является короткая 
инъекционная игла, конец которой не достигает му-
скулатуры и поэтому вводимый лекарственный раст- 
вор не проникает в мышцу. Поэтому для повышения 
безопасности инъекций предлагается использовать 
длинную инъекционную иглу. Однако медицинская 
практика показывает, что длинные инъекционные 
иглы не предотвращают полностью постинъекцион-
ные некрозы и абсцессы [36, 40]. 

В то же время было показано, что инфракрасная 
термография кожи в месте инъекции позволяет свое- 
временно диагностировать начало развития локаль-
ных постинъекционных осложнений. Дело в том, что 
формирование очага асептического воспаления, ин-
фильтрата и некроза сопровождается повышением  
локальной температуры. В связи с этим инфракрас-
ный мониторинг температуры кожи в месте инъекции  
был предложен для оценки постинъекционной без-
опасности лекарственных растворов (RU Patent 
Nо.  2304769, 20.08.2007; RU Patent No. 2396562, 
10.08.2010). 

В описании указанных изобретений сообщалось,  
что дополнение процесса инъекции лекарства ин-
фракрасной термографией дает возможность не 
только выявлять локальную гипертермию и процесс 
постинъекционного воспаления, но и своевремен-
но предотвращать развитие постинъекционного не-
кроза и абсцесса. Сообщается, что для этого при по-
явлении локальной гипертермии после инъекции 
необходимо срочно (в течение 5 минут после инъ-
екции) обколоть лекарственный инфильтрат раство-
ром 0,25%-го новокаина либо водой для инъекции  
(RU Patent No.  2333001, 10.09.2008). Показано, что  
такой способ обеспечивает своевременную норма-
лизацию осмотической и кислотной активности ле- 
карственного раствора внутри тканей, поэтому со-
храняет обратимый характер асептического воспале-
ния и предотвращает развитие некроза. Указывается 
и на то, что увеличение периода времени между инъ-
екцией и обкалыванием лекарственного инфильтра-
та гипотоническим раствором новокаина более 5  ми-
нут уменьшает эффективность способа (RU Patent 
No.  2328318, 10.07.2008). Кроме этого, предлагается 
срочно охлаждать ткани в месте инъекции (RU Patent 
No. 2340361, 10.12.2008).

В то же время сообщается, что постинъекцион-
ный некроз и абсцесс в месте подкожной инъекции  
гипертонического раствора практически любого ле-
карственного средства можно предотвратить с по-
мощью немедленной инъекции в медикаментозный 
инфильтрат воды для инъекции (не позднее 5–6  ми-
нут после инъекции). При этом было показано, что  
постинъекционная безопасность растворов 10%-го 
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кальция хлорида и 10%-го кальция глюконата может 
быть более надежно повышена с помощью стандарт-
ных растворов натрия цитрата и динатриевой соли  
этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА) (RU Pa- 
tent No. 2277415, 10.06.2006; RU Patent No. 2326662, 
20.06.2008). Дело в том, что растворы натрия цитрата  
и ЭДТА не только разбавляют растворы кальция за 
счет своего растворителя (воды), но и полностью  
инактивируют катионы кальция (Ca2+) за счет превра-
щения в нерастворимую соль цитрат кальция (в пер-
вом случае) и за счет образования клещевидного  
(хелатного) соединения этилендиаминтетраацетата 
кальция (во втором случае). 

Кроме этого, постинъекционный некроз и абс-
цесс можно предотвратить с помощью предваритель-
ного разведения высококонцентрированного и ги-
пертонического лекарственного раствора вплоть до 
придания ему изотонической активности (RU Patent  
No. 2625735, 18.07.2017). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Авторы провели анализ литературы, результа-

ты анализа позволили сделать некоторые выводы и 
предположения. Обзор литературы показал, что од-
ной из причин развития постинъекционных воспа-
лений, некрозов и абсцессов может являться чрез-
мерно высокая гипертоническая и/или кислотная 
активность качественных лекарств в лекарствен-
ной форме «раствор для инъекции». Сообщается, что  
растворы, содержащие ингредиенты в концентрации 
более 10 %, могут иметь чрезмерно высокую гиперто-
ническую активность, которая может стать причиной 
постинъекционных некрозов и абсцессов. Показано, 
что устранение гипертонической активности высо-
коконцентрированных лекарственных растворов пу-
тем их разведения в 2–10 раз водой или раствором  
0,25%-го новокаина исключает развитие постинъ-
екционных некрозов и абсцессов. Поэтому имеют-
ся основания для внесения данной рекомендации в 
инструкцию по медицинскому применению высоко-
концентрированных лекарственных растворов. 
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Резюме
Введение. Одним из наиболее прогрессирующих направлений современного этапа развития биологии является углубление знаний о 
механизмах регуляции метаболических процессах, в частности о сигнальных молекулах, которые передают информацию клетке через 
ионные каналы и рецепторы ядерные, связанные с G-белком или с ферментативной активностью. Ядерный рецептор Farnesoid X receptor 
(FXR) в основном экспрессируется в печени и кишечнике, он регулирует ключевые гены, обеспечивающие процессы синтеза, транспорта и 
реабсорбции желчных кислот, а также участвует в метаболизме липидов и углеводов.
Цель. Оценить влияние агониста фарнезоидного Х-рецептора на постпрандиальную липемию у крыс, получающих рацион, содержащий 
супрафизиологическую дозу жиров.
Материалы и методы. Проведено экспериментальное проспективное контролируемое «неослепленное» рандомизированное 
исследование по изучению влияния агониста фарнезоидного Х-рецептора (обетихолевой кислоты) на постпрандиальную липемию у крыс, 
получающих рацион, содержащий супрафизиологическую дозу жиров. 
Результаты и обсуждение. Показано, что при оценке постпрандиальной липемии достаточно высокую информативность имеет 
пероральный тест на толерантность к супрафизиологическим дозам жира с определением исходных показателей липидного профиля и 
через 4 часа после нагрузки. Выявлено, что у животных, которые в течение 28 дней получали рацион, содержащий повышенное количество 
жира, наблюдался дисбаланс метаболизма липидов с активацией их всасывания в кишечнике, но «замедленной» реакцией механизмов 
промежуточного обмена липидов, что сопровождалось накоплением в крови голодных крыс триглицеридов, холестерина хиломикронов 
и ЛПНП. Через 4 часа после кормления у этих животных наблюдалось сверхнормальное повышение триглицеридов и холестерина. 
Заключение. Применение обетихолевой кислоты гармонизирует липидный обмен на фоне алиментарной жировой нагрузки за 
счет активации фарнезоидных Х-рецепторов кишечника и печени, что проявляется одновременным увеличением интенсивности 
процессов всасывания липидов и их промежуточного обмена. В результате исключается риск возникновения гиперхиломикронемии, 
гиперхолистеринемии и гипертриглицеридемии, снижается вероятность развития вторичной гиперлипедемии, толерантности к инсулину 
и функциональной перегрузки (или патологии) печени. 

Ключевые слова: крысы, постпрандиальная липемия, агонисты фарнезоидного Х-рецептора, обетихоловая кислота, холестерин, 
триглицериды, хиломикроновый тест
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Abstract
Introduction. One of the most progressive directions of the modern stage of development of biology is the deepening of knowledge about 
the mechanisms of regulation of metabolic processes, in particular about signal molecules that transmit information to the cell through ion 
channels and nuclear receptors associated with G-protein or with enzymatic activity. The nuclear Farnesoid X receptor (FXR) is mainly expressed 
in the liver and intestines, it regulates key genes that provide the processes of synthesis, transport and reabsorption of bile acids, and is also 
involved in the metabolism of lipids and carbohydrates. 
Aim. To evaluate the effect of a farnesoid X receptor agonist on postprandial lipemia in rats fed a supraphysiological fat diet. 
Materials and methods. An experimental, prospective, controlled, unblinded, randomized study was conducted to study the effect of a 
farnesoid X receptor agonist (obeticholic acid) on postprandial lipemia in rats receiving a diet containing a supraphysiological dose of fats. 
Results and discussion. It has been shown that when assessing postprandial lipemia, an oral test for tolerance to supraphysiological doses 
of fat with the determination of the initial lipid profile parameters and 4 hours after exercise has a sufficiently high information content. It 
was found that in animals that received a diet containing an increased amount of fat for 28 days, there was an imbalance in lipid metabolism 
with activation of their absorption in the intestine, but a "slow" reaction of the mechanisms of intermediate lipid metabolism, which was 
accompanied by the accumulation of triglycerides and cholesterol in the blood of hungry rats, chylomicrons and LDL. At 4 hours post-feeding, 
these animals showed abnormal increases in triglycerides and cholesterol. 
Conclusion. The use of obeticholic acid harmonizes lipid metabolism against the background of alimentary fat load, due to the activation of 
farnesoid X-receptors of the intestine and liver, which is manifested by a simultaneous increase in the intensity of lipid absorption processes and 
their intermediate metabolism. As a result, the risk of hyperchylomicronemia, hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia is eliminated, the 
likelihood of developing secondary hyperlipedemia, insulin tolerance and functional overload (or pathology) of the liver is reduced.

Keywords: rats, postprandial lipemia, farnesoid X-receptor agonists, obeticholic acid, cholesterol, triglycerides, chylomicron test

Conflict of interest. The authors declare that they have no obvious and potential conflicts of interest related to the publication of this article.

Contribution of the authors. Yury N. Alekhin – creation of a research model. Olga S. Popova  and Vladimir S. Ponamarev – conducting an 
experiment, collecting literature data, writing and designing an article. Pavel A. Parshin – statistical data processing, collection of literature data, 
writing an article. 

For citation: Alekhin Yu. N., Popova O. S., Ponamarev V. S., Parshin P. A. Effect of a farnesoid X-receptor agonist on postprandial lipemia in rats fed a 
supraphysiological fat dozes. Drug development & registration. 2023;12(2):174–184. (In Russ.) https://doi.org/10.33380/2305-2066-2023-12-2-174-184

ВВЕДЕНИЕ
Одним из наиболее прогрессирующих направле-

ний современного этапа развития биологии является 
углубление знаний о механизмах регуляции метабо-
лических процессах, в частности о сигнальных мо-
лекулах, которые передают информацию клетке че-
рез ионные каналы и рецепторы ядерные, связанные 
с G-белком или с ферментативной активностью. При 
проявлении эффекта через ядерные рецепторы сиг-
нальные белки образуют с ними комплекс, который 
присоединяется к регуляторным последователь- 
ностям ДНК с последующим запуском или блокиров-
кой синтеза регуляторного белка. В настоящее вре-
мя известно более 200 ядерных рецепторов, и хотя  
часть из них входят в группу «сиротских» (орфано-
вых), для которых не известны механизмы актива-
ции, активно ведется поиск регуляторных лигандов, 
имеющих перспективу стать новыми лекарственны-
ми препаратами  [1, 2]. Ядерный рецептор Farnesoid 
X receptor (FXR) в основном экспрессируется в пе-
чени и кишечнике, он регулирует ключевые гены, 
обеспечивающие процессы синтеза, транспорта и 
реабсорбции желчных кислот, а также участвует в ме- 
таболизме липидов и углеводов. В рамках его функ-

циональности поддержание энергетического гомео- 
стаза, межорганная функциональная коммуника-
ция, в частности, изменение чувствительности тка-
ней к инсулину и энтерогепатический сигнальный 
путь через желчные кислоты [3, 4]. Широкий спектр 
курируемых функций определяет многогранное фи-
зиологическое и патофизиологическое значение 
данного рецептора, а также дает основание рассмат- 
ривать его как потенцальную фармакологическую 
мишень  [5, 6]. Обетихолевая кислота является одним  
из наиболее перспективных агонистов фарнезоидно-
вого Х-рецептора, терапевтическая эффективность 
которой доказана при клинических и эксперимен-
тальных поражениях печени [7–9]. При этом в боль-
шинстве исследований воспроизводили клинически 
выраженное поражение печени с помощью дачи че-
тыреххлористого углерода, лекарственных препара-
тов или гиперкалорийной высокожировой диете с 
избытком легкоусваиваемых углеводов  [10, 11]. По-
лученный авторами эффект подтверждает целесо- 
образность применения обетихолевой кислоты для 
терапии гепатопатий, однако у больных на фоне мно-
гогранности патологических изменений в организме 
сложно конкретизировать механизмы действия ли-
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ганда. В данном случае более приемлемым являет-
ся не воспроизведение клинической формы патоло-
гии печени, а повышенная функциональная нагрузка 
на отдельные обменные процессы или их совокуп-
ность. При этом не нарушается, а только активизи-
руется адаптационно-компенсаторный потенциал с 
усилением выраженности метаболических путей, что  
при изучении сигнальных молекул, по нашему мне-
нию, повысит объективность информации о фарма-
кодинамике лигандов. В качестве нагрузочного аген-
та интерес представляет оливковое масло, которое 
при повышенной дозе создаст эффект алиментар-
ной жировой нагрузки, но не окажет при этом токси-
ческого воздействия на печень  [12]. Можно предпо-
ложить, что применение агонистов фарнезоидного 
Х-рецептора изменит реакцию организма на жиро-
вой перекорм, в частности, на степень выраженности 
и характер проявления дислипидемии, являющейся 
в клинической практике одним из компонентов па-
тогенеза болезней органов желудочно-кишечного 
тракта, гепатобилиарной и сердечнососудистой сис- 
тем  [13–15]. Для анализа обмена липидов предложе-
но сравнительно большое количество методов ис-
следования, которые позволяют детализировать ли-
попротеидный профиль, но демонстрируя глубину 
поиска, они часто не дают возможности полноцен-
ного исследования всего спектра показателей ли-
пидного обмена [16], что необходимо для форми-
рования интегрального представления о динамике 
происходящих изменений. Вероятно, при диспансе-
ризации или поиске перспективных фармакологиче-
ских средств более приемлем поисковый алгоритм, 
включающий в себя скрининговые тесты с после-
дующим уточнением актуальных позиций высоко-
технологичными методами. К числу скрининговых 
можно отнести хиломикроновый тест, позволяю-
щий получить интегральную информацию об уровне 
липопротеидов [17].

Основная цель данного исследования – оценить 
влияние агониста фарнезоидного Х-рецептора (обе-
тихолевой кислоты) на постпрандиальную липемию  
у крыс, получающих рацион, содержащий супрафизио-
логическую дозу жиров. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В виварии ФГБОУ ВО «СПбГУВМ» проведено экспе-

риментальное проспективное контролируемое «не-
ослепленное» рандомизированное исследование, ко-
торое включало в себя два опыта. Радоминизация 
проводилась групповым (блочным) методом со стра-
тификацией по возрасту, весу и клиническому состо-
янию животных. Объектом исследования были белые 
нелинейные крысы из питомника РАМН «Рапполо-
во» Ленинградской области. Из их числа было отобра-
но 24 клинически здоровых животных в возрасте от 3  
до 5 месяцев с массой тела 180–220 грамм. Условия их 

содержания и кормления соответствовали требова- 
ниям нормативных документов1, 2. В течение 4  не-
дель до начала эксперимента животные содержались 
в стандартных условиях вивария по 5 голов в клетке, 
с 12-часовым циклом свет/темнота, при контролиру- 
емой температуре (19,0 ± 0,5 °С) и относительной 
влажности (54,0 ± 1,0 %) воздуха. Крыс кормили два 
раза в день (в 7:00 и 19:00 часов) их рацион (основной, 
ОР) состоял из 15  г специализированного комбикор-
ма (К-58, диета №  3251) и 5 г семян подсолнечника,  
что обеспечивало потребление в сутки 5,1 г сырого 
протеина, 4,0 г сырой клетчатки и 3,5 г сырого жира.

Для проведения первого опыта из числа отобран-
ных животных сформировали две группы: №  1 (конт- 
роль, n = 3), в которой крысы получали основной ра-
цион (ОР); № 2 (n = 3) – утром через 5 минут от начала 
кормления дополнительно к ОР однократно внутрь 
с помощью шприца и иглы с булавовидным утолще- 
нием на конце ввели 4 мл оливкового масла. Перед 
кормлением, а так же через 2, 4, 6 и 8 часов после у  
животных отбирали пробы крови.

Для проведения второго опыта были сформиро-
ваны три группы: №  3 (контроль, n = 6), крысы из ко-
торой получали основной рацион; №  4 (n = 6)  – поми- 
мо основного рациона им два раза в сутки во время 
кормления внутрь с помощью шприца и иглы с бу-
лавовидным утолщением на конце вводили по 3,5 мл 
оливкового масла, а в группе №  4 (n = 6) один раз в 
сутки утром одновременно с дачей масла назначали 
обетихолевую кислоту [Окалива генерик (Ocabest  – 5), 
Natco Pharma Ltd. / Aprazer, Индия] в дозе 0,5 мг/кг м.т. 

Все крысы находились под постоянным наблю-
дением. В 1, 7, 14, 21 и 28 дни эксперимента утром за 
15 минут до и через 4 часа после кормления отбира-
ли пробы крови. 

Образцы крови отбирали через нижнечелюстной 
доступ в пробирки с антикоагулянтом (К3 ЭДТА) для  
сохранения ее интактного состояния и получения 
плазмы, в которой с помощью коммерческих набо-
ров реактивов определяли содержание общего хо-
лестерина и триглицеридов (АО «Вектор-Бест», Рос-
сия). Помимо этого проводили хиломикроновый тест:  
плазму помещали на 12 часов в холодильник при 4 °C,  
а затем визуально оценивали цвет и наличие рас-
слоения [18]. 

Математико-статистическую обработку получен-
ных данных проводили с использованием программы 

1 РД-АПК 3.10.07.02-09 «Методические рекомендации 
по содержанию лабораторных животных в вивариях науч-
но-исследовательских институтов и учебных заведений».  
Доступно по: https://docs.cntd.ru/document/1200088317. Ссыл-
ка активна на 26.12.2022.

2 ГОСТ 34566-2019 «Комбикорма полнорационные для 
лабораторных животных. Технические условия». Доступно 
по: https://docs.cntd.ru/document/1200167514. Ссылка актив-
на на 26.12.2022.
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STATISTICA 6.1. Рассчитывали среднюю арифметиче-
скую (М) и ее среднюю ошибку (m), коэффициент ва-
риации (С) и достоверность разницы (р) по критерию 
Стъюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Задачей первого опыта было изучение динами-

ки липидного профиля крови крыс, получающих сба-
лансированный рацион, и после однократного вве-
дения дополнительного количества жира. Из данных 
таблиц 1 и 2 видно, что изучаемые показатели у крыс 
до кормления находятся в пределах референсного  
диапазона  [19], а качественный тест (хиломикроно-
вый тест) демонстрирует отрицательный результат. 

У животных с нормальным содержанием жиров 
в рационе (гр. 1) в течении 2 часов после дачи корма 
наблюдается увеличение (на 5,8 %) триглицеридов до 
уровня, который достоверно не изменяется до 6 часа 
наблюдения, но в конце опыта уменьшается до исход-
ного уровня (таблица 1). 

Показатели холестерина после некоторого сниже-
ния через 2 часа возрастают (на 4,4 %) в течении по-
следующих 4 часов, но затем понижаются до исход-
ных данных. Хиломикроновый тест через 2 и 4  часа 
демонстрирует увеличение количества хиломикронов 
и липопротеинов очень низкой плотности (ЛПОНП),  
в меньшей степени липопротеинов низкой плотности 
(ЛПНП).

У животных, получивших однократно супрафи-
зиологическую дозу жиров (гр. № 2) через 2 часа по-
сле кормления содержание триглицеридов возрос-
ло на 22,4 %, а холестерина уменьшилось на 12,4 % 
(таблица  2). Хиломикроновый тест указывает на по-
вышенный уровень хиломикронов и липопротеинов 
очень низкой плотности (ЛПОНП). В течение последу- 
ющих двух часов (4  часа) содержание триглицери-

дов увеличились на 56,7 % и достигло уровня, кото-
рый выше исходного на 91,8 %. Содержание холесте-
рина также возросло (на 15,8 %) и достигло величин  
интактных животных. Результаты хиломикроново-
го теста свидетельствуют о сохранении повышенной 
концентрации хиломикронов.

Дальнейшая динамика триглицеридов харак-
теризуется их уменьшением и через 8 часов они до-
стигают исходного уровня. Содержание холестерина  
после некоторого увеличения (на 3,6 %) через 6 часов 
после кормления увеличилось, уменьшилось до ис-
ходного уровня на заключительном этапе опыта. Ре-
зультаты хиломикронового теста через 6 часов ука-
зывают на повышенный уровень ЛПОНП (вероятно и 
ЛПНП) и липопротеинов промежуточной плотности, а 
также слабовыраженного увеличения хиломикронов.

Полученные нами данные показали, что у живот-
ных, получающих сбалансированный рацион после 
очередного кормления, наблюдается умеренно выра-
женное увеличение триглицеридов, которое сохраня-
ется в течении 4–6 часов. Динамика общего холесте- 
рина характеризуется незначительным снижением в 
первые 2 часа после кормления с последующим уве-
личением в течении последующих 2–4 часов. Хило- 
микроновый тест дает положительный результат, 
указывая на повышенное содержание хиломикронов 
через 2  часа, хиломикронов и ЛПОНП – через 4  ча-
са наблюдения. Равномерное помутнение плазмы че-
рез 6  часов после кормления, вероятно, обусловле-
но повышением концентрации ЛПНП. Восьмой час 
наблюдения характеризуется восстановлением всех  
изучаемых показателей до исходного уровня. Одна-
ко выявленные изменения слабо выражены и имеют  
выраженные индивидуальные колебания, поэтому 
объективно можно говорить только о тенденциях ли-
пидного профиля крови в абсорбтивный период, но 
нет основания для констатации каких-либо величин, 

Таблица 1. Показатели липидного обмена в крови крыс из группы № 1

Table 1. Indicators of lipid metabolism in the blood of rats from group No. 1

 Время отбора крови  
от кормления 

Time between feeding  
and blood sampling

Показатели 
Parameters 

Холестерин, мМ/л 
Cholesterol, mM/l

Триглицериды, мМ/л 
Triglycerides, mM/l

Хиломикроновый тест 
Chylomicron test 

–15 мин 
–15 min

1,38 ± 0,079 0,52 ± 0,023
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+2 час 
+2 h

1,35 ± 0,120 0,55 ± 0,105
Верхний слой – серо-молочного цвета; нижний слой – 
прозрачный 
Upper layer – milky gray color; lower level – transparent

+4 час 
+4 h

1,38 ± 0,137 0,57 ± 0,188
Верхний слой – молочного цвета; нижний слой – сла-
бо-белесый 
Upper layer – milky color; lower level – slightly whitish

+6 час 
+6 h

1,41 ± 0,116 0,56 ± 0,055
Плазма – прозрачная, легкое помутнение 
Plasma – transparent, slightly cloudy 

+8 час 
+8 h

1,36 ± 0,062 0,51 ± 0,020
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

Примечание. Различие с показателями до кормления (–15 мин) статистически достоверно: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.

Note. Difference with indicators before feeding (–15 min) statistically significant: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** р < 0.001.
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отражающих динамику. Дополнительное введение  
оливкового масла не изменило отмеченные выше тен-
денции, но усилило их визуализацию. При этом сни- 
зилась вариабельность показателей, так коэффициент  
вариации триглицеридов снизился через 2 и 4  часа 
после кормления соответственно с 26,7 до 18,4 % и 
с 46,0 до 11,2 %.

Таким образом, после кормления наблюдается  
изменение липидного профиля крови с достоверным 
увеличением уровня триглицеридов и менее выра-
женным повышением уровня холестерина. Макси-
мальные величины указанных показателей достига-
ются в течение 4  часов постпрандиального периода, 
но в это время также возрастает их вариабельность, 
что снижает объективность исследований. Увели-
чение содержания жира в рационе усиливает абсо-
лютную выраженность, но снижает индивидуальную 
вариабельность метаболической реакции на потреб- 
ление корма. При этом наиболее информативными  
оказались параметры, определяемые через 4 часа  
после кормления. 

Задачей второго опыта было изучение влияния 
обетихолевой кислоты на динамику показателей  
постпрандиальной липемии. Все крысы в первый 
день эксперимента были клинически здоровы, а все 
изучаемые показатели крови находились в рефе-
ренсном диапазоне (таблицы 3–5) [19] и не имели до-
стоверных межгрупповых различий. В течение 4  ча- 
сов после кормления не было отмечено достовер- 
ных изменений уровня холестерина, но уровень триг-
лицеридов увеличился на 90,2 %, а результаты хило-
микронового теста указывают на повышение хило-
микронов и ЛПОНП. В группе контроля на всех этапах 

опыта мы наблюдали изменения аналогичных пока-
зателей исходного и постпрандиального липидного 
профиля крови (таблица 3).

У животных, получающих избыточное количество 
жира в рационе (гр. № 4), на седьмой день наблюде-
ния было отмечено более выраженное постпранди-
альное увеличение триглицеридов (на 98,0 %). 

В конце второй недели у животных до введения 
оливкового масла отмечены более высокие, чем в 
первый день опыта, величины холестерина (на 7,9 %) 
и триглицеридов (на 11,8 %). Получен положитель-
ный результат хиломикронового теста, свидетельст- 
вующий о повышенном уровне ЛПНП. Через 4  часа  
после кормления содержание холестерина увеличи-
лось на 18,7 %, а триглицеридов в 2,1 раза и они ока-
зались выше, чем в начале опыта соответственно на  
24,5 и 23,7 %. Качественный тест показал повышен-
ное содержание хиломикронов и ЛПОНП, а увеличе-
ние высоты второго слоя свидетельствует о про-
грессирующем наращивании липопротеидов.

На 21 день опыта происходит дальнейшее уве-
личение уровней холестерина и триглицеридов как  
до, так и после жировой нагрузки, что отразилось на 
результатах хиломикронового теста, которые указы-
вают на повышенный уровень хиломикронов и ЛПНП  
до, и хиломикронов и ЛОНП после кормления. На  
заключительном этапе опыта у голодных крыс вели-
чина холестерина превысила уровень первого дня на 
56,1 %, а триглицеридов в 2,1 раза, а после дачи олив-
кового масла соответственно на 81,8 и 51,5 %, что  
оказалось выше нормы  [19]. Результаты хиломикро-
нового теста показали, что у животных до кормления 
имеет место повышенный уровень хиломикронов и 

Таблица 2. Показатели липидного обмена в крови крыс из группы № 2 

Table 2. Indicators of lipid metabolism in the blood of rats from group No. 2

 Время отбора крови  
от кормления 

Time between feeding  
and blood sampling

Показатели 
Parameters 

Холестерин, мМ/л 
Cholesterol, mM/l

Триглицериды, мМ/л 
Triglycerides, mM/l

Хиломикроновый тест 
Chylomicron test 

–15 мин
–15 min

1,37 ± 0,085 0,49 ± 0,010
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+2 час 
+2 h

1,20 ± 0,091 0,60 ± 0,079***

Верхний слой – серо-молочного цвета; нижний слой – 
прозрачный. Соотношение слоев: 1 : 2 
Upper layer – milky gray color; lower level – transparent. 
Levels ratio 1 : 2

+4 час 
+4 h

1,39 ± 0,085 0,94 ± 0,075***

Верхний слой – молочного цвета; нижний слой – бе-
лесый. Соотношение слоев: 1 : 2 (1 : 2,5) 
Upper layer – milky color; lower level –whitish. 
Levels ratio: 1 : 2 (1 : 2,5)

+6 час 
+6 h

1, 44 ± 0,101 0,63 ± 0,025***

Диффузное (равномерное) помутнение без выражен-
ного расслоения 
Diffuse (uniform) turbidity without pronounced stratifi-
cation 

+8 час 
+8 h

1,42 ± 0,070 0,51 ± 0,008
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

Примечание. Различие с показателями до кормления (–15 мин) статистически достоверно: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.

Note. Difference with indicators before feeding (–15 min) statistically significant: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.
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липопротеидов низкой плотности, а после дачи масла 
отмечено большее повышение уровня хиломикронов, 
накопление липопротеинов очень низкой и проме-
жуточной плотности. 

В таблице 5 представлены показатели крыс, кото-
рым на фоне избытка жира в рационе вводили обе-
тихолевую кислоту. Как было отмечено выше, в нача-
ле опыта все эти животные (гр.  4) были клинически 
здоровы, а их показатели находились в референсном 
диапазоне. Постпрандиальная динамика характери-
зовалась отсутствием достоверного изменения кон-
центрации холестерина, увеличением триглицеридов 
(на 92,0 %), хиломикронов и ЛПОНП. 

В конце первой недели опыта не было отмече-
но достоверных изменений изучаемых показателей у  
голодных животных, но через 4 часа после их корм-
ления хиломикроновый тест показал повышенный 
уровень хиломикронов и ЛПОНП, а содержание триг-

лицеридов возросло в 2,24 раза и оказалось выше 
уровня животных из группы № 3 на 10,9 %.

На 14 день эксперимента у голодных животных 
увеличилась вариабельность показателей холестери- 
на (с 15,0 до 21,0 %), содержание которого оказа-
лось выше, чем в первый день опыта на 3,7 %, но ни- 
же уровня крыс из группы №  3 на 6,0 %. После корм-
ления уровень холестерина повысился на 13,5 %, а 
триглицерида в 2,2  раза и оказались соответствен-
но ниже на 10,1 % и выше на 7,5 %, чем в сопостави-
мой группе (гр. №  3). Хиломикроновый тест указывает 
на повышенное содержание хиломикронов и ЛПОНП, 
а увеличение высоты второго слоя свидетельствует 
о прогрессирующем наращивании липопротеидов. 
В течение последующих двух недель опыта не про- 
изошло достоверных изменений предпрандиального  
липидного профиля крови и изучаемые показатели  
достоверно не отличались их параметров интактных 

Таблица 3. Показатели липидного обмена в крови крыс из группы № 3 за 15 минут до (–15 мин) и через 4 часа (+4 час)  
после кормления

Table 3. Indicators of lipid metabolism in the blood of rats from group No. 3 15 minutes before (–15 minutes) and 4 hours (+4 hours)  
after feeding

День опыта 
Experimental day 

 Время отбора крови  
от кормления 

Time between feeding 
and blood sampling

Показатели 
Parameters 

Холестерин, мМ/л 
Cholesterol, mM/l

Триглицериды, мМ/л 
Triglycerides, mM/l

Хиломикроновый тест 
Chylomicron test 

1

–15 мин 
–15 min

1,41 ± 0,057 0,50 ± 0,015
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,44 ± 0,060 0,95 ± 0,068

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2 
(1 : 2,5) 
Upper layer – milky color; lower level –whi- 
tish. Levels ratio: 1 : 2 (1 : 2,5)

7

–15 мин 
–15 min

1,39 ± 0,072 0,48 ± 0,027
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,42 ± 0,055 0,96 ± 0,070

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2 
Upper layer – milky color; lower level –whi- 
tish. Levels ratio: 1 : 2

14

–15 мин 
–15 min

1,39 ± 0,060 0,50 ± 0,019
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,45 ± 0,061 0,95 ± 0,075

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2 
Upper layer – milky color; lower level –whi- 
tish. Levels ratio: 1 : 2

21

–15 мин 
–15 min

1,39 ± 0,075 0,53 ± 0,020
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,42 ± 0,060 0,97 ± 0,076

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2 
(1 : 2,5) 
Upper layer – milky color; lower level –whi- 
tish. Levels ratio: 1 : 2 (1 : 2,5)

28

–15 мин 
–15 min

1,38 ± 0,083 0,50 ± 0,024
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,43 ± 0,070 0,95 ± 0,080

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белнсый. Соотношение слоев: 1 : 2 
Upper layer – milky color; lower level  –whi- 
tish. Levels ratio: 1 : 2 

Примечание. Различие с показателями первого дня опыта статистически достоверно: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001. 

Note. The difference with the indicators of the first day of the experiment statistically significant: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.
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животных (1  день). Реакция на кормления характери-
зовалась увеличением холестерина (на 8,0 %), триг-
лицеридов (в 2 раза), хиломикронов и ЛПОНП. 

Таким образом, увеличение в три раза (с 3,5 до 
10,5  г/сутки) содержания жира в рационе крыс в те-
чение первой недели не оказывает существенного 
влияния на липидный профиль крови, но в течение 
последующих трех недель наблюдения отмечено уве- 
личение содержания в плазме холестерина и триг-
лицеридов. При этом результаты хиломикронового  
теста указывают на повышение концентрации ЛПНП, 
но на заключительном этапе опыта также возрастает  

уровень хиломикронов, что может быть обусловле-
но снижением активности образования эндогенных  
триглицеридов в печени [14]. Результаты исследова-
ния постпрандиальной липемии показали, что уже 
через 8 часов липидный профиль плазмы восстанав-
ливается до исходного уровня (см. таблицы 1 и 2).  
Во втором опыте (см. таблицу  3) пробы крови у го-
лодных животных отбирают через 10–12  часов после 
предыдущего кормления, т. е. выявленное наличие 
повышенного уровня холестерина, триглицеридов, 
хиломикронов и липоротеинов указывает на наличие 
вторичной дислипедемии [20, 21], которая возникает  

Таблица 4. Показатели липидного обмена в крови крыс из группы № 4 за 15 минут до (–15 мин) и через 4 часа (+4 час)  
после кормления

Table 4. Indicators of lipid metabolism in the blood of rats from group No. 4 15 minutes before (–15 minutes) and 4 hours (+4 hours)  
after feeding

День опыта 
Experimental day 

 Время отбора крови 
от кормления 

Time between feeding 
and blood sampling

Показатели 
Parameters 

Холестерин, мМ/л 
Cholesterol, mM/l

Триглицериды, мМ/л 
Triglycerides, mM/l

Хиломикроновый тест 
Chylomicron test 

1

–15 мин 
–15 min

1,39 ± 0,080 0,51 ± 0,018
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,43 ± 0,065 0,97 ± 0,071

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2 (1 : 2,5) 
Upper layer – milky color; lower level – whitish. 
Levels ratio: 1 : 2 (1 : 2,5)

7

–15 мин 
–15 min

1,41 ± 0,091 0,51 ± 0,055
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,42 ± 0,107 1,01 ± 0,113

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2,5 
Upper layer – milky color; lower level – whitish. 
Levels ratio: 1 : 2,5

14

–15 мин 
–15 min

1,50 ± 0,100 0,57 ± 0,025*
Помутнение (опалесценция) 
Turbidity (opalescence)

+4 часа 
+4 h

1,78 ± 0,122* 1,20 ± 0,10*

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2,5 (1 : 3) 
Upper layer – milky color; lower level – whitish. 
Levels ratio: 1 : 2,5 (1 : 3)

21

–15 мин 
–15 min

1,68 ± 0,097** 0,72 ± 0,063**
Диффузное помутнение. Повыш ЛПНП 
Diffuse turbidity. LDL increase

+4 часа 
+4 h

1,90 ± 0,115** 1,28 ± 0,079**

Верхний слой – молочного с кремовым оттен-
ком цвета; нижний слой – серо-белого цвета. 
Соотношение слоев: 1 : 3 (1 : 3,5) 
Upper layer – milky with a creamy tint; lower 
layer – gray-white color. Layer ratio: 1 : 3 (1 : 3.5)

28

–15 мин 
–15 min

2,17 ± 0,109*** 1,06 ± 0,121***

Верхний слой – бледно-кремового цвета; ниж-
ний слой – диффузное помутнение. Соотноше-
ние слоев: 1 : 4 (1 : 5). Повыш хиломикроны и 
ЛПНП 
Upper layer is a pale cream color; the bottom 
layer is a diffuse turbidity. Layer ratio: 1 : 4 (1 : 5). 
Increased chylomicrons and LDL

+4 часа 
+4 h

2,60 ± 0,130*** 1,47 ± 0,098***

Верхний слой – кремового цвета; нижний 
слой  – диффузное помутнение. Соотношение 
слоев: 1 : 3,5 (1 : 4,0). Повыш хиломикроны и ЛПП 
и ЛПОНП 
Upper layer is cream-colored; lower layer is diffuse 
turbidity. Layer ratio: 1 : 3.5 (1 : 4.0). Increased 
chylomicrons and LPP and VLDL

Примечание. Различие с показателями первого дня опыта статистически достоверно: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.

Note. The difference with the indicators of the first day of the experiment statistically significant: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.
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в конце второй недели и прогрессирует в течение  
последующих дней наблюдения. Повышенный уро-
вень липидов в крови голодных животных усиливает 
выраженность постпрандиальной липемии. При этом 
через 4  часа после кормления показатели холесте-
рина и триглицеридов превышают верхний предел 
нормы, что указывает на патологический характер из-
менений липидного обмена. Результаты хиломикро-
нового теста расширили наши представления о меха-
низмах дислипедемии на фоне жирового перекорма. 
Выявлено, что у животных контрольной группы (см. 
таблицу  1) алиментарная гиперлипемия преимущест- 
венно обусловлена повышенным уровнем хиломик- 
ронов, т.  е. экзогенными липидами, что свидетельст- 
вует об активации начального этапа липидного обме-
на – переваривание и всасывание в кишечнике, но  
менее выраженной стимуляции промежуточного об-
мена  [22]. На фоне алиментарной жировой перегруз-
ки в течение двух недель происходит активизация 

процессов всасывания липидов в кишечнике и раз- 
витие гиперхиломикронемии, выраженность кото-
рой постепенно возрастает до уровня стимуляции 
синтетической функции печени, что проявляется на-
ращиванием доли ЛПОНП (увеличение высоты ниж-
него слоя). Данная фракция липопротеинов образу-
ется из хиломикронов в кровотоке под действием 
фермента липопротеинлипазы или синтезируется в 
печени, затем из нее извлекается большая часть триг-
лицеридов и они трансформируются в ремнантные  
частицы (липопротеиды промежуточной плотности), 
которые сравнительно быстро улавливаются в пече- 
ни, где превращаются в ЛПНП [22]. Поэтому увеличе-
ние ЛПОНП указывает не только на активацию липо-
протеинлипаза в крови (экзогенный ЛПОНП) и функ- 
ций печени (эндогенный ЛПОНП), но и на сбой рабо-
ты печени. Так, известно, что повышение содержания 
жира в рационе возрастает уровень свободных жир-
ных кислот в печени, которые стимулируют синтиез 

Таблица 5. Показатели липидного обмена в крови крыс из группы № 5 за 15 минут до (–15 мин) и через 4 часа (+4 час)  
после кормления

 Table 5. Indicators of lipid metabolism in the blood of rats from group No. 5 15 minutes before (–15 minutes) and 4 hours (+4 hours)  
after feeding

День опыта 
Experimental day 

 Время отбора крови 
от кормления 

Time between feeding 
and blood sampling

Показатели 
Parameters 

Холестерин, мМ/л 
Cholesterol, mM/l

Триглицериды, мМ/л 
Triglycerides, mM/l

Хиломикроновый тест 
Chylomicron test 

1

–15 мин 
–15 min

1,36 ± 0,065 0,50 ± 0,026
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,44 ± 0,058 0,96 ± 0,062

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2 (1 : 2,5) 
Upper layer – milky color; lower level – whitish. 
Levels ratio: 1 : 2 (1 : 2,5)

7

–15 мин 
–15 min

1,41 ± 0,085 0,50 ± 0,030
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,46 ± 0,100 1,12 ± 0,111

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2 (1 : 2,5) 
Upper layer – milky color; lower level – whitish. 
Levels ratio: 1 : 2 (1 : 2,5)

14

–15 мин 
–15 min

1,41 ± 0,120 0,59 ± 0,071
Легкое помутнение (опалесценция) 
Slight turbidity (opalescence)

+4 часа 
+4 h

1,60 ± 0,073* 1,32 ± 0,089

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 3 
Upper layer – milky color; lower level – whitish. 
Levels ratio: 1 : 3

21

–15 мин 
–15 min

1,47 ± 0,080 0,54 ± 0,043
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,51 ± 0,105 1,10 ± 0,093

Верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2,5 (1 : 3) 
Upper layer – milky color; lower level – whitish. 
Levels ratio: 1 : 2,5 (1 : 3)

28

–15 мин 
–15 min

1,43 ± 0,109 0,56 ± 0,070
Плазма прозрачная 
Transparent plasma

+4 часа 
+4 h

1,55 ± 0,110 1,13 ± 0,099

верхний слой – молочного цвета; нижний 
слой – белесый. Соотношение слоев: 1 : 2,5 
Upper layer – milky color; lower level – whitish. 
Levels ratio: 1 : 2,5

Примечание. Различие с показателями первого дня опыта статистически достоверно: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.

Note. The difference with the indicators of the first day of the experiment statistically significant: * р < 0,05; ** р < 0,01; *** р < 0,001.
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ЛПОНП. Известно, что инсулин регулирует скорость 
синтеза липопротеинов очень низкой плотности, ко-
торые синтезируются в печени, он же лимитирует  
активность липопротеинлипазы, обеспечивающей 
элиминацию этих липопротеинов из крови. Поэтому 
одним из механизмов роста синтеза и замедления эли-
минации ЛПОНП является снижение чувствительно-
сти (резистентности) тканей к влиянию инсулина  [23]. 
Увеличение количества ЛППП в сочетании с гиперхо-
листеринемией и гипертриглицеридемией, свидетель-
ствует о вторичной гиперлипедемии, которая являет- 
ся предиктором метаболического синдрома [24].

Применение обетихолевой кислоты изменило 
реакцию организма животных на супрафизиологи-
ческие дозы жира. Обетихолевая кислота является 
мощным и селективным агонистом фарнезоидного 
X-рецептора (FXR, EC50 99 нмоль/Л), а в химическом 
отношении она представляет собой полусинтети-
ческое производное хенодезоксихолевой кислоты  
природного агониста FXR [7]. Данный ядерный ре-
цептор, экспрессирующийся в печени, кишечнике, 
почках и жировой ткани, имеет многогранное фи- 
зиологическое и патофизиологическое значение  [5]. 
Поэтому можно предположить, что уже через 1–2 не-
дели курса обетихолевой кислоты произойдет акти-
вация FXR в кишечнике с соответствующим увеличе-
нием объема всасывания жиров в кишечнике, на что 
указывает более высокий, чем у животных гр. №  3, 
уровень триглицеридов, составляющих большую  
часть хиломикронов – основной транспортной фор-
мой липидов. При этом в крови возрастает доля  
экзогенных хиломикронов (образовавшихся в слизи-
стой кишечника), но не эндогенных липидов, так как 
нет достоверного увеличения холестерина, что ука-
зывало бы на стимуляцию промежуточного обме-
на  [25]. Очевидно, что на этом этапе опыта превали- 
рует активизация ядерных рецепторов в кишечни-
ке и в меньшей степени расположенных в печени и 
жировой ткани. В результате наблюдается слабовы-
раженная перегрузка механизмов промежуточного  
обмена липидов, на что указывает повышение со-
держания хиломикронов и ЛПНП в плазме крови го-
лодных животных (хиломикроновый тест) в конце 
второй недели наблюдения. В дальнейшем исчезли 
отмеченные изменения липидного профиля у голод-
ных крыс, что указывает на полноценный метабо-
лизм потребляемой дозы жира в межпрандиальный 
период, т. е. произошла экспрессия FXR в печени 
и жировой ткани, участвующих в метаболизме липи-
дов, оптимизация промежуточного обмена. Повыше-
ние уровня холестерина через 4  часа после кормле-
ния также свидетельствует о повышении активности  
образования ЛППП и ЛПНП, содержание в которых 
значительно выше, чем в хиломикронах и ЛПОНП [26]. 
Однако в отличие от крыс из группы №  3 у живот-
ных, получавших обетихолевоую кислоту (гр. № 4), по-
казатели холестерина и триглицеридов не вышли за 
пределы нормы, что дает основание предположить 
наличие не только локального, но системного эффек-
та экспрессии ядерных рецепторов. При этом наибо-

лее вероятным механизмом данного эффекта явля- 
ется нивелирование (или ослабление) толерантности 
тканей к инсулину – универсальному регулятору об-
мена веществ. Известно, что активация FXR повышает  
чувствительность к инсулину [27–30], на что так же 
указывают результаты наших исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследования по изучению динамики липидного  

профиля крови крыс, получающих сбалансированный  
рацион и после однократного введения дополни- 
тельного количества жира, показали, что для оценки 
постпрандиальной липемии более приемлем перо-
ральный тест на толерантность к супрафизиологиче-
ским дозам жира с определением исходных показа- 
телей липидного профиля и через 4 часа после на-
грузки. При этом для гарантированного метаболиз-
ма полученной дозы жира анализ исходных парамет- 
ров должен проводиться не ранее чем через 10 часов  
после предыдущего кормления. Это позволяет оце- 
нить полноценность промежуточного обмена липи- 
дов, дает информацию об индивидуальных особен-
ностях интактных животных, что повышает объектив-
ность оценки динамики изменения изучаемых вели- 
чин после кормления. Отбор проб крови через 4  часа  
после жировой нагрузки обусловлен сравнительно 
выраженной постпрандиальной липемией с мини-
мальным уровнем индивидуальной вариабельности.

У животных, которые в течение 28 дней получали 
рацион, содержащий повышенное количество жира, 
наблюдался дисбаланс метаболизма липидов с акти-
вацией их всасывания в кишечнике, но «замедленной»  
реакцией механизмов промежуточного обмена ли-
пидов, что сопровождалось накоплением в крови го-
лодных крыс триглицеридов, холестерина, хиломик- 
ронов и ЛПНП. Через 4 часа после кормления у этих  
животных наблюдалось сверхнормальное повыше-
ние триглицеридов и холестерина. Все это указывает 
на наличие у них вторичной гиперлипедемии, кото-
рая, вероятно, сочетается с толерантностью к инсу-
лину, функциональной перегрузкой (или патологией) 
печени, что является предиктором метаболического 
синдрома. 

Применение обетихолевой кислоты гармонизи- 
рует липидный обмен на фоне алиментарной жиро-
вой нагрузки за счет активации фарнезоидных Х-ре-
цепторов кишечника и печени, что проявляется од-
новременным увеличением интенсивности процессов 
всасывания липидов и их промежуточного обме-
на. Происходит оперативное превращение экзоген-
ных (хиломикроны) в эндогенные (ЛПОНП) тригли-
цериды, которые не достигают высокого уровня, так 
как подвергаются дальнейшей трансформации в пе-
чени, жировой ткани, мышцах др. участниках мета-
болизма липидов. Нет активации ферментов крови,  
что, вероятно, обусловлено их превращением в пече- 
ни в ЛПВП. В результате исключается риск возникно- 
вения гиперхиломикронемии, гиперхолистеринемии 
и гипертриглицеридемии, снижается вероятность 
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развития вторичной гиперлипедемии, толерантности 
к инсулину и функциональной перегрузки (или пато-
логии) печени. 
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Резюме
Введение. Радиорезистентность раковых клеток серьезная проблема при лучевой терапии опухолевых заболеваний. 
Радиосенсибилизирующие препараты делают злокачественные клетки более чувствительными к излучению и повышают эффективность 
лучевой терапии, однако их широкое клиническое применение ограничено существенными побочными эффектами. Разработка и 
изучение новых радиосенсибилизаторов представляется актуальной задачей современной фармакологии. 
Цель. Целью данной работы было изучение эффективности аскорбата лития в качестве радиосенсибилизатора при воздействии 
фотонного и нейтронного излучения в широком диапазоне доз. 
Материалы и методы. Оценка биологического действия выполнялась на опухолевой линии аденокарциномы рака предстательной 
железы PC-3. В качестве генераторов ионизирующего излучения использовался циклотрон для получения нейтронного потока и источник 
кобальт-60 для получения гамма-излучения. 
Результаты и обсуждение. Доказано усиление цитотоксического эффекта при сочетанном применении разных видов ионизирующих 
излучений и аскорбата лития. Выявлена устойчивость лини рака предстательной железы к гамма-излучению в поглощенной дозе 0,5–
3,0  Гр. Показано, что опухолевые клетки рака предстательной железы более чувствительны к воздействию исследуемого препарата в 
минимальных концентрациях в сочетании с нейтронным облучением в сравнении с гамма-излучением в одинаковой поглощенной дозе. 
Основной механизм радиосенсибилизирующего действия аскорбата лития заключается в локальной индукции окислительного стресса, 
синергетически усиливающий действие ионизирующего излучения.
Заключение. Сочетание аскорбата лития с нейтронным излучением приводит к более выраженному результирующему цитотоксическому 
эффекту. Повышение концентрации аскорбата лития приводило к нарастанию прооксидатного эффекта с усилением повреждающего 
действия на клетки.

Ключевые слова: аскорбат лития, радиосенсибилизация, рак простаты, клетки линии РС-3, гамма-излучение, нейтронное излучение, 
апоптоз
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Abstract
Introduction. Radioresistance of cancer cells is a serious problem in radiation therapy of tumor diseases. Radiosensitizers make malignant cells 
more sensitive to radiation and increase the effectiveness of radiation therapy; however, their widespread clinical use is limited by significant 
side effects. The development and study of new radiosensitizers seems to be an urgent task of modern pharmacology. 
Aim. The purpose of this work was to study the effectiveness of lithium ascorbate as a radiosensitizer under the influence of photon and 
neutron radiation in wide dose range.
Materials and methods. Evaluation of the biological effect was carried out using the tumor line of prostate cancer PC-3. We used a cyclotron to 
produce neutron radiation and a Cobalt-60 source to produce gamma radiation.
Results and discussion. We have proved an increase in the cytotoxic effect with the combined use of different types of ionizing radiation and 
lithium ascorbate. The resistance of the prostate cancer line to gamma radiation at an absorbed dose of 0.5–3.0 Gy was revealed. It was shown 
that tumor cells of prostate cancer are more sensitive to the effects of the study drug in minimal concentrations in combination with neutron 
irradiation compared to gamma radiation in the same absorbed dose. The main mechanism of the radiosensitizing action of lithium ascorbate is 
the local induction of oxidative stress, which synergistically enhances the action of ionizing radiation.
Conclusion. The combination of lithium ascorbate with neutron radiation leads to a more pronounced resulting cytotoxic effect. An increase in 
the concentration of lithium ascorbate led to the pro-oxidative action with an increase in the damaging effect on cells.

Keywords: lithium ascorbate, radiosensitization, prostate cancer, PC-3 cell line, gamma radiation, neutron radiation, apoptosis
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие лучевой терапии привело к значитель-

ному улучшению клинических результатов лечения 
рака. Клинические руководства рекомендуют исполь-
зовать фракционированную низкодозовую лучевую 
терапию, чтобы уменьшить побочные эффекты. Важ-
ным дополнительным фактором является примене-
ние радиосенсибилизаторов, т. е. веществ, повыша-
ющих радиочувствительность опухоли [1]. Одним из 

ключевых механизмов воздействия лучевой терапии 
является запуск клеточной гибели, вследствие накоп- 
ления критических повреждений ДНК. В целом по-
высить радиочувствительность раковых клеток мож- 
но с помощью химических веществ, образующих сво-
бодные радикалы и ингибирующих синтез ДНК [2]. 
Наряду с хорошо известными радиосенсибилизато-
рами, такими как миметики кислорода, цитотоксины, 
существует ряд веществ с потенциальной противо- 
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опухолевой активностью. Экспериментально доказа-
ны стимулирующие эффекты лития на гемопоэз, что 
сыграет положительную роль при восстановлении  
организма после лучевой терапии при онкологиче-
ских заболеваниях [3]. В ряде исследований подтвер-
дилось нейропротекторное действие лития, что по-
мимо прямого защитного эффекта в конечном итоге 
может привести к улучшению качества жизни после  
облучения [4]. Есть данные о противоопухолевом  
действии лития, так показано, что литий может инги-
бировать рост нейробластомы [5]. В наших предыду-
щих исследованиях сообщалось об антиоксидантной 
активности аскорбата лития [6]. К сожалению, клини-
чески значимых результатов, подтверждающих про-
тивоопухолевую активность аскорбиновой кислоты, 
пока не опубликовано. Метаболизм аскорбиновой 
кислоты связан с механизмами, которые участвуют в 
устойчивости организма к образованию росту злока-
чественных новообразований [7]. Прооксидантный 
эффект хорошо показан для аскорбиновой кислоты и 
ее солей [8]. Мы предполагаем, что высокая концент- 
рация аскорбат аниона в зоне облучения позволит 
повысить уровень окислительного стресса, вызывае-
мого ионизирующим излучением, что должно локаль- 
но повысить противоопухолевое действие. 

Данная работа направлена на изучение и сравне-
ние эффектов фотонного и нейтронного излучений  
in vitro в сочетанном действии с радиосенсибилиза-
тором – аскорбатом лития (LiAsc). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Аскорбат лития получали ex tempore из аскор- 

биновой кислоты и карбоната лития (марка ACS, Sig- 
ma-Aldrich, Германия). Карбонат лития и аскорбино-
вую кислоту смешивали в мольном соотношении 1 : 2  
и растворяли в деионизированной воде. Реакцион-
ную массу активно перемешивали до прекращения 
выделения газа. После охлаждения в реакционную 
массу добавляли трехкратный избыток этанола. Вы-
падающий белый кристаллический осадок собира-
ли, промывали этанолом и высушивали. Получался 
белый кристаллический порошок, который исполь-
зовали в экспериментах. Элементным анализом най-
дено – 33 % (C), 5,33 % (H), 8,1 % (Li2O); теоретически 
вычислено – 33,03 % (C), 5,05 % (H), 8,21 % (Li2O). Со-
держание воды в соли определено термогравимет- 
рическим методом и составило 16,15 % (теорети-
ческое – 16,51 %). Продукт реакции соответствовал 
формуле аскорбата лития дигидрата LiC6H7O6 . 2H2O. 
Радиосенсибилизирующие свойства аскорбата ли-
тия оценивали на культурах клеток аденокарциномы 
простаты (PC-3) человека. Клетки линии PC-3 куль-
тивировали в питательной среде RPMI  1640, обога-
щенной 10%-й эмбриональной бычьей сывороткой, 
глутамином и антибиотиками. Клетки подвергались 
лучевому воздействию в диапазоне поглощенных  
доз 0,5–3 Гр, в качестве источника нейтронов ис-
пользовался циклотрон Р-7М (ТПУ, Россия), для фо-

тонного облучения использовался источник гам-
ма-излучения на основе изотопа Co-60. Облучение 
образцов клеток осуществлялось в культуральных 
планшетах в поглощенной дозе 0,5, 1, 1,5, 2 и 3  Гр. 
Оценку метаболической активности клеток проводи-
ли с помощью стандартного МТТ-теста. Клетки вно-
сили в лунки 96-луночного планшета в концентра- 
ции 5 тыс/лунка и инкубировали в течение 24  часов 
при 37  °С в увлажненной атмосфере с 5%-м уров-
нем СО2. Оптическую плотность раствора измеряли 
на планшетном спектрофотометре на длине волны 
570 нм. 

Статистический анализ проводили с помощью 
программного обеспечения STATISTICA 12 (TIBCO Soft-
ware Inc., США). Для сравнения данных использовали 
U-критерий Манна – Уитни. Различия считали досто-
верными при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе эксперимента выполнено сравнение ра-

диосенсибилизирующего действия аскорбата лития  
в диапазоне концентраций 0,1–0,8 мМ на относи-
тельно радиоустойчивой клеточной культуре рака  
простаты человека при воздействии ионизирующе-
го излучения разных видов. На рисунке 1, А пока-
зана жизнеспособность клеток PC-3 при воздейст- 
вии гамма-излучения. Увеличение поглощенной до-
зы гамма-излучения до 3  Гр приводило к снижению 
жизнеспособности клеток на 20 % от необлученно-
го контроля. Аскорбат лития усилил повреждаю-
щее воздействие облучения в диапазоне 0,1–0,3  мМ. 
В концентрации 0,4  мМ и выше воздействие приво-
дит к практически полной гибели культуры с отдель-
ными выживающими клонами. При воздействии  
нейтронного излучения отмечается более выражен-
ное действие аскорбата лития даже в минимальной 
концентрации (рисунок 1, Б). При сочетанном дейст- 
вии жизнеспособность популяции клеток снизилась 
более чем на 50 %. Значения выживаемости клеток 
после нейтронного облучения показали, что дозовая 
зависимость для аскорбата лития имеет линейный  
характер до концентрации 0,3 мМ. 

На рисунке 2 приведены результаты повреждаю-
щего действия ионизирующих излучений при добав-
лении аскорбата лития в установленных эффектив-
ных концентрациях 0,1 мМ (рисунок 2 А, Б) и 0,2 мМ  
(рисунок 2 В, Г). Показано достоверное падение жиз-
неспособности опухолевых клеток при комбинации 
соли лития с нейтронным и фотонным излучением. 

Повреждение биообъектов при облучении в ос-
новном реализуется не за счет прямого поврежде-
ния макромолекул, а путем вторичного повреждения 
свободными радикалами, продуцируемыми вследст- 
вие радиолиза воды. В свою очередь, нейтроны по-
вреждают клетки в основном путем прямого повреж-
дения макромолекул, в первую очередь в ядерных 
структурах клетки [9]. При действии аскорбата в вы-
соких концентрациях совместно с ионизирующим 
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излучением наблюдается известная общность их по- 
вреждающего действия на клеточные структуры, ко-
торая реализуется главным образом путем вторич-
ной продукции активных форм кислорода. Окисли- 

тельный стресс нарастает вследствие радиолиза во-
ды и прооксидантного действия аскорбата. Генери-
руемые свободные радикалы вызывают каскад де-
структивных реакций, которые в данном случае могут 

Рисунок 1. Жизнеспособность клеток линии PC-3 при лучевом воздействии в поглощенной дозе 0,5–3 Гр в комбинации с аскорба-
том лития. 

А – гамма-излучение; Б – нейтронное излучение

Figure 1. Survival of PC-3 cells under radiation exposure at an absorbed dose of 0.5–3 Gy in combination with lithium ascorbate. 

A – gamma radiation; B – neutron radiation

Рисунок 2. Выживаемость опухолевых клеток линии РС-3 при лучевом воздействии в комбинации с аскорбатом лития. 

А – нейтронное облучение в сочетании с LiAsc (0,1 мM); Б – гамма-облучение в сочетанном действии с LiAsc (0,1 мM); B – нейтрон-
ное облучение в сочетании с LiAsc (0,2 мM); Г – гамма-облучение в сочетанном действии с LiAsc (0,2 мM). 

Примечание. * Различия статистически значимы в сравнении с группой облучения без препарата, р < 0,05 

Figure 2. Viability of PC-3 tumor cells under radiation exposure in combination with lithium ascorbate. 

A – neutron radiation in combination with LiAsc (0.1 mM); B – gamma irradiation in combined action with LiAsc (0.1 mM); С – neutron 
irradiation in combination with LiAsc (0.2 mM); D – gamma irradiation in combined action with LiAsc (0.2 mM). 

Note. * Differences are statistically significant in comparison with the radiation group without the drug, p < 0,05
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быть усилены действием радиосенсибилизатора. Та-
ким образом, совпадение основных повреждающих 
механизмов локально приводит к усилению повреж- 
дающего действия на клетки, что и подтвердилось 
в экспериментах (см. рисунок  1). Действие сенсиби-
лизатора в оптимальном диапазоне доз показано  
на рисунке 2, где уже в поглощенной нейтронной  
дозе 0,5  Гр наблюдается снижение жизнеспособно-
сти клеток более чем на 50 и на 80 % при сочетании 
с аскорбатом в дозах 0,1 и 0,2  мМ соответственно.  
Эффекты при сочетании с гамма-излучением менее 
выражены, однако и здесь отмечено снижение жиз-
неспособности на 15 и 50 % соответственно. В наших 
экспериментах было подтверждено, что опухолевые 
клетки рака простаты более чувствительны к воз- 
действию исследуемого препарата в минимальных 
концентрациях в сочетании с нейтронным облуче-
нием в сравнении с гамма-излучением в одинако-
вой поглощенной дозе. При этом без сенсибилиза-
ции аденокарцинома простаты оказалась устойчивой 
к небольшим дозам нейтронов (0,5 и 1 Гр), а гам-
ма-излучение при отдельном применении не при-
водило к снижению жизнеспособности более чем на  
15 % даже в дозе 3 Гр (см. рисунок 2). В ходе экспери-
ментов было выявлено, что цитотоксическое дейст- 
вие ионизирующего излучения в комбинации с 
аскорбатом в основном реализуется путем индукции 
апоптоза. Основная гипотеза радиосенсибилизиру-
ющего действия аскорбата лития заключается в том, 
что определенные концентрации аскорбата лития в 
клеточной культуре могут проявлять прооксидант-
ное действие и индуцировать окислительный стресс, 
синергетически усиливающий действие ионизиру-
ющего излучения. На основе полученных данных 
был предложен механизм действия аскорбата лития  
на опухолевые клетки посредством интенсифика-
ции образования H2O2 при самоокислении аскорбата  
в условиях повышенной концентрации аскорбата 
лития и перекиси водорода, образовавшейся в ре-
зультате радиолиза воды. Параллельный возмож-
ный механизм радиосенсибилизирующего действия 
аскорбата лития связан с ингибированием натрий-за-
висимых транспортных белков аскорбиновой кисло-
ты (преимущественно, SVCT2), которые экспрессиру-
ются на мембране. При повышении относительной 
концентрации литий, вероятно, способен существен-
но снижать ко-транспорт аскорбиновой кислоты. 
Однако роль этого механизма в регуляции захва-
та аскорбиновой кислоты и вклад в радиосенсиби-
лизирующую активность требует дополнительного 
исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, показано усиление цитотоксиче-

ского эффекта при сочетанном применении лучевого 
воздействия и аскорбата лития. Радиосенсибилизи-
рующее действие аскорбата лития более выражено 
при сочетании с нейтронным облучением.
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Резюме
Введение. «Трастузумаб» – препарат специфической анти-HER2 терапии одного из самых распространенных типов онкологических 
заболеваний – рака молочной железы. Несмотря на то, что препарат давно представлен на фармацевтическом рынке, дальнейшее 
совершенствование связанных с ним аналитических методик остается актуальным в первую очередь в свете разработки и исследования 
действия биоаналогов. Для трастузумаба одной из возможных нежелательных реакций со стороны иммунной системы является 
иммуногенность – выработка противолекарственных антител к препарату, в том числе нейтрализующих антител, которые могут влиять на 
эффективность и профиль безопасности препарата.
Цель. Разработка и валидация методики определения нейтрализующих антител к трастузумабу в сыворотке крови человека.
Материалы и методы. Определение нейтрализующих антител к трастузумабу проводилось с помощью метода конкурентного 
иммуноферментного анализа, с использованием фотометрического детектирования в видимом диапазоне спектра. 
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по показателям: предел исключения, чувствительность, 
селективность, специфичность, прецизионность и стабильность (краткосрочная и долгосрочная). Для снижения интерференции 
компонентов биологической матрицы в анализе на этапе разработки было определено значение минимального необходимого 
разбавления (1 : 200). Рассчитанное значение предела исключения составило 14,62 %. Чувствительность разработанной методики 
составила 1985,2 нг/мл нейтрализующих антител к трастузумабу.
Заключение. Полученные при валидации методики результаты позволяют применять методику определения нейтрализующих антител к 
трастузумабу в сыворотке крови человека оценки иммуногенности препаратов трастузумаба при проведении клинических исследований 
биоаналогичности.

Ключевые слова: «Трастузумаб», нейтрализующие антитела, противолекарственные антитела, иммуногенность, биоаналоги
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Abstract
Introduction. Trastuzumab is the first known anti-HER2 agent, which revolutionized the treatment of one of the most common cancer types – 
breast cancer. Despite trastuzumab being approved long time ago, further improvement of related analytical methods remains relevant 
primarily due to the emergence of new biosimilars. For instance, immunogenicity – adverse reaction which is usually associated with biological 
drugs, can still be relevant for trastuzumab. Anti-drug antibodies, including neutralizing antibodies, caused by trastuzumab therapy, can affect 
drug effectiveness and safety profile.
Aim. The aim of this study was to develop and validate the analytical method for neutralizing anti-trastuzumab antibodies determination in 
human blood serum. 
Materials and methods. The neutralizing anti-trastuzumab antibody determination was carried out by the competitive ELISA method, using 
spectrophotometric detection in the visible range of the spectrum. 
Results and discussion. The developed method was validated for cut-point, selectivity, sensitivity, specificity, precision and stability (short-
term and long-term). To decrease the background noise from non-specific binding of sera components, the minimum required dilution value 
was determined at 0.5 % serum. The calculated value for cut-point was 14.62 %. The sensitivity of the developed method was estimated at 
1985.2 ng/mL of neutralizing anti-trastuzumab antibodies.
Conclusion. The obtained results allowed us to apply the developed ELISA method for the neutralizing anti-trastuzumab antibodies 
determination in human blood serum during trastuzumab immunogenicity assessment in bioequivalence clinical trials. 

Keywords: trastuzumab, neutralizing antibodies, anti-drug antibodies, immunogenicity, biosimilars
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ВВЕДЕНИЕ
Онкологические заболевания – одна из наиболее 

распространенных причин смертности во всем ми-
ре. В 2020  году смертность от различных типов ра-
ка составила более 10 миллионов случаев. При этом  
наиболее распространенными видами рака являют-
ся: рак молочной железы (РМЖ), легких, колоректаль-
ный рак и опухоли предстательной железы1. Имен-
но РМЖ ежегодно занимает лидирующие позиции  
по заболеваемости и смертности среди всех онколо- 
гических заболеваний, и в частности среди онкоза-
болеваний у женщин. Так, по оценкам за один толь-
ко 2020  год на долю РМЖ пришлось 12,5 % всех вы-
являемых случаев рака в мире. Из них, в структуре 
онкологических заболеваний у женщин, РМЖ зани-
мает 25,8 %, если говорить о ситуации в мире2 или 
21,7 % если говорить о ситуации с выявлением но- 
вых случаев РМЖ в России  [1]. При этом стоит отме-
тить, что летальность данного типа рака на первом 
году с момента установления диагноза и начала ле- 
чения одна из самых низких среди всех злокачест- 

1 WHO fact sheet "Cancer". Available at: https://www.who.
int/ru/news-room/fact-sheets/detail/breast-cancer. Accessed: 
10.04.2023.

2 Global cancer statistics for the most common cancers in 
the world. Available at: https://www.wcrf.org/cancer-trends/
worldwide-cancer-data. Accessed: 10.04.2023.

венных новообразований. Более того, за послед-
ние 10  лет она существенно сократилась с 8,7 % в  
2011 году до 5,2 % в 2020 году [2].

К стандартным методам терапии онкологиче-
ских заболеваний на сегодняшний день можно отне-
сти хирургическое лечение, а именно: удаление опу- 
холи или пораженного органа целиком (например,  
в случае РМЖ – радикальная мастэктомия), химио-
терапию, лучевую терапию, гормональную терапию,  
а также такие инновационные методы, как иммуно-
терапия (например, препараты нацеленные на PD-1 
или PDL-1), таргетная биологическая терапия (напри-
мер, рекомбинантные фьюжн-белки, моноклональ-
ные антитела) и генная терапия. Зачастую самые луч- 
шие прогнозы для пациентов дает именно сочета- 
ние нескольких видов лечения, например хирурги-
ческое вмешательство совместно с биологической 
или химиотерапией в адъювантных и неоадъювант-
ных условиях. Сочетание биологической терапии и  
хирургического вмешательства часто применяется 
как терапия 1 линии при выявлении РМЖ [3,4].

Препарат «Трастузумаб» представляет собой гу-
манизированные моноклональные IgG1 антитела, со- 
держащие мышиные CDR-фрагменты, слитые с кон-
стантными участками легких и тяжелых цепей чело-
веческого иммуноглобулина класса G. «Трастузумаб» 
стал одним из первых препаратов, направленных  
непосредственно на HER2/neu (точнее, на его IV вне-
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клеточный домен)  – человеческий рецептор эпидер-
мального фактора роста 2 типа, ассоциированный, в 
первую очередь, с одним из наиболее неблагопри-
ятных для пациентов типов РМЖ: HER2-позитивным 
метастатическим РМЖ. Данный тип обычно ассоци-
ирован с высоким риском метастазирования, и в том 
числе может приводить к метастазированию опу-
холи в головной мозг  [5]. Внедрение трастузумаба в 
клиническую практику позволило существенно сни-
зить летальность РМЖ HER2-позитивного подтипа. 
Другим показанием к применению трастузумаба в 
составе комбинированной терапии позже стала рас-
пространенная аденокарцинома желудка или пище-
водно-желудочного перехода, также сопровожда-
ющаяся опухолевой гиперэкспрессией HER2. Более 
того, «Трастузумаб», как первый препарат, направ-
ленный на рецептор HER2, стал отправной точкой 
для создания препаратов-конъюгатов «моноклональ-
ное антитело-химиотерапевтический агент», а также 
би- или триспецифических антител или фьюжн-бел-
ков, направленных одновременно на различные суб-
домены HER2 (например, применение сочетанной 
терапии трастузумабом и пертузумабом) или сразу 
на несколько различных рецепторов-мишеней  [6]. 
Например, в настоящее время в Российской Феде-
рации уже зарегистрированы такие лекарственные 
препараты, как «Трастузумаб эмтанзин» и «Трастузу- 
маб дерукстекан», в составе которых трастузумаб 
не только воздействует на HER2, но и выступает в  
роли системы таргетной доставки химиотерапевти-
ческих агентов в опухолевые клетки. Что касается  
би- и триспецифических препаратов таргетной те-
рапии, разработки таких препаратов активно ведут- 
ся сразу в нескольких странах [7–10]. 

Одной из причин разработки новых препаратов 
на основе трастузумаба стало не только стремление 
увеличить эффективность терапии, но и часто встре-
чающаяся резистентность к трастузумабу, которая 
может развиваться у пациентов при длительном при-
менении препарата. Причинами такой резистентно-
сти могут служить различные мутации гена ERBB2,  
его транскрипционные и посттрансляционные из-
менения, или (в меньшей степени) иммуногенность 
препарата, и, в частности, антитела к трастузумабу, 
обладающие нейтрализующей активностью [11]. Не-
смотря на то, что «Трастузумаб» является достаточно 
низкоиммуногенным препаратом, нейтрализующие 
антитела могут связываться с ним в активном центре, 
тем самым предотвращая связывание трастузумаба 
с HER2 и снижая эффективность терапии. Противоле-
карственные антитела могут не только снижать эф-
фективность лечения, но и влиять на профиль безо-
пасности препарата [12].

Еще одной немаловажной проблемой является 
средняя стоимость биологической терапии, в частно-
сти терапии трастузумабом. Учитывая, что в среднем 
равновесная концентрация трастузумаба в организ-
ме достигается после 25 недель терапии (при мно-

гократном введении по схеме 1 раз в 3 недели),  
а общее время терапии может составлять вплоть до 
1  года, стоимость такой длительной терапии для па-
циента по сравнению с другими видами лечения мо-
жет быть выше на 300 % [13]. Таким образом, раз-
работка новых биоаналогов трастузумаба, выход на 
рынок которых будет способствовать увеличению 
конкуренции, и, как следствие, снижению стоимости 
лечения трастузумабом  [14], представляется перспек-
тивной задачей. В этом свете актуальным представ-
ляется разработка новых биоаналитических методик,  
которые можно использовать в ходе клинических  
исследований биоаналогов трастузумаба для получе-
ния данных о его фармакокинетике и иммуногенности.

Целью данной работы была разработка и ва-
лидация методики определения нейтрализующих 
антител к трастузумабу в сыворотке крови чело-
века методом иммуноферментного анализа (ИФА) 
для оценки иммуногенности препарата-биоаналога 
трастузумаба.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Так как методика была разработана в рамках 

клинического исследования биоаналогичности пре-
паратов трастузумаба, в качестве исследуемого пре- 
парата и препарата сравнения выступали оригиналь-
ный препарат Герцептин® и его биоаналог: 
 • исследуемый препарат: «Трастузумаб». Лиофили-

зат для приготовления концентрата для приго-
товления раствора для инфузий. 440  мг / 20  мл 
(ООО «Мабскейл», Россия).

 • препарат сравнения: Герцептин®. Лиофилизат для  
приготовления концентрата для приготовления  
раствора для инфузий. 440  мг / 20  мл (F. Hoff-
mann-La Roche, Ltd., Швейцария).
Образцы исследуемого препарата и препарата 

сравнения хранили в холодильнике фармацевтиче-
ском в защищенном от света месте при температуре 
2–8 °С.

Реактивы

В ходе валидации методики определения анти-
тел к трастузумабу в сыворотке крови человека ис-
пользовали следующие реактивы: набор реагентов 
для иммуноферментного определения трастузума-
ба в сыворотке крови (ООО «НПЦ Пробиотек», Рос-
сия, партия 02,  03); антитела к трастузумабу, об-
ладающие нейтрализующей активностью (Bio-Rad 
Laboratories, Inc., США, HCA177); бычий сывороточ-
ный альбумин (класса «pure», Sigma-Aldrich, США, 
A9647); полисорбат-20 (pure, pharma grade, PanReac, 
Испания, 142312); различные соли калия и натрия, а 
именно: калия хлорид (х.ч., ООО «Альдоса», Россия), 
натрия хлорид (х.ч., ООО  «Альдоса», Россия), калия 
дигидрофосфат (ч.д.а., ООО «РусХим», Россия), нат- 
рия гидрофосфат (pure, pharma grade, PanReac, Испа-
ния, 141677).
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Оборудование

В ходе разработке и валидации методики для 
определения оптической плотности образцов в лунках 
ИФА-планшета использовали фотометр Stat Fax  3200 
(Awareness Technology, США). В качестве вспомога-
тельного оборудования использовали: промыватель 
планшетов «Аквамарин» (BioSan, Латвия), термошей-
кер планшетный (BioSan, Латвия), встряхиватель Reax 
top (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Германия), 
весы аналитические OHAUS Pioneer PA-214C (OHAUS 
Corporation, США), одноканальные и многоканальные 
дозаторы различного объема (Thermo Fisher Scientific, 
США), pH-метр-милливольтметр (ООО «НПО «Акви-
лон», Россия) и мерную посуду (колбы, цилиндры)  
различной вместимости (Shott Duran, Германия). 
Воду очищенную 1 типа получали с помощью систе-
мы водоподготовки Аквалаб AL-1 (АО «НПК Медиа-
на-Фильтр», Россия). Хранение реактивов и образцов  
осуществляли при температуре от +2  °С до +8  °С  
в холодильнике фармацевтическом ХФ-400-2 (АО «ПО-
ЗиС», Россия) и не выше минус  35  °С в морозильнике 
медицинском ММ-180 (АО «ПОЗИС», Россия).

Методика определения  
нейтрализующих антител к трастузумабу  
в сыворотке крови человека

Методика определения нейтрализующих антител 
основана на способности антител к трастузумабу ин-
гибировать связывание препарата с мишенью (HER2). 
В ходе определения антител, обладающих нейтрали-
зующей активностью, использовали набор реагентов 
для иммуноферментного определения трастузумаба в  
сыворотке крови, в состав которого входит планшет, 
покрытый рецептором HER2 и детектирующий реа-
гент: козьи поликлональные антитела к человеческо-
му Fc-фрагменту антител класса G, меченные перок-
сидазой хрена. 

Согласно методике, образцы (контрольные/ис-
следуемые), содержащие антитела к трастузумабу, 
инкубировали с раствором трастузумаба (25  нг/мл), 
таким образом, чтобы для образцов сыворотки кро-
ви одновременно достигалось требуемое минималь-
но необходимое разведение (MRD – minimal required 
dilution). Кроме контрольных и исследуемых образ-
цов в каждый цикл включали калибровочные образ- 
цы с известной концентрацией трастузумаба, отдель- 
но приготовленные согласно инструкции к набору  
реагентов. После инкубации по 100  мкл смеси об-
разцов вносили в лунки планшета, покрытого HER2, и  
инкубировали в течение 1 часа (250  об/мин) при  
комнатной температуре (КТ). По окончании инкубации  
планшет промывали и вносили в лунки по 100  мкл 
конъюгата, инкубировали 30  минут (250  об/мин) при 
КТ. После инкубации и промывки планшета во все 
лунки вносили по 100  мкл субстрата, и по истече-
нии 15  минут инкубации при КТ останавливали ре-
акцию. Измерение оптической плотности проводи-
ли при тестовой длине волны 450  нм и референсной  
длине волны 630 нм.

Для каждого цикла строили калибровочную кри-
вую зависимости концентрации трастузумаба от оп-
тической плотности калибровочных образцов. Затем 
для каждого образца рассчитывали концентрацию 
трастузумаба, а также абсолютное значение относи-
тельной погрешности (RE,  %), которая характеризо-
вала насколько антитела к трастузумабу, нейтрали- 
зующие препарат в смеси, ингибировали его связы-
вание с мишенью относительно добавленной (номи-
нальной) концентрации 25 нг/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

В ходе разработки методики основная задача со-
стояла в том, чтобы внести изменения в рекомен- 
дуемый инструкцией к ИФА-набору алгоритм прове-
дения анализа, что позволило бы использовать на- 
бор, изначально предназначенный для количествен-
ного определения трастузумаба, для целей опреде-
ления нейтрализующих антител к препарату. Был 
проведен подбор оптимального значения MRD для  
методики: наилучший результат показало использо-
вание концентрации сыворотки крови в 0,2 %; MRD 
составило 1 : 200. Также на этапе разработки была по- 
добрана процедура предварительной инкубации ис-
следуемых образцов с трастузумабом и выбрана оп-
тимальная концентрация рабочего раствора трасту-
зумаба (25  нг/мл). Одним из этапов разработки были  
эксперименты по добавлению в анализ кислотной  
диссоциации образцов, как меры увеличения толе-
рантности методики к свободному трастузумабу в ис-
следуемых образцах. Однако добавление в анализ 
кислотной диссоциации, даже в мягких условиях, 
негативно сказывалось на получаемых результатах.  
Вследствие этого для данной методики пришлось  
отказаться от кислотной диссоциации, тем самым 
снизив устойчивость разработанной методики к при-
сутствию трастузумаба.

Валидация методики

Валидацию методики определения нейтрализу-
ющих антител к трастузумабу проводили в соответст- 
вии с руководством FDA: Guidance for Industry: Im- 
munogenicity Testing of Therapeutic Protein Products  – 
Developing and Validating Assays for Anti-Drug Antibo- 
dy Detection1 и Правилами проведения исследований 
биологических лекарственных средств Евразийского 

1 Guidance for Industry: Immunogenicity Testing of 
Therapeutic Protein Products – Developing and Validating Assays 
for Anti-Drug Antibody Detection U.S. Department of Health 
and Human Services Food and Drug Administration Center 
for Drug Evaluation and Research (CDER); Center for Biologics 
Evaluation and Research (CBER), January 2019. Available at: 
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-
guidance-documents/immunogenicity-testing-therapeutic-
protein-products-developing-and-validating-assays-anti-drug. 
Accessed: 12.04.2022.
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экономического союза1 по параметрам: предел ис-
ключения, чувствительность, селективность, специ-
фичность, прецизионность и стабильность.

Предел исключения (cut-point)

Предел исключения определяли в ходе анали-
за 30  индивидуальных образцов интактной сыворот-
ки крови человека, которые были проанализирова- 
ны двумя аналитиками в течение 2 дней. Помимо об-
разцов интактной сыворотки крови, каждый цикл 
включал образцы положительного контроля (PC  – 
positive control; 20 000 нг/мл и 5000 нг/мл антител к 
трастузумабу) и образцы отрицательного контроля 
(NC  – negative control; пулированная сыворотка кро-
ви человека). Для определения предела исключе-
ния была проведена статистическая обработка по-
лученных результатов: относительная погрешность, 
Е, %, для 30  образцов, для 2 аналитиков, 2 дня (итого 
N = 120). По результатам статистического анализа для 
использования был выбран фиксированный предел 
исключения, значение которого составило 14,62 %. 
При дальнейшем проведении анализа значение отно-
сительной погрешности образцов, Е, % (т. е. откло- 
нение фактической концентрации трастузумаба в об-
разце от номинальной, добавленной в ходе выпол- 
нения анализа  – 25  нг/мл), взятое по модулю, срав- 
нивали с рассчитанным значением предела исклю- 
чения. Образцы, для которых значение относитель-
ной погрешности больше либо равно пределу ис-
ключения, классифицируются как «положительные».

Чувствительность методики

Определение чувствительности методики прово- 
дили в ходе 2 циклов совместно с установлением  
концентраций образцов PC [на верхнем и нижнем 
уровнях: HPC (high positive control) и LPC (low positive 
control] соответственно). Анализировали образцы PC, 
содержащие антитела к трастузумабу в концентра- 
ции от 1000 до 30 000  нг/мл. Каждый цикл включал в 
себя три серии разведений, образцы PC и NC. 

Для определения чувствительности анализа и  
расчета концентрации LPC были использованы номи-
нальные значения концентраций стандартных образ-
цов, значение относительной погрешности которых 
было выше, чем значение предела исключения. Зна-
чения концентрации антител (нг/мл) переводили в 
log-форму, а затем рассчитывали чувствительность и 
концентрацию LPC методики по формуле: 

Чувствительность, нг/мл = log (Cmean) + tdf × SD.

1 Правила проведения исследований биологических ле-
карственных средств Евразийского экономического союза, 
утвержденные решением Совета Евразийской Экономиче-
ской Комиссии № 89, от 3 ноября 2016 г. Доступно по: http://
pharmacopoeia.ru/wp-content/uploads/2016/11/8903111.pdf. 
Ссылка активна на 12.04.2022.

где Cmean – средняя концентрация; tdf  – односторон-
ний t-критерий Стьюдента, соответствующий уровню 
значимости 0,05 для определения чувствительности  
или 0,01 для определения концентрации LPC; SD  – 
стандартное отклонение выборки. 

Перевод полученного значения в арифметиче-
скую шкалу из логарифмической позволил получить 
численное значение чувствительности методики 
(1985,2  нг/мл). Подробная информация о расчете чув-
ствительности методики и LPC приведена в таблице 1.

Таблица 1. Расчет чувствительности методики  
и концентрации LPC

Table 1. Sensitivity and LPC concentration calculations
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1 1000 3,000
2 1000 3,000
3 1000 3,000
4 2000 3,301
5 1000 3,000
6 1000 3,000

Среднее (log)
Average (log)

3,050

SD (log) 0,123
Чувствительность (log)

Sensitivity (log)
3,298

Чувствительность, нг/мл
Sensitivity, ng/ml

1985,2

LPC (log) 3,464
LPC, нг/мл
LPC, ng/ml

2908,8

По результатам чувствительность методики со-
ставила 1985,2  нг/мл нейтрализующих антител к 
трастузумабу, а рассчитанная концентрация LPC –  
2908,8  нг/мл. Для удобства и точности приготовле-
ния контрольных образцов практическая концентра-
ции LPC была выбрана на уровне 2909,1  нг/мл анти- 
тел к трастузумабу. Концентрация HPC была выбрана 
как верхняя точка в линейном диапазоне при постро- 
ении калибровочной кривой и составила 20 000  нг/мл 
антител к трастузумабу.

Селективность

Селективность методики оценивали в ходе двух 
циклов с использованием 10 индивидуальных образ-
цов интактной сыворотки крови человека, включая  
гемолизные образцы. Каждый из циклов включал в  
себя по пять индивидуальных образцов интактной сы-
воротки крови человека, без добавления и с добав-
лением нейтрализующих антител к трастузумабу до 
уровней HPC и LPC. Селективность методики оцени-
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вались путем сравнения RE, % образцов со значением 
предела исключения. Селективность методики была 
подтверждена, так как 90 % индивидуальных образ-
цов (9/10) интактной сыворотки крови человека имели 
отклик ниже предела исключения, при этом 100 % об-
разцов положительного контроля (HPC, LPC) были «по-
ложительными» по результатам сравнения рассчитан- 
ного значения RE, % со значением предела исключения.

Прецизионность

Для оценки прецизионности использовали об-
разцы HPC и LPC, которые были проанализированы 
в ходе 6 циклов двумя аналитиками в течение трех 
дней. Каждый цикл включал в себя по три набора  
контрольных образцов (HPC, LPC и NC), первый цикл 
для первого аналитика включал в себя 6 наборов  
контролей для оценки прецизионности внутри цик-
ла. Данные, полученные в ходе всех шести циклов, 
использовались для оценки прецизионности между  
циклами. Количественно прецизионность методики  
внутри и между циклами выражалась путем расчета  
коэффициента вариации (CV) для первого цикла и 
для всех шести циклов соответственно. Прецизи-
онность рассчитывали с использованием значений  
RE,  % для образцов положительного контроля (HPC, 
LPC). Полученные результаты приведены в таблице  2 
(внутри цикла) и в таблице 3 (между циклами).

Рассчитанные значения CV не превышали 20 %, 
что соответствует требованиям нормативной доку- 
ментации1.

1 Guidance for Industry: Immunogenicity Testing of Thera- 
peutic Protein Products – Developing and Validating Assays 
for Anti-Drug Antibody Detection U.S. Department of Health 
and Human Services Food and Drug Administration Center 
for Drug Evaluation and Research (CDER); Center for Biolo- 
gics Evaluation and Research (CBER), January 2019. Available at:  
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-
guidance-documents/immunogenicity-testing-therapeutic-
protein-products-developing-and-validating-assays-anti-drug. 
Accessed: 12.04.2022.

Специфичность

В ходе валидации оценивалась специфичность 
методики в присутствии препаратов сопутствующей  
химиотерапии: «Доксорубицин», «Паклитаксел, и  
«Циклофосфамид». Для приготовления образцов 
оценки специфичности готовили образцы интерфе-
рирующих соединений (в сыворотке крови) и образ- 
цы HPC и LPC (в сыворотке крови) в двукратной кон-
центрации. После чего образцы смешивали 1 : 1 для 
получения образцов для оценки специфичности с 
требуемыми концентрациями компонентов. Всего  
было протестировано по 4 концентрации для каждо- 
го из препаратов на уровнях HPC и LPC. Концентра-
ции препаратов в лунках планшета (после всех раз- 
ведений) составили 50, 25, 15 и 10  нг/мл соответст- 
венно. Для контроля специфичности методики также 
анализировали образцы NC с добавлением интерфе-
рирующих соединений.

Методика была признана специфичной в отноше-
нии препаратов сопутствующей химиотерапии, по-
скольку в образцах NC не наблюдалось результатов, 
превышающих предел исключения, тогда как образ-
цы положительного контроля и на уровне HPC, и на 
уровне LPC демонстрировали значения RE, % выше 
предела исключения.

Стабильность

В ходе валидации методики оценивалась: крат- 
косрочная стабильность (bench-top stability, BTS: об-
разцы PC перед анализом хранили 20  часов при КТ, 
18–25  °С); стабильность при замораживании-размо-
раживании (freeze-thaw stability, F/T: 3 цикла, каждая 
заморозка не менее 12  часов); а также долгосроч-
ная стабильность (long-term stability, LTS: хранение 
в условиях низкотемпературной заморозки от ми- 
нус 50  °С до минус 35  °С, оценка через 30 дней). Цик- 
лы по оценке различных видов стабильности поми- 
мо непосредственно образцов для оценки стабильно-
сти (по 3 набора образцов PC для каждого вида) вклю-

Таблица 2. Прецизионность внутри цикла

Table 2. Intra-day precision

Образец
Sample

Набор образцов PC №
PC samples set No. Среднее

Mean
CV, %

1 2 3 4 5 6
HPC 98,60 97,52 98,52 98,36 98,91 97,86 98,30 0,52
LPC 29,91 33,49 22,28 26,73 24,45 29,91 27,79 14,76

Таблица 3. Прецизионность между циклами

Table 3. Inter-day precision

Цикл №
Run No.

Образец
Sample

1 2 3 4 5 6
Среднее

Mean
CV, %

HPC 98,30 92,36 93,68 98,64 98,15 98,52 96,61 2,91
LPC 27,79 29,83 23,05 31,39 32,42 27,50 28,66 11,73
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чали в себя два набора свежеприготовленных образ- 
цов PC – для контроля пригодности системы. Ста-
бильность образцов оценивали путем расчета CV  
между тремя наборами образцов для каждого вида 
стабильности. Образцы были признаны стабильными, 
так как коэффициенты вариации не превышали 20 %. 
Полученные результаты приведены в таблице 4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Была разработана и валидирована методика опре-

деления нейтрализующих антител к трастузумабу в 
сыворотке крови человека методом ИФА. Определе-
ние проводилось методом конкурентного ИФА с ис-
пользованием фотометрического детектирования в 
видимом диапазоне спектра. Чувствительность мето-
дики и концентрация LPC были определены на уров- 
не 1985,2 нг/мл и 2909,1 нг/мл нейтрализующих анти-
тел к трастузумабу соответственно. Полученные зна-
чения предела исключения и чувствительности вали-
дированной методики позволяют применять ее для 
определения иммуногенности препаратов трастузу-
маба при проведении клинических исследований, в 
том числе исследований биоаналогичности.
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Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
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Резюме
Введение. Обеспечение качественными, эффективными и безопасными лекарственными препаратами, предназначенными для лечения 
редких (орфанных) заболеваний среди населения государств-членов Союза, является одним из значимых и перспективных векторов 
развития для производителей-разработчиков. Обеспечение доступности лекарственными препаратами (ЛП) для пациентов, страдающих 
редкими заболеваниями, должно регулироваться путем государственного стимулирования разработки и вывода на рынок орфанных 
препаратов у отечественных производителей за счет актуализации и своевременного обновления нормативно-правовых актов в сфере 
регистрации ЛП, а также предоставления льгот при инициировании процесса регистрации. 
Текст. В статье оценивались возможности и перспективы вывода в обращение орфанных лекарственных препаратов в рамках 
Евразийского экономического союза для отечественных производителей. 
Заключение. Обзор возможностей и перспектив вывода в обращение орфанных лекарственных препаратов для отечественных 
производителей говорит о необходимости развития нормативно-правового регулирования аспектов фармацевтической разработки для 
повышения доступности лечения пациентов с редкими заболеваниями как на уровне РФ, так и в рамках правового поля Евразийского 
экономического пространства. 

Ключевые слова: государственная регистрация лекарственных средств, ускоренная регистрация, орфанные препараты, 
неудовлетворенная медицинская потребность
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Abstract
Introduction. Providing high-quality, effective and safe drugs intended for the treatment of rare (orphan) diseases among the population of 
the Member States of the Union is one of the most significant and promising development vectors for manufacturers-developers. Ensuring the 
availability of medicines (MP) for patients suffering from rare diseases should be regulated by state incentives for the development and launch 
of orphan drugs on the market by domestic manufacturers through updating and timely updating of regulatory legal acts in the field of drug 
registration, as well as providing benefits when initiating the registration process.
Text. The article assessed the possibilities and prospects for the introduction of orphan drugs into circulation within the framework of the 
Eurasian Economic Union for domestic manufacturers.
Conclusion. A review of the possibilities and prospects for launching orphan drugs for domestic manufacturers indicates the need to develop 
regulatory and legal regulation of aspects of pharmaceutical development in order to increase the availability of treatment for patients with 
rare diseases, both at the level of the Russian Federation and within the legal framework of the Eurasian Economic Space.
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ВВЕДЕНИЕ
Орфанные препараты (от англ. an orphan – сиро-

та)  – лекарственные средства (ЛС), разработанные 
для лечения редких («сиротских») заболеваний. При-
своение статуса орфанности заболеваниям и лекарст- 
венным препаратам (ЛП), предназначенным для их  
лечения, является значимым вопросом во многих 
странах. Только введение государственного регули-
рования фармацевтической разработки и исследова-
ний орфанных ЛП привело к прорывам в медицине, 
которые были бы невозможны из-за экономических 
аспектов этих процессов. 

Определение орфанных заболеваний, как и уро-
вень распространенности заболевания на уровне 
населения отдельных стран, не являются едиными. 
Некоторые определения опираются на количество 
пациентов с редкими заболеваниями, другие опре-
деления основываются на иных критериях, таких 
как доступность лечения болезни или возможность 
облегчения ее течения. В США Акт о редких забо-
леваниях (Rare Disease Act) 2002 года определяет 
орфанные болезни как «болезни или состояния, за-
трагивающие менее 200 000 людей в США». В Японии 
орфанные болезни определяются как болезни, затра-
гивающие менее 50 000  пациентов в Японии. Евро- 
союз (ЕС) приводит следующее определение орфан-
ных болезней: «Орфанное заболевание – это угро-
жающее жизни и здоровью хроническое заболева-
ние, которое имеет настолько низкую встречаемость, 
что необходимо применение специальных усилий 
для предотвращения заболеваемости, ранней смерт-

ности и повышения качества жизни больных». Часто- 
та встречаемости орфанных заболеваний в ЕС со-
ставляет 5 на 10 000 населения [1].

Следует отметить, что понятие орфанности при-
менимо не к конкретной молекуле ЛП, а именно к тем 
показаниям, при которых назначаются данные пре-
параты. Также как и не весь перечень показаний для 
медицинского применения регистрационного досье 
ЛП может иметь орфанный статус. Понятие орфан-
ности распространяется только лишь на определен-
ные нозологические формы заболеваний, утвержда-
емые уполномоченным органом на государственном 
уровне [2].

Значимость вопросов лекарственного обеспе-
чения населения в РФ с орфанными заболеваниями 
определена рядом документов. Так, «орфанные забо-
левания» получили юридический статус в 2011  году  
с принятием 21 ноября 2011 г. ФЗ № 323-ФЗ «Об ос-
новах охраны здоровья граждан в Российской Феде- 
рации»1. В соответствии с ч.  9 ст.  83 данного ФЗ граж- 
дане РФ, страдающие жизне-угрожающими и хрони-
ческими прогрессирующими редкими (орфанными)  
заболеваниями, имеют право на обеспечение препа- 
ратами, предназначенными для лечения этих заболе-
ваний, за счет средств субъектов РФ, а перечень дан-

1 Федеральный закон Российской Федерации №  323-ФЗ  
от 21.11.2011 «Об основах охраны здоровья граждан в Рос-
сийской Федерации» (изм., внесенными Постановлениями 
КС РФ от 13.01.2020 № 1-П, от 13.07.2022 № 31-П). Доступно по: 
http://www.consultant.ru/document/cons_doc_LAW_121895/ 
Ссылка активна на 01.12.2022.
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ных заболеваний определен Постановлением Прави-
тельства РФ1.

При этом изучение проводимой политики в ча-
сти регламентации определения орфанных заболева-
ний и обращения ЛП для их лечения в РФ и в Европе  
позволяет определить следующие аспекты, требую-
щие особо внимания и решения:

 9 многие ЛП для лечения орфанных заболеваний, 
зарегистрированные в Европе, не зарегистриро-
ваны в России;

 9 препараты, имеющие статус орфанности в Евро-
пе, не имеют такого статуса в России;

 9 большая часть ЛП, закупаемых органами испол-
нительной власти субъектов РФ, для лекарствен-
ного обеспечения пациентов с орфанными забо-
леваниями, не имеет статус орфанного препарата;

 9 в РФ не регламентированы специальные госу-
дарственные стимулирующие меры по разработке 
орфанных ЛП отечественными производителями; 

 9 большой перечень ЛП из Европейского офици- 
ального списка орфанных ЛП может быть пер- 
спективным направлением для разработки и ре- 
гистрации отечественными организациями-про- 
изводителями2 [3].
Орфанные ЛП не являются вектором направле-

ния инвестиций для крупных фармацевтических ком-
паний по ряду причин, связанных с фармацевтиче- 
ской разработкой, клиническими исследования-
ми (КИ) и регистрацией. Одна из причин почему нет  
большого интереса производителей к данным ЛП  – 
это отсутствие большого количества пациентов, кото-
рые являются потенциальными потребителями этого 
ЛП. Крупная фармацевтическая промышленность оце-
нивает разработку и продажу маленьких партий ор-
фанных ЛП как экономически не выгодный процесс  
и весьма трудозатратный. Окупаемость всех затрат  
на фармацевтическую разработку, доклинические и 
клинические исследования редких ЛП невозможно 
достигнуть за короткий временной промежуток, за- 
частую это занимает годы [4]. 

Данных по разработке и исследованиям ЛП для  
лечения редких заболеваний недостаточно в миро-
вой практике, основанных на проведенных исследо-
ваниях самих производителей-разработчиков с ор-
фанными ЛП. 

В связи с этим имеется много проблем, связан-
ных с количеством серий ЛП и качеством орфанных 

1 Постановление Правительства РФ №  403 от 26 апре-
ля 2012  г. «О порядке ведения Федерального регистра лиц, 
страдающих жизнеугрожающими и хроническими прогрес-
сирующими редкими (орфанными) заболеваниями, приво-
дящими к сокращению продолжительности жизни граждан 
или их инвалидности, и его регионального сегмента» (с изм. 
от 5 июня 2020 г.). Доступно по: http://www.consultant.ru/
document/cons_doc_LAW_129078/92d969e26a4326c5d02fa79
b8f9cf4994ee5633b/ Ссылка активна на 01.12.2022.

2 Orphan Medical Product Designation. Available at: https://
www.ema.europa.eu/en/documents/other/orphan-medicines-
figures-2000-2021_en.pdf. Accessed: 01.12.2022.

ЛП, выводимых как на российский фармацевтиче- 
ский рынок, так и на рынок Евразийского экономи-
ческого союза. 

Организация клинических исследований  
в условиях ограниченности субъектов  
исследования

Для обеспечения вывода орфанных ЛП на рынок 
государства-члена ЕАЭС с целью удовлетворения ме-
дицинских потребностей пациентов и обеспечения 
защиты определенных групп населения возможна 
регистрация ЛП без полных данных по клиническим 
исследованиям с исполнением особых обязательств 
перед уполномоченным органом [5]. Для производи-
теля-разработчика это облегчает инициацию проце- 
дуры регистрации в государстве-члене и ускоряет 
процесс вывода редких препаратов на рынок. Одна-
ко при проведении клинических исследований (КИ)  
на данных пациентах возникает ряд проблем: 
 • для проведения исследований могут потребовать-

ся пациенты, не получавшие ранее лечения; 
 • при этом возникает вопрос об этичности исполь-

зования плацебо как контрольного препарата у 
части исследуемой популяции пациентов. Авто-
рами работы J.  Mitsumoto был проведен анализ 
более 33 клинических исследований на 19  «ред- 
ких» препаратах. Без препаратов сравнения и 
плацебо были проведены 33 % случая КИ, двой-
ное слепое КИ – 27 %, нерандомизированные 
КИ – 12 % [6]; 

 • при отсутствии проведенных КИ возникают слож-
ности с выбором критериев для оценки эффек-
тивности КИ.
Ранее автором R. L. A. de Vrueh уже было отмече-

но, что все завершенные клинические исследования 
редких препаратов носят «пилотный характер». Коли- 
чество участников таких исследований составило ме-
нее 100 человек. Таким образом, критерии эффектив-
ности препаратов считаются малообоснованными [7]. 

Присвоение орфанного статуса. Данный статус 
ЛП присваивается в РФ при соответствии его следу- 
ющим критериям:
1. ЛП применяется для лечения заболевания, встре-

чающегося с частотой не более 10 на 100 000  на- 
селения. 

2. ЛП применяется для лечения заболеваний, пере-
чень которых регламентирован Правительством 
РФ3.

 • в Республике Казахстан 1 случай на 10 000 на- 
селения4;

3 Перечень редких (орфанных) заболеваний от 
31  марта 2022 года. Доступно по:https://minzdrav.gov.ru/
documents/9700-perechen-redkih-orfannyh-zabolevaniy. Ссыл-
ка активна на 01.12.2022.

4 Приказ Министра здравоохранения Республики Ка-
захстан № 304 от 10 июня 2009 г. «О Порядке формиро-
вания Перечня орфанных (редко применяемых) лекарст- 
венных средств». Доступно по: https://online.zakon.kz/
Document/?doc_id=30437668. Ссылка активна на 01.12.2022.
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 • в Республике Беларусь не более 1 случая на 
10 000 населения1;

 • в Республике Киргизия 10 случаев на 100 000 на- 
селения2;

 • в Республике Армения в законе «О лекарствен- 
ных средствах» от 2016 года с изменениями и 
дополнениями отсутствует термин «орфанный 
препарат»3.
В Союзе заявитель располагает несколькими 

возможными подходами для ускорения регистрации  
ЛП на основании, вступивших в силу 28.03.2022 г., из-
менений в Правила регистрации и экспертизы ЛС 
для медицинского применения, утвержденных Сове-
том ЕЭК №  364  [5]. Все эти подходы имеют свои осо-
бенности и соответствующие процедуры. При поло-
жительном решении рассмотрения о возможности 
присвоения статуса орфанного ЛП следует процесс 
регистрации с оценкой соотношения «польза-риск» 
и оценка методов контроля качества. Положитель-
ным моментом для производителя-разработчика  
можно считать возможность использования резуль- 
татов доклинических (ДКИ) и КИ. Такие ДКИ и КИ мо-
гут быть проведены за пределами РФ, но в соот- 
ветствии с правилами надлежащей лабораторной 
практики и правилами надлежащей клинической 
практики. Такая практика для стран ЕС считается  
общепринятым правилом, однако для РФ данный  
момент считается исключением из правил и приви-
легией [8]. На сегодняшний день законодательство 
ЕАЭС дает возможность производителю или разра-
ботчику проводить регистрацию орфанных ЛП по  
нескольким процедурам:
 • регистрации в исключительных случаях; 
 • ускоренной процедуре; 
 • условной регистрации;
 • регистрации с установлением дополнительных 

требований.
Регистрация в исключительных случаях может  

быть осуществлена в случае, если заявитель сможет 
показать, что он не способен предоставить исчерпы-

1 Приказ Министерства здравоохранения Республики 
Беларусь № 1222 от 19.11.2020 г. «О перечне орфанных (ред-
ких) заболеваний». Доступно по: https://normativka.by/lib/
document/91783/ Ссылка активна на 12.01.2022.

2 В Кыргызстане утвержден Перечень орфанных заболе-
ваний для повышения доступности ЛП. Доступно по: https://
gxpnews.net/2019/06/v-kyrgyzstane-utverzhden-perechen-
orfannyx-zabolevanij-dlya-povysheniya-dostupnosti-lp/ Ссылка 
активна на 01.12.2022.

3 Закон Республики Армения № ЗР-86 от 13 июня 2016 г.   
«О лекарственных средствах». Доступно по: http://base.
spinform.ru/show_doc.fwx?rgn=89529/ Ссылка активна на 
01.12.2022.

4 Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
№ 36 от 17 марта 2022 г. «О внесении изменений в Правила 
регистрации и экспертизы лекарственных средств для меди-
цинского применения». Доступно по: https://docs.eaeunion.
org/docs/ru-ru/01431480/err_18032022_36. Ссылка активна  
на 01.12.2022.

вающие данные об эффективности и безопасности  
ЛП в нормальных условиях его применения в силу 
объективных проверяемых причин. Регистрационное 
удостоверение (РУ) ЛП выдается при условии выпол-
нения особых обязательств в случае, если заявитель 
может подтвердить (обосновать), что невозможно 
предоставить полные данные об эффективности и  
безопасности ЛП при обычных условиях его приме-
нения по одной из следующих причин: 
 • показания к применению, по которым предлага-

ется применять ЛП, встречаются настолько ред- 
ко, что заявитель обоснованно не может ожидать 
получения всестороннего подтверждения дока-
зательств эффективности и безопасности ЛП;

 • при текущем состоянии научных знаний не мо-
жет быть представлена исчерпывающая инфор- 
мация об эффективности или безопасности ЛП; 

 • получение информации об эффективности или 
безопасности ЛП будет противоречить общепри-
нятым принципам медицинской этики.
Указанные обязательства включают в себя сле- 

дующее:
 • заявитель должен завершить в срок, установлен-

ный уполномоченным органом референтного го-
сударства (УО РГ), определенную программу ис-
следований безопасности или эффективности, 
результаты которой позволяют провести повтор-
ную оценку соотношения «польза/риск»; 

 • для рассматриваемого ЛП должна быть установ-
лена категория отпуска «рецептурные препара-
ты» и применение в определенных случаях толь- 
ко под строгим медицинским наблюдением (на-
пример, в стационаре), а для радиофармацевтиче-
ских ЛП  – применение под наблюдением имею-
щего соответствующее разрешение лица; 

 • общая характеристика лекарственного препа-
рата (ОХЛП), листок-вкладыш (ЛВ), РУ и любая 
медицинская информация должны содержать 
привлекающую внимание пользователя инфор-
мацию о том, что имеющиеся данные о ЛП яв-
ляются недостаточными в части подтвержде-
ния определенных аспектов безопасности и 
эффективности.
Продолжение нахождения ЛП, являющегося 

объектом процедур, описанных в настоящем пунк- 
те, на рынке Союза должно зависеть от переоцен-
ки таких условий, ежегодно проводимой УО рефе-
рентного государства, с подготовкой экспертного 
отчета об оценке ЛП. Процессуальные особенности 
применения настоящего пункта приведены в прило-
жении №  25 к Правилам регистрации и экспертизы 
лекарственных средств для медицинского приме- 
нения5. 

5 Решение Совета Евразийской экономической комис-
сии № 36 от 17 марта 2022 г. «О внесении изменений в Пра-
вила регистрации и экспертизы лекарственных средств 
для медицинского применения». Доступно по: https://docs.
eaeunion.org/docs/ru-ru/01431480/err_18032022_36. Ссылка 
активна на 01.12.2022.
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Регистрация в исключительных случаях предпо- 
лагает:

 9 принципиальную невозможность предоставле-
ния полного объема данных по эффективности и 
безопасности; 

 9 ежегодный пересмотр со стороны УО.
Если ситуация меняется и заявитель сможет пред-

ставить полные данные, регистрация становится по-
стоянной. Раздел 11, часть 2, приложение № 1 описы- 
вает специальные процедуры (обязательства), кото-
рые могут включать в себя: 

 9 программу исследований ЛП; 
 9 условия назначения или введения ЛП; 
 9 обязанности по уведомлению УО; 
 9 обязанности по изменению информации о ЛП.

Ускоренная экспертиза. Данный регуляторный 
процесс имеет особую значимость при регистрации 
ЛП, в том числе орфанных, а также ЛП, необходимых 
для поддержания здоровья населения, в частности 
при отсутствии эффективных методов оказания ме-
дицинской помощи в ГЧ, определяемых Экспертным 
комитетом по ЛС, на основании обращения УО ГЧ, в 
котором подано обращение заявителя об особой зна-
чимости ЛП до подачи заявления на регистрацию. 
Предусмотрена возможность особого обозначения 
статуса препарата – «прорывная терапия», которая  
позволяет также существенно сокращать необходи-
мый объем клинических данных для получения раз-
решения на регистрацию.

Условная регистрация. В случае обоснования 
необходимости обеспечения неудовлетворенных 
медицинских потребностей для ЛП, предназначен-
ных для лечения, профилактики или диагностики се-
рьезных (тяжелых) инвалидизирующих или угрожа-
ющих жизни заболеваний, регистрация может быть 
осуществлена до представления на момент подачи 
заявления о регистрации исчерпывающих клиниче-
ских данных, предусмотренных разделом 5, прило-
жением № 1 к Правилам регистрации и экспертизы  
ЛС для медицинского применения, при условии, что 
польза от более ранней доступности рассматри- 
ваемого ЛП на рынке превышает риск, связанный с 
отсутствием исчерпывающих данных. При экстрен-
ной необходимости в подобных ЛП их регистрация 
может быть проведена без предоставления исчерпы-
вающих доклинических или биофармацевтических 
данных. В целях настоящего подраздела под «неудов-
летворенными медицинскими потребностями» по-
нимается состояние, для которого:
 • в Союзе нет одобренного УО разрешенного и 

признанного эффективного метода диагностики, 
профилактики или лечения;

 • либо применение подаваемого на условную ре-
гистрацию ЛП будет обладать существенным пре-
имуществом перед уже одобренным УО методом 
диагностики, профилактики или лечения. Услов-
ная регистрация может осуществляться только  
если соотношение «польза/риск» ЛП положи-
тельное, а также если заявитель вероятно сможет  
после проведения процедуры условной регист- 

рации представить исчерпывающие недостаю-
щие данные по безопасности, эффективности и 
качеству ЛС. Условная регистрация должна со-
провождаться выполнением держателем РУ осо-
бых условий. Эти особые условия и предельный 
срок их выполнения в качестве условий регист- 
рации устанавливаются УО государства-члена и 
подлежат ежегодной оценке этим УО. В рамках 
особых условий ДРУ необходимо обязать завер-
шить проводимые исследования или провести 
новые исследования с целью подтверждения по-
ложительного соотношения «польза/риск». ОХЛП  
и ЛВ должны содержать понятную формулировку 
о том, что регистрация ЛП осуществлена с усло- 
вием выполнения особых условий в соответст- 
вии с Правилам регистрации и экспертизы ЛС  
для медицинского применения. В отношении 
определенных категорий ЛП в целях обеспече-
ния неудовлетворенных медицинских потреб-
ностей пациентов и защиты интересов здоровья 
населения может потребоваться регистрация на 
основании менее полных, чем обычно данных, но  
при выполнении установленных особых обяза-
тельств. Условная регистрация применима к ЛП  
с таким соотношением «польза/риск», для кото- 
рого польза от допуска на рынок рассматривае-
мого ЛП будет превышать риск, связанный с от-
сутствием части данных о безопасности и эффек-
тивности ЛП на момент его регистрации (т.  е.  
к ЛП с доказанной способностью обеспечивать 
неудовлетворенные медицинские потребности  
системы здравоохранения). При этом необходи-
мо соблюсти ВСЕ следующие условия:

 9 положительное соотношение «польза/риск» 
ЛП;

 9 заявитель способен в последующем (после 
регистрации ЛП) представить полные клини-
ческие данные (а также при необходимости  
доклинические данные и данные о качест- 
ве)  – отличие от регистрации в исключитель-
ных случаях;

 9 регистрация ЛП позволит обеспечить неудов-
летворенные медицинские потребности сис- 
темы здравоохранения;

 9 польза для здоровья населения от допуска 
на рынок ЛП превысит риск, связанный с от-
сутствием части данных о безопасности и эф-
фективности ЛП на момент его регистрации 
(при условии предоставления таких данных в 
дальнейшем).

Регистрация с установлением дополнитель-
ных требований. Уполномоченным органом РГ в 
отношении ЛП при его регистрации и осуществле-
нии процедур, связанных с регистрацией, могут  
устанавливаться следующие дополнительные требо-
вания, которые указываются в РУ, Едином реестре,  
ОХЛП, ЛВ:
 • проведение пострегистрационных исследований 

эффективности ЛП, при необходимости – иссле-
дований различных аспектов эффективности ЛП, 
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которые не могут быть исследованы до начала  
реализации ЛП;

 • другие условия или ограничения в целях безо-
пасного и эффективного применения ЛП в соот-
ветствии с требованиями Правил надлежащей 
практики фармаконадзора Союза. 
Условием регистрации и подтверждения регист- 

рации (перерегистрации) ЛП уполномоченной ор-
ганизацией может быть установлено обязательство  
по проведению ДРУ:
 • пострегистрационных исследований безопасно-

сти ЛП в случае наличия опасений по поводу рис- 
ков, связанных с применением данного ЛП. В  
случае, если риски относятся более чем к одному 
ЛП, УО государства-члена способствуют проведе-
нию ДРУ таких ЛП совместных пострегистрацион-
ных исследований безопасности;

 • пострегистрационных исследований эффективно- 
сти ЛП, если понимание заболевания или клини-
ческая методология показывают, что предыду- 
щие оценки эффективности требуют существен-
ного пересмотра. 
Как видно из таблицы 1, регламентированная 

многовариантность процедур, по которым можно  
регистрировать орфанный ЛП, облегчает организа- 
циям разработчикам и производителям процесс 
вывода орфанных ЛП на фармацевтический рынок,  
обеспечивая доступ к лечению пациентов с редкими 
заболеваниями. 

Процедуры проведения клинических исследова-
ний и регистрации орфанных препаратов, основан-
ные на неполных данных о качестве, эффективности  
и безопасности, могут привести к развитию терапии 
осложнений у пациентов с «редкими» заболевания-
ми. Проведенные КИ на малых группах пациентов и 
ускоренный процесс регистрации может влиять на 
контроль за безопасным обращением орфанных ЛП. 
Небольшая выборка пациентов и ускоренный про-
цесс внедрения в систему здравоохранения с целью 
применения на пациентах таких препаратов несут в 
себе потенциальный риск безопасного применения. 
Зачастую это связано с необходимостью очень быст- 
рого вывода таких препаратов на рынок и их при-
менение в медицинской практике из-за отсутствия 
альтернативных принципов лечения орфанных за-
болеваний. Но, несмотря на «ускорение» процесса 
фармацевтической разработки и регистрации, име-
ющее негативные моменты, существует превалиру-
ющее достоинство процесса [9]. Оправданием такого  
риска становится обеспечение пациентов единст- 
венно возможным способом лечения орфанных за-
болеваний, который положительно влияет на качест- 
во жизни пациентов с этими заболеваниями.

Отсутствие аналогов на мировом рынке приво-
дит к тому, что орфанные препараты становятся уни-
кальными и эксклюзивными в своем роде. Фармацев-
тические компании, разработавшие и выпускающие 
такие ЛП, могут считаться монополистами за счет то-
го, что нет конкурирующих компаний [10]. Такие ус-
ловия создают возможность обладания разработчи-

ка-производителя эксклюзивными маркетинговыми 
правами на орфанный препарат и возможность для 
него необоснованно завышать стоимость редких 
препаратов. 

Развитие регуляторных процедур ЕАЭС имеет 
принципиальное значение для интересов националь-
ных фармацевтических предприятий в области разра-
ботки и регистрации орфанных препаратов. С одной 
стороны, это возможность ускорения темпа вывода 
на рынок редких лекарств. Однако, с другой сторо-
ны, надо отметить, что руководствуясь приоритетом 
здоровья пациентов, разработчик-производитель не-
сет определенные риски. Поэтому по мере развития 
требований по разработке орфанных ЛП необходи- 
мо сближать интересы фармацевтических организа-
ций и потребности пациентов, страдающих орфан-
ными заболеваниями. Это важно и с точки зрения 
решения важнейших медицинских задач государст- 
ва – повышения качества жизни пациентов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Дефицит ЛП для лечения орфанных заболеваний  

в сочетании с недоступностью существующих мето-
дов значительно ухудшают жизнь пациентов с орфан-
ными болезнями. Инновационная терапия позволяет 
людям с редкими заболеваниями вести полноцен-
ную, активную жизнь. Поэтому важно продолжать ис-
следования редких заболеваний, вести разработку 
новых ЛП и повышать их ассортиментную и ценовую 
доступность для пациентов, ставя во главу угла жизнь 
и здоровье пациента.

Евразийская экономическая комиссия принимает  
меры, цель которых – оперативное реагирование 
на угрозу жизни и здоровью пациентов с орфанны-
ми заболеваниями. Принимаемые решения помогают  
стабилизировать ситуацию с лекарствами на фарма-
цевтическом рынке и имеют важное значение для 
населения стран Союза. Кроме того, регулирующие  
органы продолжают работать над новыми мерами к 
ускорению выхода в обращение препаратов для па- 
циентов с орфанными заболеваниями. 

Ускорение выведения на отечественный рынок 
новых препаратов для применения в тех областях, 
где существует неудовлетворенная лекарственная  
потребность, станет положительным вектором разви-
тия отечественного законодательства в сфере регу-
лирования обращения ЛП. 
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Резюме
Введение. В практику разработки лекарственных препаратов все полнее внедряются методы компьютерной химии, в частности 
нековалентный молекулярный докинг. Ранее для данного сравнительно молодого инструмента научных исследований не применяли 
подход управления рисками потенциальных ошибок.
Цель. Создание системы оценки риска ошибки для нековалентного молекулярного докинга.
Материалы и методы. Разработка системы по оценке риска ошибки базировалась на ведущих мировых практиках по нековалентному 
молекулярному докингу.
Результаты и обсуждения. В результате дедуктивного анализа процесса молекулярного докинга установили области возникновения 
ошибок и предложили риск-ориентированный алгоритм, который апробировали на выборке статей, полученной в ходе систематического 
обзора. Выявлена тенденция к частому ограниченному предоставлению информации по методологии расчетного эксперимента, а также 
по применению практик доказанно ведущих к нерелевантным результатам молекулярного докинга.
Заключение. Полученные данные нельзя экстраполировать на все исследования, ссылающиеся на результаты молекулярного 
моделирования, однако посредством предложенного риск-ориентированного алгоритма внимание исследователей фокусируется на 
оценке качества подобных публикаций. Авторы надеются, что разработанный инструмент по оценке риска ошибки в нековалентном 
молекулярном докинге будет доработан и в итоге внедрен в практику, благодаря чему удастся снизить долю некачественных работ в 
области разработки лекарственных препаратов на самых ранних этапах.

Ключевые слова: молекулярный докинг, разработка лекарственных средств, молекулярное моделирование, виртуальный скрининг, 
управление рисками
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Abstract
Introduction. Computational chemistry methods and, particularly, the noncovalent molecular docking are increasingly implemented into the 
practice of drug development. Previously, a risk management of potential biases did not applied for this relatively young research instrument. 
Aim. The study objective was to design the risk assessment system for noncovalent molecular docking.
Materials and methods. The development of bias risk assessment system was based on the world's leading practices in noncovalent molecular 
docking.
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Results and discussions. As a result of the deductive analysis of the molecular docking process, bias domains were identified and  
a risk-based algorithm was proposed, which was tested on a sample of articles obtained during a systematic review. A tendency to frequent 
limited provision of information on the methodology of the computational experiment, as well as on the application of practices proven to lead 
to irrelevant results of molecular docking, has been revealed.
Conclusion. The data obtained cannot be extrapolated to all studies that refer to the results of molecular modeling. However, through 
the proposed risk-based algorithm, the attention of researchers is focused on assessing the quality of such publications. We hope that the 
developed tool for bias risk assessment in noncovalent molecular docking will be finalized and eventually put into practice. It will possibly 
reduce the share of low-quality work in the field of drug development at the earliest stages.

Keywords: molecular docking, drug development, molecular modeling, virtual screening, risk assessment
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время при разработке лекарствен-

ных средств исследователи все чаще прибегают к 
использованию методов компьютерной химии, в 
частности докинга. Так, например, число статей по  
молекулярному докингу флавоноидов с 2016 по 
2020  годы увеличилось в 2,4 раза. Это, очевидно,  
связано с распространением интеллектуальных тех-
нологий и повышением цифровой грамотности уче-
ных. Для молекулярного моделирования, как «моло- 
дого» инструмента научных исследований, до сих  
пор не разработаны общепризнанные принципы, впи-
сывающиеся в концепцию доказательной медицины.

Цель данной работы заключается в разработке 
методологического подхода к оценке риска ошибки   
в исследованиях методом нековалентного молеку-
лярного докинга.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Рекомендации формировали в ходе дедуктивно-

го анализа процесса нековалентного молекулярно-
го докинга с последующим поиском лучших научных 
практик, применяемых в вариативных случаях ди-
зайна вычислительного эксперимента. 

Разработанные рекомендации апробировали в  
ходе контент-анализа статей, вошедших в итого-
вую выборку систематического обзора, который был  
опубликован в 2021 году [1].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для систематизации областей возникновения 

ошибок, способных оказать влияние на результаты 
молекулярного докинга, была предложена следующая 
классификация в соответствии с этапами осуществле-
ния расчетного эксперимента: 
 • отбор лигандов; 
 • оптимизация структуры лигандов; 
 • выбор белковой мишени; 
 • подготовка белковой мишени; 
 • докинг; 
 • оценка результатов.

На первом этапе при работе со структурами мо-
лекул потенциальных кандидатов в лекарственные 
препараты следует заранее исключить из выборки  
соединения, характеризующиеся большим размером, 
низким профилем безопасности и ограниченной 
биологической доступностью, – это позволит сущест- 
венно оптимизировать дальнейшие расчеты [2]. Иони-
зация является важным параметром для структуры  
лиганда, поэтому ее следует контролировать, прини-
мая в расчет константу кислотности (рКа) низкомо-
лекулярного соединения и рН среды, в которой ло-
кализована белковая мишень [3]. В случае жесткого 
докинга другим важным этапом минимизации явля-
ется генерация всех возможных конформеров, об-
ладающих оптимальными длинами связей и углами  
между атомами для локализации молекулярной сис- 
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темы в области минимумов потенциальной энергии. 
Данный этап особенно важен при подготовке лиган-
дов, поскольку энергия связывания конформеров с 
биологической мишенью может существенно разли-
чаться, что в итоге приведет к ошибке при интерпре-
тации результатов расчетного эксперимента [4].

При выборе модели белковой молекулы наибо-
лее объективным параметром является ее разре-
шение. Если данное значение превышает 2,5 Å, то 
положение в пространстве атомов мишени нельзя 
однозначно определить, что повышает риск ошибки 
в ходе молекулярного докинга [5]. Кроме того, сле-
дует уделять большое внимание методу для уста-
новления структуры белка. Только в ходе спект- 
роскопии ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 
можно выявить пространственное строение макро- 
молекулы в условиях, близких к физиологиче-
ским  [6]. Вместе с тем обнаружено, что протони-
рование аминокислотных остатков пептида в сово-
купности с добавлением утерянных мономеров и 
боковых цепей позволяет нивелировать риск ошиб-
ки при работе со структурами, полученными в хо-
де рентгеноструктурного анализа (РСА) и крио- 
электронной микроскопии (криоЭМ) [7]. Также для 
белковых макромолекул следует добавлять необхо-
димые ионы металлов, молекулы воды, аминокис-
лоты или их боковые радикалы, утерянные в ходе 
вычислительного эксперимента. Важно контроли-
ровать ионизацию остатков аминокислот, содержа-
щих основные центры в боковых радикалах, таких 
как аргинин, лизин, гистидин, аспарагин и глутамин. 
Эти процедуры сделают модель более корректной  
с биохимической точки зрения [8–9].

Критически важным этапом молекулярного до-
кинга является выбор программного обеспечения. 
Инструменты, представленные в данной области, 
различаются по алгоритмам, лежащим в основе осу-
ществляемых расчетов, и по способу количественной 
оценки результатов вычислительного эксперимен-
та. Алгоритм Монте-Карло и эмпирические методы 
оценки зарекомендовали себя как надежные подхо-
ды в компьютерной химии, что подтверждается дан-
ными in vitro [5].

Наконец, необходимо убедиться, что метод моле-
кулярного моделирования работает корректно для 
выбранной системы, поэтому целесообразно прове-
дение ре-докинга с референсным лигандом, положе-
ние которого в активном центре биологической ми-
шени было установлено ранее [10]. Другим важным 
элементом контроля эксперимента in silico являет-
ся проведение визуального осмотра его результатов 
с целью выявления структурных артефактов, сфор-
мировавшихся в ходе компьютерных расчетов  [11]. 
Тем не менее однозначно подтвердить результаты  
молекулярного докинга могут лишь количественные 
данные по константам связывания, полученные in 
vitro [12].

Представленные рекомендации с учетом управ-
ления рисками были систематизированы и положе-
ны в основу алгоритма для проведения вычисли-
тельного эксперимента по молекулярному докингу 
(рисунок 1).

Для апробации разработанного инструмента  
использовали выборку статей из систематического  
обзора по молекулярному докингу флавоноидов, по  
которой проводили мета-анализ значений скоринг- 
функций [1]. В результате было сформировано резю- 
ме по оценке риска ошибки (рисунок 2).

Выбранные источники характеризуются ограни-
ченной информацией по процедурам, проводимым 
исследователями при подготовке белковой мише-
ни и оценке результатов молекулярного докинга. 
Причина этого, возможно, в недостаточно скрупу-
лезном описании раздела «Материалы и методы». 
Более того, в некоторых публикациях приведены 
методики, которые напрямую ассоциированы с оцен-
кой риска ошибки в результатах компьютерного мо-
делирования, что может быть связано с отсутствием 
подходящих белковых мишеней в базах данных и 
наличием свободного программного обеспечения. 
Исходя из данных контент-анализа, можно предпо-
ложить, что в анализируемой выборке статей при-
сутствует ряд ограничений, снижающих уровень их 
доказательности.

Разумеется, полученные данные нельзя экстрапо-
лировать на все исследования, ссылающиеся на ре-
зультаты нековалентного молекулярного докинга. Тем 
не менее следует уделять больше внимания качест- 
ву подобных публикаций.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наблюдается рост числа статей, посвященных 

разработке лекарственных препаратов, в которых 
применяются инструменты компьютерного модели- 
рования. Подобная тенденция повышает риски не- 
добросовестного использования методов нековалент-
ного молекулярного докинга и спекуляций, не соот-
ветствующих принципам доказательной медицины.

Предложенный алгоритм можно использовать в 
качестве образца при оценке уровня доказательно-
сти публикаций. Также он призван упростить про-
цесс планирования эксперимента по нековалентно- 
му молекулярному докингу. Согласно нашим данным, 
это начальные попытки систематизации оценки риска 
ошибки в исследованиях in silico, поэтому их вери-
фикация остается дискуссионной и требует дальней-
шего обсуждения в профессиональном сообществе. 
Авторы надеются, что в перспективе разработан-
ный инструмент будет модифицирован и внедрен в 
практику, благодаря чему удастся снизить долю нека- 
чественных работ в области разработки лекарствен-
ных препаратов на самых ранних этапах.
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Рисунок 1. Блок-схема риск-ориентированного алгоритма для проведения нековалентного молекулярного докинга

Figure 1. The flowchart of a risk-oriented algorithm for noncovalent molecular docking

Рисунок 2. Резюме по оценке риска ошибки в мета-анализе, представленном в систематическом обзоре [1]: 

«+» – низкая оценка риска ошибки; «−» – высокая оценка риска ошибки; «?» – недостаток данных для оценки риска ошибки

Figure 2. Summary of the bias risks in the systematic review [1]: 

"+" is a low risk of bias; "–" is a high risk of bias; "?" is unclear risk of bias
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Фармакотерапия онкозаболеваний:  
поиск новых препаратов и подходов
 Контактное лицо: Белова Мария Владимировна. E-mail: maniabel@gmail.com

Резюме
Введение. Настоящая публикация представляет собой материалы традиционной научной конференции студентов старших курсов 
Института фармации Сеченовского университета и факультета фундаментальной медицины МГУ им. М. В. Ломоносова под общим девизом 
«Drug. Лекарство или… сложности перевода», которая состоялась 27 мая 2022 года. Каждый год темой такой конференции становятся 
самые актуальные медико-социальные проблемы, связанные с эффективностью и безопасностью лекарств. Данная конференция была 
приурочена к проходившему в это время Х Юбилейному международному междисциплинарному конгрессу по заболеваниям органов 
головы и шеи, и посвящена проблеме фармакотерапии онкологических заболеваний.
В России, как и в мире, онкологические заболевания широко распространены и занимают второе место среди причин смертности. Так, 
согласно статистическим данным, каждый 40-й человек в России имеет онкологическое заболевание. 
Тысячи исследователей во всем мире стремятся понять этиологию рака, повысить эффективность диагностики и лечения заболевания, 
обеспечивая медленный, но неуклонный прогресс в решении этих проблем. 
Ранняя диагностика и своевременное целенаправленное лечение являются залогом успешной терапии и благоприятного исхода. 
В прозвучавших докладах были рассмотрены основные направления создания противоопухолевых лекарственных препаратов, 
обеспечивающих большую эффективность и безопасность лечения, современные подходы к ранней диагностике рака с помощью  
микроРНК как маркеров опухоли. Большой интерес вызвало сообщение о возможности предсказания токсичности препаратов еще до 
стадии химического синтеза на основании компьютерного драг-дизайна. Также было уделено внимание проблемам паллиативного 
лечения и реабилитации онкологических пациентов, психологическим, этическим и юридическим аспектам этого. Обсуждение и 
медицинская оценка этих вопросов безусловно вызовет интерес достаточно широкой аудитории. Далее приведены лишь три сообщения 
из прозвучавших, дающие представление о «классических» методах, новом направлении в лечении, и технологической реализации 
таргетной терапии опухоли. 

Ключевые слова: онкология, фармакотерапия, таргетная терапия опухолей, диагностика, микроРНК, токсичность

Pharmacotherapy of Oncological Diseases:  
Search for New Drugs and Approaches
 Corresponding author: Maria V. Belova. E-mail: maniabel@gmail.com

Abstract
Introduction. This publication represents the materials of the traditional scientific conference of senior students of the Institute of Pharmacy of 
the Sechenov University and the Faculty of Fundamental Medicine of the Lomonosov Moscow State University under the general motto "Drug. 
Medicine or... Difficulties in translation", which took place on May 27, 2022. Every year the topic of such a conference is the most pressing medical 
and social problems related to the effectiveness and safety of medicines. This conference was timed to coincide with the 10th anniversary 
international congress on diseases of the head and neck organs, which was taking place at that time, and was devoted to the problem of 
pharmacotherapy of oncological diseases.
In Russia, as well as in the world, oncological diseases are widespread and occupy the second place among the causes of death. So, according to 
statistics, every 40th person in Russia has an oncological disease.
Thousands of researchers around the world are striving to understand the etiology of cancer, improve the efficiency of diagnosis and treatment 
of the disease, ensuring slow but steady progress in solving these problems.
Early diagnosis and timely targeted treatment are the key to successful therapy and a favorable outcome.
The presentations discussed the main directions in the development of anticancer drugs that provide greater efficacy and safety of treatment, 
modern approaches to early cancer diagnosis using microRNA as tumor markers. Of great interest was the report on the possibility of predicting 
the toxicity of drugs even before the stage of chemical synthesis on the basis of computer-aided drug design. Also, attention was paid to 
the problems of palliative care and rehabilitation of cancer patients, psychological, ethical and legal aspects of this. Discussion and medical 
assessment of these issues will certainly arouse the interest of a fairly wide audience. The following are only three reports from those that have 
sounded, giving an idea of the "classical" methods, a new direction in treatment, and the technological implementation of targeted tumor 
therapy.

Keywords: oncology, pharmacotherapy, targeted tumor therapy, diagnostics, miRNA, toxicity
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ХИМИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЕ ПРЕПАРАТЫ –  
КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
ОСНОВНЫХ КЛАССОВ

К. А. Балацкая, В. А. Затулина, М. В. Белова
ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский университет), 
119991, Россия, г. Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2

CHEMOTHERAPEUTIC DRUGS –  
A BRIEF DESCRIPTION  
OF THE MAIN CLASSES

Xenia A. Balatskaya, Vera A. Zatulina,  
Maria V. Belova 
I. M. Sechenov First MSMU of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov 
University), 8/2, Trubetskaya str., Mosсow, 119991, Russia

Противоопухолевая химиотерапия – метод ле- 
чения больных со злокачественными новообразо- 
ваниями с использованием препаратов, которые 
способны тормозить пролиферацию опухолевых 
клеток (цитостатическое действие) или приводить 
к их полной гибели и апоптозу (цитотоксическое 
действие).

При помощи химиотерапии можно уменьшить 
размер опухоли перед операцией, уничтожить рако-
вые клетки, которые могли остаться после хирурги-
ческого вмешательства, свести к минимуму развитие  
метастазов, а также улучшить результаты других ви-
дов лечения.

К принципам химиотерапии относят выбор ак-
тивных при данной опухоли препаратов, назначение 
адекватных доз, их коррекция и соблюдение режи-
мов введения с учетом индивидуальной клинической 
ситуации. Терапия обычно проводится циклами или 
курсами длительностью от 3 до 6 месяцев в зависи- 
мости от стадии опухолевого процесса.

Классификация противоопухолевых веществ ос-
нована на принципах действия и химическом строе-
нии. Выделяют: 
 • Алкилирующие агенты.
 • Антиметаболиты.
 • Противоопухолевые антибиотики.
 • Препараты растительного и животного происхож- 

дения.
Алкилирующие агенты довольно разнородны по 

химическому строению, но все обладают высокой об-
щей токсичностью. Механизм их действия основан на 
алкилировании гуаниновых оснований (за счет обра-
зования ковалентных связей) обеих цепочек двуспи-
ральной молекулы ДНК, что приводит к изменению 
пространственного строения молекулы и блокиров-
ке процессов транскрипции и репликации. В резуль-
тате злокачественные клетки разрушаются и их вос-
произведение прекращается. Наиболее известными 
препаратами этой группы являются хлорэтилами-
ны (хлорметин, «Мелфалан» и т. д.); производные нит- 

розомочевины («Кармустин», «Ломустин» и т. д.); эти-
ленимины (тиофосфамид, гексафосфамид, бензотэф); 
эфиры дисульфоновых кислот (бусульфан, треосуль-
фан); комплексные соединения платины («Циспла-
тин», «Карбоплатин»); триазины (дакарбазин, про-
карбазин). Большинство этих препаратов сильно 
угнетают ростки кроветворения в костном мозге, а  
также подавляют клеточный и гуморальный иммуни-
тет. Разрушение быстро делящихся клеток приводит  
к нарушению целостности слизистых: кишечника, 
ЖКТ, ротовой полости [1, 2].

Антиметаболиты – аналоги веществ, обеспе-
чивающих нормальные биохимические процессы в 
клетке. По химическому строению подобны витами-
нам, пуриновым и пиримидиновым основаниям. Ме-
ханизм их действия обусловлен вступлением в кон-
курентные отношения с нормальными метаболитами 
и блокированием обменных процессов в клетках, что 
приводит к нарушению передачи генетической ин-
формации и пролиферации клеток [2, 3]. К препара-
там этой группы относятся антифолаты – «Метотрек-
сат» (наиболее часто используют при опухолях шеи и 
головы, также при хорионэпителиоме и раке молоч-
ной железы); ингибиторы тимидилат-синтетазы – «Рал-
титрексид»; фторпиримидины – 5-фторурацил, тега-
фур, фторфуран (применяются при неоперабельных 
формах рака желудка и кишечника); антагонисты пу- 
ринов – «Меркаптопурин»; ингибиторы рибонуклео-
зиддифосфатредуктазы – гидроксикарбамид. Препа- 
раты рассматриваемой группы лишь отчасти избира-
тельны в отношении опухолевых клеток, так как пора-
жают еще и быстро пролиферирующие нормальные 
клетки, в результате чего происходит угнетение кро-
ветворения, повреждение слизистых оболочек ЖКТ. 
Обладают нейро-, нефро- и гепатотоксичностью, вы-
зывают алопецию [1]. 

Противоопухолевые антибиотики оказывают ком-
бинированное иммунодепрессивное и антибакте-
риальное действие, но не применяются в качестве 
антимикробных средств [1]. Механизм их действия  
заключается в ингибировании синтеза нуклеиновых 
кислот путем нарушения вторичной спирализации 
ДНК и в связывании с липидами клеточных мембран, 
изменяя транспорт ионов [3]. К противоопухолевым 
антибиотикам относятся антрациклины («Рубомицин», 
карминомицин, доксимицин, идарубицин, валруби-
цин, даунорубицин), которые наиболее эффективны;  
флеомицины (блеомицин, блеомицитин, пепломи-
цин); прозводные ауреловой кислоты («Оливомицин», 
пликамицин); прочие антибиотики (брунеомицин, 
митомицин), действующие аналогично алкилирую- 
щим агентам; актиномицины (дактиномицин). Про- 
тивоопухолевым антибиотикам свойственны высокая 
антимитотическая активность и низкая избиратель-
ность действия, в результате чего все подобные пре-
параты обладают потенциально необратимой куму- 
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лятивной дозозависимой кардиотоксичностью1  [2 3]. 
Для уменьшения дозы и снижения частоты и выра-
женности токсических эффектов их применяют в ком-
бинации с другими противоопухолевыми средствами.

Противоопухолевый эффект препаратов расти-
тельного происхождения основан на способности 
алкалоидов растений блокировать митоз клеток в 
стадии метафазы, оказывая, таким образом, антими-
тотическое действие [3]. Препараты данной группы 
делят на: 
1. Микротрубочковые ингибиторы, такие как вин-

каалкалоиды, содержащиеся в растении барви-
нок розовый (винбластин, винкристин, эрибулин); 
таксаны, синтезируемые из европейского тисса  
(паклитаксен, иксабепилон). Механизм их дейст- 
вия заключается в денатурации белка тубулина с 
последующей его деполяризацией, приводящей к 
распаду митотического веретена, отсутствию ана-
фазы и гибели клеток. А механизм таксанов – это 
стимуляция полимеризации клеточного тубули-
на и сдвиг равновесия в сторону образования де-
фектных трубочек [2].

2. Ингибиторы топоизомераз ДНК I, II. К первой 
группе относят топотекан и иринотекан, а ко вто-
рой  – этопозид и тенипозид. Они препятст- 
вуют респирализации и репликации ДНК, тор-
мозят вступление клеток в митоз, в результате  
чего происходит их гибель [3].
Антимитотическое действие средств раститель-

ного происхождения делает их крайне токсичными 
для всех видов клеток организма. Особенно ярко вы-
ражен нейротоксический эффект: наблюдаются нару-
шения нервно-мышечной передачи, неврологические 
осложнения, в том числе парестезия, двигательные 
расстройства, выпадение сухожильных рефлексов  
и др. [1].

Говоря о препаратах растительного происхож-
дения, стоит также обратить внимание на препара-
ты конопли. Синтез аналогов классических канна-
биноидов начался в 60-е годы ХХ века, впервые они  
были воссозданы американской компанией Pfizer.  
Каннабиноиды, выделяемые из растения Cannabis 
sativa, могут являться потенциальными противоопу-
холевыми препаратами. В ряде исследований было 
выявлено, что данные вещества обладают антипро- 
лиферативным и проапоптотическим эффектами, из-
вестно, что они препятствуют неоваскуляризации  
опухоли, миграции раковых клеток, адгезии, инвазии 
и метастазированию  [4]. Однако клиническое исполь- 
зование Δ9-тетрагидроканнабинола и подобных ему 
веществ ограничено ввиду их воздействия на пси-
хику человека. Психоактивные эффекты опосредова-
ны непосредственной стимуляцией CB1-рецепторов, 

1 Основные аспекты фармакотерапии злокачествен-
ных новообразований. Доступно по: https://www.rlsnet.ru/
library/articles/onkologiya/osnovnye-aspekty-farmakoterapii-
zlokachestvennyx-novoobrazovanij-66. Ссылка активна на 
31.03.2023.

находящихся в ЦНС. Избежав влияния на рецепто- 
ры, находящихся в головном мозге, можно добиться  
эффектов, описанных ранее. Поэтому в последнее  
время возрастает интерес к веществам сходных с  
каннабидиолом, который влияет преимущественно  
на CB2-рецепторы, расположенные в селезенке, под-
желудочной железе и иммунокомпетентных клетках.

Все эффекты каннабиноидов опосредованы через  
эндоканнабиноидную систему – универсальную сиг- 
нальную систему, выполняющую в организме важ-
ные функции: от регуляции баланса энергии, мета-
болизма углеводов и липидов до участия в реализа- 
ции иммунного ответа. При стимуляции CB-рецепто-
ров происходит активация связанных с ними G-бел-
ков, в результате чего происходят изменения в кле-
точных функциях. 

Дронабинол» и «Набилон» (аналоги Δ9-тетрагид- 
роканнабинола) на сегодняшний день применяются  
как противорвотные для купирования отрицатель-
ных проявлений химиотерапии, помогая повысить  
качество жизни онкобольных [4]. Наиболее перспек-
тивным считается разработка препаратов, влияющих 
на CB2-рецепторы, ведь в большей степени при борь- 
бе с онкозаболеваниями важно воздействие на им-
мунную систему человека.

Несмотря на достаточно высокую эффективность, 
препараты, используемые в химиотерапии, чрезвы-
чайно токсичны для здоровых клеток организма вви-
ду неизбирательности их действия. Именно поэтому 
необходимо создавать препараты таргетной терапии, 
которые, в отличие от химиотерапевтических ле-
карственных средств, действуют непосредственно 
на клетки опухоли, не вызывая общей интоксикации 
организма.
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IMMUNE THERAPY IS NEW DIRECTION  
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University), 8/2, Trubetskaya str., Mosсow, 119991, Russia

Иммунная терапия – подход к лечению онколо-
гических заболеваний с точки зрения иммунных ре-
акций организма на появление в организме опухоле-
вых клеток [1]. 

Инициирующим шагом является «иммуногенная» 
(т. е. не вследствие апоптоза) смерть опухолевых кле-
ток, приводящая к повышению экспрессии и появле-
нию на их поверхности таких маркеров, как кальре-
тикулин, одновременно с выделением из гибнущих 
клеток АТФ и ядерного негистонового высокомо-
бильного группового белка-1 (HMGB1). Выделение  
перечисленных иммуногенных факторов во время  
гибели опухолевых клеток приводит к развитию 
местной воспалительной реакции. После этого денд- 
ритные клетки мигрируют в дренирующий лимфа-
тический узел, где происходит процессинг фагоцити-
рованных опухолевых антигенов и их презентация 
дозревшими дендритными клетками для наивных 
Т-лимфоцитов [2]. За счет одновременного взаимо- 
действия главного комплекса гистосовместимости 
(MHC) в комплексе с презентируемым антигеном и  
T-клеточного рецептора (TCR) (сигнал  1), а также 
ко-стимуляции CD28-рецепторов на поверхности 
T-клеток (сигнал  2) происходит активация T-эффек-
торных клеток [3].

Следующим этапом должны произойти миграция  
и инфильтрация активированного эффекторного 
Т-лимфоцита в опухоль, где будет реализована кил-
лерная функция опухоль-специфичной иммуноком-
петентной клетки. Попавшие в опухолевое микро-
окружение активированные Т-эффекторные клетки 
способны к цитолизу злокачественных клеток, кото- 
рые презентируют на своей поверхности антигены  
в комплексе с MHC I класса [1, 4].

Очевидно, что, как и любая сложная схема вза- 
имодействий, противоопухолевый иммунный цикл 
регулируется практически на всех этапах по принци-
пу динамического равновесия, чтобы избежать избы-
точной активации цикла и появления аутореактив- 
ных клонов Т-клеток. К сожалению, те же механизмы, 
которые используются для «сдерживания» этих про- 
цессов, могут быть использованы и опухолевыми  
клетками для избегания иммунного ответа, направ-

ленного на них. Целью же современной иммуноте-
рапии является восстановление нормального функ- 
ционирования противоопухолевого иммунного цик-
ла. С этой целью разработано множество методов, 
воздействующих на те или иные его этапы. Мы рас- 
смотрим только несколько: ингибиторы контроль- 
ных точек иммунного ответа, моноклональные анти-
тела к различным мишеням, адаптивная клеточная 
терапия.

Ингибиторы контрольных точек иммунного отве- 
та или просто чекпойнт-ингибиторы – одна из наибо-
лее актуальных групп онко-иммунологических пре-
паратов. В рамках иммунного ответа чекпойнты отве-
чают за уменьшение иммунного ответа и сокращение 
числа активированных Т-лимфоцитов и их киллер-
ной способности, например для предотвращения из-
быточной стимуляции иммунитета и аутоиммун-
ных реакций. Управлением по санитарному надзору  
за качеством пищевых продуктов и медикаментов 
США (FDA) уже зарегистрировано несколько препа- 
ратов из данной группы, относящихся к двум раз-
ным подгруппам с разными точками действия: цито-
токсический Т-лимфоцит-ассоциированный белок 4  
(CTLA-4) и рецептор запрограммированной клеточ-
ной смерти 1 и его лиганд (PD-1 и PD-L1).

Антитела – антагонисты к CTLA-4. Ипилимумаб 
(Yervoy®, Bristol-Myers Squibb Company, США), заре- 
гистрированный в 2011 г., стал первым одобренным  
к применению препаратом из этой группы. Являю-
щийся моноклональным антителом, препарат связы-
вается с CTLA-4 на поверхности незрелых Т-лимфо- 
цитов. В норме CTLA-4 связывает комплексы B7-1 и  
B7-2 на поверхности дендритных клеток, не позволяя  
реализоваться «второму» активирующему сигналу 
от CD28 и подавляя каскад реакций от TCR при пре-
зентации антигена Т-лимфоциту. Кроме того, CTLA-4  
экспрессируется и в T-регуляторных клетках, которые 
с его помощью уменьшают способность дендритных 
клеток к эффективной презентации антигена. Таким 
образом, блокада активности CTLA-4 на клетках им-
мунной системы снижает влияние отрицательной ре-
гуляции и позволяет в большей степени реализовать-
ся уже существующему иммунному ответу на опухоль.

Антитела – антагонисты к PD-1. Следующим эта-
пом развития иммунотерапии рака стала регистра-
ция в 2014 г. моноклональных антител, блокирующих  
PD-1, – ниволумаба (Opdivo®, Bristol-Myers Squibb Com-
pany, США) и пембролизумаба (Keytruda®, ООО «МСД 
Фармасьютикалс», Россия); и в 2016–2017  гг. – блоки- 
рующих PD-L1 – атезолизумаба (Tecentriq®, F.  Hoff-
mann-La Roche, Ltd, Швейцария), авелумаба (Bavencio®, 
ООО «Мерк», Россия), дурвалумаба (Imfinzi®, AstraZene-
ca AB, Швеция). PD-1 – рецептор, расположенный на 
поверхности активированных Т-лимфоцитов и пре- 
дотвращающий активацию сигнального каскада 
PI3-киназы. В итоге это приводит к уменьшению про-
лиферации, цитотоксичности и высвобождения ци- 
токнов из активированных Т-лимфоцитов.
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Наряду с CTLA-4 и PD-1 многие из белков-регу-
ляторов противоопухолевого иммунного цикла изу-
чаются в качестве потенциальных точек воздействия 
при лечении онкологических заболеваний. Для ча-
сти из них уже идут клинические исследования соот- 
ветствующих препаратов.

Ген активации лимфоцитов 3 (LAG3) экспресси-
руется во многих иммунокомпетентных клетках, в  
том числе и в активированных Т-лимфоцитах и Т-ре-
гуляторных клетках. При взаимодействии TCR и комп- 
лекса «MHC II + антитело» антигенпрезентирующей 
клетки LAG3 блокирует взаимодействие CD4 с MHC 
класса II, что приводит к подавлению активирующего 
сигнала лимфоциту.

Логично предположить, что наряду с многочис-
ленными ингибиторами противоопухолевого иммун-
ного цикла существуют и его активаторы – агонисты.

Антитела – агонисты к 4-1BB. Одна из наиболее  
изученных молекул данного семейства – 4-1BB 
(CD137, tumor necrosis factor receptor superfamily, 
member 9), экспрессируемая на поверхности Т-лим-
фоцитов, NK-клеток и моноцитов. Стимуляция Т-кле-
ток с помощью специфичного лиганда, 4-1BBL, син-
тезируемого антигенпрезентирующими клетками, 
через каскад реакций и регуляторов приводит к 
уменьшению частоты апоптоза лимфоцитов. Докли-
нические исследования показали противоопухоле-
вый эффект антител – агонистов 4-1BB как в условиях 
монотерапии, так и в комбинации с различными ви- 
дами иммунотерапии [5].

Адаптивная клеточная терапия построена на 
идее применения активированных различными спо-
собами иммунных клеток. Основные методики полу-
чения компетентных противоопухолевых клеток в 
настоящее время – это отбор и размножение ex vivo 
лимфоцитов, инфильтрировавших опухоль (TIL), и до-
полнительная модификация лимфоцитов с помощью 
генных технологий привнесения субъединиц TCR или 
химерного антигенного рецептора (CAR) в T-клетки  
(CAR-T). Вероятно, самой перспективной на данный 
момент является именно последняя методика. В июле 
2017  г. FDA одобрило применение CAR-T терапии  
для лечения острого лимфобластного лейкоза у па-
циентов с 3 до 25 лет1. 

Иммунотерапия онкологических заболеваний за 
последнее десятилетие доказала свою эффективность  
во множестве клинических исследований. К сожале- 
нию, ни одно из этих лекарств, скорее всего, не ста-
нет «серебряной пулей» для всего спектра онкологи- 
ческих заболеваний. Для грамотного выбора такти-
ки лечения, способного подарить пациенту дополни- 
тельные годы жизни и уберечь от ненужных трат 

1 Novartis CAR-T cell therapy CTL019 unanimously (10–0) 
recommended for approval by FDA advisory committee to 
treat pediatric, young adult r/r B-cell ALL. Available at: https://
www.novartis.com/news/media-releases/novartis-car-t-cell-
therapy-сtl019-unanimously-10–0-recommended-approval-fda. 
Accessed: 31.03.2023.

времени и средств на заведомо неработающую те-
рапию, требуются способы предсказания их эффек-
тивности, применяемые индивидуально для каждо-
го пациента. Таким образом, ключевой парадигмой 
развития онкоиммунологии должна стать прецизи-
оннная, предсказательная медицина, построенная на 
сочетании новейших методов молекулярно-генети-
ческой диагностики, биоинформатики и клинической 
медицины. По нашему мнению, только такая комби-
нация позволит подбирать оптимальное лечение для 
пациента на основе уникальных свойств его организ- 
ма, злокачественной опухоли и ее микроокружения.

ЛИТЕРАТУРА / REFERENCES
1. Tsarev I. L., Melerzanov A. V. Review of approaches to immu-

notherapy in oncology. Research and practice in medicine. 
2017;4(3):51–65. (In Russ.) DOI: 10.17709/2409-2231-2017-4-3-5.

2. Kakimi K., Karasaki T., Matsushita H., Sugie T. Advances in per- 
sonalized cancer immunotherapy. Breast Cancer. 2017;24(1):16–24.  
DOI: 10.1007/s12282–016–0688–1. 

3. Kroemer G., Galluzzi L., Kepp O., Zitvogel L. Immunogenic Cell 
Death in Cancer Therapy. Annu Rev Immunol. 2013;31:51–72. DOI: 
10.1146/annurev-immunol032712–100008. 

4. Cerundolo V., Hermans I. F., Salio M. Dendritic cells: a jour-
ney from laboratory to clinic. Nat Immunol. 2004;5(1):7–10. DOI:  
10.1038/ni0104–7. 

5. Curran M. A., Kim M., Montalvo W., Al-Shamkhani  A., Allison  J. P. 
Combination CTLA-4 blockade and 4-1BB activation enhances 
tumor rejection by increasing T-cell infiltration, proliferation, 
and cytokine production. PLoS One. 2011;6(4):e19499. DOI:  
10.1371/journal.pone.0019499.

РАЗРАБОТКА МЕТОДОВ КОНТРОЛЯ 
КАЧЕСТВА ЛИПОСОМАЛЬНОЙ 
ЛЕКАРСТВЕННОЙ ФОРМЫ 
ОРИГИНАЛЬНОГО ОТЕЧЕСТВЕННОГО 
ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА 
ЦИФЕТРИЛИН

Е. А. Панкратова1, Г. М. Родионова1,  
З. С. Шпрах2

1 ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И. М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский 
университет), 119991, Россия, г. Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии имени 
Н. Н.  Блохина» Минздрава России (НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина) 115478, Россия, 
г. Москва, Каширское шоссе, д. 24

DEVELOPMENT OF QUALITY CONTROL 
METHODS FOR THE LIPOSOMAL DOSAGE 
FORM OF THE ORIGINAL DOMESTIC DRUG 
СIFETRILIN

Elizaveta A Pankratova1, Galina M. Rodionova1,  
Zoya S. Shprakh2

1 I. M. Sechenov First MSMU of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov 
University), 8/2, Trubetskaya str., Mosсow, 119991, Russia
2 FSBI "National Medical Research Center of Oncology. N. N. Blokhin", 24, Kashirskoe highway, 
Moscow, 115478, Russia

Работа выполнена как дипломная на базе НИИ 
экспериментальной диагностики и терапии опухо-
лей (НИИ ЭДиТО) «НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина» 
Минздрава России.

Материалы конфенренций
Conference Proceedings



217РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 2

Нейроэндокринные опухоли – патология, харак-
теризующаяся нарушениями работы гипофиза и же-
лез внутренней секреции. Заболеваемость данной  
патологией неуклонно растет [1]. Прогноз выживае-
мости зависит от стадии заболевания, на которой был 
обнаружен злокачественный рост. Основу лекарст- 
венной терапии при нейроэндокринных опухолях  
составляют аналоги соматостатина. 

В 2014 году в НИИ ЭДиТО ФГБУ «НМИЦ онколо-
гии им. Н. Н.  Блохина» Минздрава России была синте-
зирована субстанция оригинального лекарственного 
средства цифетрилин [2]. Аналог гипоталамического 
фактора соматостатина замедляет рост клеток опухо-
лей за счет связывания с рецепторами соматостати- 
на SSTRs 1–5. Препараты фармакологической груп-
пы аналогов соматостатина используются в терапии  
нейроэндокринных опухолей различной локализа-
ции, прежде всего, ЖКТ и бронхолегочной системы.

Цифетрилин представляет собой пентапептид,  
метиловый эфир Nα-трет-бутилоксикарбонил-S-тет- 
рагидропиранил-L-цистеинил-L-фенилаланил-D- 
триптофил-Nα-карбобензокси-L-лизил-L-треонина 
(рисунок  1). Карбоксильные функциональные груп-
пы молекулы защищены переведением в метило-
вый эфир по реакции этерификации [2], обеспечивая  
бо́  льшую стабильность соединения.

В связи с тем, что молекула цифетрилина гидро-
фобна, на основе синтезированной субстанции в ла-
боратории разработки лекарственных форм НИИ 
ЭДиТО была создана пероральная лекарственная 
форма «Цифетрилин таблетки 6 мг», которая в на-
стоящее время уже прошла 1 фазу клинических ис-
следований у пациентов с нейроэндокринными 
опухолями [3–5]. 

С целью повышения биодоступности цифетрили-
на, возможности его парентерального введения, что 
приведет к повышению эффективности и снижению 

побочных эффектов терапии, в НИИ ЭДиТО разра-
ботана инъекционная липосомальная лекарственная 
форма цифетрилина [6, 7]. Кроме активного компо-
нента, липосомы включают следующие вспомогатель-
ные вещества (ВВ): сахароза (ООО ТД «ХИММЕД», 
Россия), соевый фосфатидилхолин (СФХ) S РС ≥ 98 % (Li- 
poid GmbH, Германия), холестерин ≥99 % (Sigma-
Aldrich, Япония), полиэтиленгликоль-2000-дистеароил- 
фосфатидилэтаноламин (ПЭГ-2000-ДСФЭ) 18 : 0/18 : 0 
(Lipoid GmbH, Германия).

Цель исследования: разработка методики конт- 
роля качества липосомальной лекарственной формы 
оригинального аналога соматостатина цифетрилина 
и применение ее для оценки однородности дозиро- 
вания, а также стабильности липосомальной лекарст- 
венной формы цифетрилина при хранении.

Материалы и методы 

Разработку методики количественного определе-
ния цифетрилина в липосомальной форме осуществ- 
ляли методом УФ-спектрофотометрии1 на спектро-
фотометре Cary 100 (Varian, Inc., США). Статистиче-
скую обработку результатов исследования проводи-
ли с помощью программы STATISTICA 10 (MS Excel,  
SPSS) (StatSoft Inc., США).

Разработка методики  
количественного определения  
цифетрилина в липосомальной форме

Дизайн разработки методики количественного 
определения активного ингредиента в лекарственной 
форме включал экспериментальное изучение спект- 
ров поглощения активного ингредиента и ВВ, выбор 
концентрации растворов и длины волны, при кото-
рой следует проводить измерение.

УФ-спектр раствора цифетрилина в 95%-м спир-
те имеет несколько максимумов поглощения. Наи-
большее значение удельного показателя поглощения 
регистрируется при длине волны 282 ± 2 нм, то есть 
данный максимум имеет аналитическое значение. На 
рисунке 2 приведен спектр поглощения спиртового 
раствора цифетрилина.

Максимум поглощения в спектре раствора липо-
сомальной лекарственной формы, не содержащей  
активного ингредиента (спектр раствора ненагружен-
ных липосом), наблюдали при длине волны 283  нм  
(рисунок  3), что практически совпадает с максимумом 
цифетрилина. Следовательно, проводить измерение 
оптической плотности следует относительно раство- 
ра ненагруженных липосом, что делает методику 
специфичной в отношении цифетрилина.

1 Государственная фармакопея Российской Феде-
рации. 14-е изд. Доступно по: http://www.femb.ru/femb/
pharmacopea.php. Ссылка активна на 31.03.2023.

Рисунок 1. Цифетрилин

Figure 1. Cyfetriline
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Количественное определение цифетрилина в ли-
посомальной лекарственной форме проводили мето- 
дом спектрофотометрии1. Для снижения системати-
ческих и случайных ошибок в методику введен спо-
соб расчета по стандартному образцу (СО).

В качестве испытуемого раствора использовали 
спиртовой раствор липосомальной лекарственной 
формы цифетрилина, СО – субстанцию цифетрили-
на с установленным количественным содержанием  
действующего вещества, раствора сравнения – спир-
товой раствор ненагруженных липосом.

Методика

Испытуемый раствор. Липосомальную диспер-
сию цифетрилина помещают в мерную колбу вмести-
мостью 100 мл, прибавляют 6 мл воды очищенной, 

1 Государственная фармакопея Российской Феде-
рации. 14-е изд. Доступно по: http://www.femb.ru/femb/
pharmacopea.php. Ссылка активна на 31.03.2023.

встряхивают в течение 2 минут, прибавляют 50  мл 
спирта 95%-го, встряхивают до полного растворения. 
Доводят объем раствора до метки спиртом 95%-м и 
энергично встряхивают в течение 10 минут. Раствор 
используют свежеприготовленным.

Раствор стандартного образца. Около 6 мг (точ-
ная навеска) СО цифетрилина помещают в мерную 
колбу вместимостью 50 мл, прибавляют 2 мл воды  
очищенной и 3 мл спирта 95%-го, взбалтывают в те-
чение 30  мин или обрабатывают ультразвуком и до-
водят объем раствора спиртом 95%-м до метки.  
Раствор используют свежеприготовленным.

Раствор сравнения. Дисперсию ненагруженных 
липосом помещают в мерную колбу вместимостью 
100  мл, прибавляют 6 мл воды очищенной, встряхи-
вают в течение 2 минут, прибавляют 50 мл спирта  
95%-го, встряхивают до полного растворения. До-
водят объем раствора до метки спиртом 95%-м и  
энергично встряхивают в течение 10 минут. Раствор 
используют свежеприготовленным.

Измеряли оптическую плотность испытуемого 
раствора и раствора СО цифетрилина на спектрофо-
тометре в максимуме поглощения при длине волны 
(282 ± 2) нм в кювете с толщиной оптического слоя 
10 мм относительно раствора сравнения. 

На рисунке 4 приведен спектр поглощения раст- 
вора липосомальной лекарственной формы цифетри-
лина, полученный по данной методике.

Содержание цифетрилина (X, мг/мл) вычисляли  
по формуле: 

ср. 0

0

( ) 100
,

50

A A a
X

A

− ⋅ ⋅
=

⋅

где А – оптическая плотность испытуемого раствора; 
А0  – оптическая плотность раствора СО цифетрилина; 
Аср.  – оптическая плотность раствора ненагруженных 
липосом; а0 – навеска СО цифетрилина, мг.

Результаты количественного определения ци-
фетрилина в липосомальной лекарственной форме 
представлены в таблице 1. 

Таблица 1. Результаты количественного определения  
цифетрилина в липосомальной лекарственной форме

Table 1. The results of the quantitative determination  
of cifetriline in a liposomal dosage form

№ образца 
лекарственной 

формы
Dosage form 

sample number

Оптическая 
плотность, А

Optical density, A

Содержание 
цифетрилина, мг/мл
Content of cifetriline, 

mg/ml

1 0,544 6,33

2 0,545 6,34

3 0,547 6,38

4 0,542 6,29

5 0,545 6,34

6 0,549 6,41

Рисунок 2. Спектр поглощения цифетрилина

Figure 2. Absorption spectrum of cifetriline

Рисунок 3. Спектр поглощения липосомальной лекарственной 
формы без добавления активного ингредиента 

Figure 3. Absorption spectrum of a liposomal dosage form without 
active ingredient addition
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Определение однородности дозирования  
цифетрилина в липосомальной  
лекарственной форме  
методом спектрофотометрии

Для получения более стабильной в хранении ЛФ 
липосомальная дисперсия была лиофилизирована.

Для лиофилизированной липосомальной лекарст- 
венной формы цифетрилина проводили определе-
ние однородности дозирования в соответствии с 
ОФС.1.4.2.0008.15 «Однородность дозирования» ме-
тодом спектрофотометрии, способ 1 в условиях ис-
пытания «Количественное определение»1. 

От испытуемой серии препарата отбирали слу-
чайным образом пробу в количестве 30 единиц, из 
них в произвольном порядке отбирали 10 единиц 
для проведения первого этапа испытания. Оставши-
еся 20  единиц лекарственной формы сохраняли для 
проведения второго этапа испытания в случае несо-
ответствия результатов требованиям показателей 
приемлемости.

Измеряли оптическую плотность 10 образцов по-
рознь испытуемого раствора и раствора СО цифет- 
рилина на спектрофотометре в максимуме поглоще-
ния при длине волны (282 ± 2)  нм в кювете с толщи-
ной оптического слоя 10 мм. Параллельно проводи- 
ли определение раствора СО цифетрилина относи-
тельно раствора сравнения (в условиях испытания 
«Количественное определение»). 

Содержание действующего вещества в каждой 
единице испытуемого препарата, выраженное в про-
центах от номинального значения, обозначали как  
величину А: 

1 Государственная фармакопея Российской Феде-
рации. 14-е изд. Доступно по: http://www.femb.ru/femb/
pharmacopea.php. Ссылка активна на 31.03.2023.

A
B
L

= ⋅100,

где B – содержание цифетрилина в единице испыту-
емого препарата, полученное как указано в разде-
ле «Количественное определение»; L – номинальное 
содержание цифетрилина в единице испытуемого 
препарата.

Для каждой из 10 отобранных единиц испытуе-
мого препарата (n = 10) определяли массу по разно-
сти масс заполненной и полностью опорожненной 
упаковки с точностью взвешивания ±0,0002  г. С ис-
пользованием полученных результатов в каждой из 
10  единиц препарата вычисляют содержание дейст- 
вующего вещества в процентах (хi) от номинального 
значения.

Вычисление показателей приемлемости прово-
дили в соответствии с Государственной Фармако- 
пеей Российской Федерации XIV издания2. Для полу-
ченной совокупности значений Xi рассчитали вели-
чины среднего арифметического (Xср.) и стандарт- 
ного отклонения (S). Соответственно, найденной ве-
личине Xср. выбрали эталонное значение дозы (М) и 
рассчитали значения первого (АV) и при необходи-
мости второго (|M – xi|max) показателей приемлемости 
результатов испытания на «однородность дозирова-
ния». В таблице  2 приведены результаты исследова-
ния однородности дозирования и значения показа- 
телей приемлемости.

Результат испытания на однородность дозиро-
вания можно признать удовлетворительным, по-
скольку при n = 10 первый показатель приемлемо-
сти АV ≤ L1 и для величин Xi выполняется условие 
|М – Xi| ≤ 0,01 · L2 · М. 

Изучение стабильности  
лиофилизированной липосомальной  
лекарственной формы цифетрилина  
при хранении

Для изучения сохранности лиофилизированной 
липосомальной лекарственной формы цифетрилина  
проводили ее исследования в процессе хранения в 
сухом, защищенном от света месте при температуре 
–18  °С. Испытание проводили на одной серии образ-
цов в день производства серии через 6 и 12  месяцев 
хранения.

Содержание цифетрилина в лиофилизированной 
липосомальной лекарственной форме непосредст- 
венно после получения составило 6,18 мг во флако-
не. Через 6 месяцев хранения показания не измени-
лись. Через 12 месяцев хранения при количествен- 
ном определении цифетрилина в единице лекарст- 

2 Государственная фармакопея Российской Феде-
рации. 14-е изд. Доступно по: http://www.femb.ru/femb/
pharmacopea.php. Ссылка активна на 31.03.2023.

Рисунок 4. Спектр поглощения липосомальной лекарственной 
формы цифетрилина

Figure 4. Absorption spectrum of a liposomal dosage form of 
cifetriline 
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венной формы отмечено существенное и достовер-
ное возрастание оптической плотности испытуемого 
раствора в максимуме поглощения при аналитиче-
ской длине волны (282 ± 2)  нм. Одновременно на- 
блюдали возрастание оптической плотности раство- 
ра ненагруженных липосом, которые хранились в  
таких же условиях (таблица 3).

Таблица 3. Результаты анализа липосомальной  
лекарственной формы цифетрилина по показателю  
«Количественное определение при хранении»

Table 3. The results of the analysis of the liposomal dosage  
form of cifetriline in terms « Quantitative determination  
during storage»

Серия
Series

Оптическая плотность 
испытуемого  

раствора, А
Optical density of the 

test solution, A

Оптическая 
плотность раствора 

ненагруженных 
липосом, А

Optical density  
of the unloaded 

liposomes solution, A

Срок 
хранения
Shelf life

0
12 месяцев
12 months

0
12 месяцев
12 months

с.030321 0,457 0,596

0,085 0,170с.050421 0,458 0,540

с.060421 0,451 0,544

Полученные данные свидетельствуют о том, что в 
процессе хранения в предложенных условиях проис-
ходят изменения физико-химических свойств лиофи-
лизированной липосомальной лекарственной фор-
ме цифетрилина из-за деструкции ВВ, входящих в ее 
состав.

Следует отметить, что исследования фармацев-
тической субстанции показали, что цифетрилин при  
хранении в сухом защищенном от света месте при 

температуре не выше 8  °С (холодильная камера), то 
есть при значительно более высокой температуре,  
выдерживает хранение практически без изменений  
в течение трех лет [2].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика количественного опреде-

ления цифетрилина в липосомальной лекарственной  
форме – спектрофотометрия в ультрафиолетовой  
области спектра.

Проведено исследование однородности дози-
рования цифетрилина в лабораторных образцах  
лиофилизированного лекарственного средства, по- 
лучены результаты, удовлетворяющие требованиям  
Государственной фармакопеи и нормативной доку- 
ментации.

Проведенное исследование стабильности лиофи-
лизированной липосомальной лекарственной фор-
мы цифетрилина при хранении в течение 6 и 12  ме-
сяцев показало необходимость совершенствования 
состава вспомогательных веществ.
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https://doi.org/10.33380/2305-2066-2023-12-2-222-223

Исправление к статье: «Иммунотропное влияние  
водорастворимых полисахаридов растений рода Saussurea  
на активность NO-синтазы перитонеальных макрофагов мышей»
А. А. Лигачёва, Е. И. Гулина, Ю. В. Шабанова, Е. С. Трофимова, С. В. Кривощеков,  
Н. В. Гуркин, М. Н. Шурупова, Е. Ю. Шерстобоев, М. Г. Данилец, М. В. Белоусов

Разработка и регистрация лекарственных средств. 2022;11(2):59–64. https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-2- 
59-64. Статья опубликована: 25.05.2022.

На странице 59 в исходную версию статьи авторы исправили заголовок статьи.
Вместо: Иммунотропное влияние водорастворимых полисахаридов растений рода Saussurea на активность NO-
синтазы перитонеальных макрофагов мышей
Исправлено на: Влияние способа экстракции водорастворимых полисахаридов растений рода Saussurea на 
активность NO-синтазы перитонеальных макрофагов мышей

На странице 60 в раздел «Для цитирования» был исправлен заголовок статьи.
Вместо: Лигачёва А. А., Гулина Е. И., Шабанова Ю. В., Трофимова Е. С., Кривощеков С. В., Гуркин Н. В., Шурупова М. Н., 
Шерстобоев Е. Ю., Данилец М. Г., Белоусов М. В. Иммунотропное влияние водорастворимых полисахаридов растений  
рода Saussurea на активность NO-синтазы перитонеальных макрофагов мышей. Разработка и регистрация 
лекарственных средств. 2022;11(2):59–64. https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-2-59-64
Исправлено на: Лигачёва А. А., Гулина Е. И., Шабанова Ю. В., Трофимова Е. С., Кривощеков С. В., Гуркин Н. В., 
Шурупова  М. Н.,Шерстобоев Е. Ю., Данилец М. Г., Белоусов М. В. Влияние способа экстракции водорастворимых 
полисахаридов растений рода Saussurea на активность NO-синтазы перитонеальных макрофагов мышей. 
Разработка и регистрация лекарственных средств. 2022;11(2):59–64. https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-2-59-64

Внесение исправление не повлияло на содержание статьи.

Обновлена онлайн-версия статьи на сайте журнала.

Erratum: "Immunomodulatory Effects of Water-soluble Polysaccharides  
from Plants of the Saussurea DC Genus on Murine Peritoneal Macrophages"
Anastasia A. Ligacheva, Ekaterina I. Gulina, Iuliia V. Shabanova, Evgenia S. Trofimova,  
Sergey. V. Krivoshchekov, Nikita. V. Gurkin, Margarita N. Shurupova, Evgenii Yu. Sherstoboev,  
Marina G. Danilets, Mikhail V. Belousov

Drug development & registration. 2022;11(2):59–64. (In Russ.) https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-2-59-64.  
Published: 25.05.2022.

On page 60 of the original version of the article, the authors corrected the title of the article.
Instead: Immunomodulatory Effects of Water-soluble Polysaccharides from Plants of the Saussurea DC Genus on Murine 
Peritoneal Macrophages
Corrected to: Effect of Water-soluble Polysaccharides Plant Extraction of the Saussurea Genus on the Activity of Mice 
Peritoneal Macrophage NO-synthase
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On page 60, the heading of the article has been corrected in the "For citation" section. 
Instead: Ligacheva A. A., Gulina E. I., Shabanova I. V., Trofimova E. S., Krivoshchekov S. V., Gurkin N. V., Shurupova M. N.,  
Sherstoboev E. Yu., Danilets M. G., Belousov M. V. Immunomodulatory effects of water-soluble polysaccharides from  
plants of the Saussurea DC genus on murine peritoneal macrophages. Drug development & registration. 2022;11(2): 59–64. 
(In Russ.) https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-2-59-64
Corrected to: Ligacheva A. A., Gulina E. I., Shabanova I. V., Trofimova E. S., Krivoshchekov S. V., Gurkin N. V., Shurupova M. N., 
Sherstoboev E. Yu., Danilets M. G., Belousov M. V. Effect of water-soluble polysaccharides plant extraction of the Saussurea 
genus on the activity of mice peritoneal macrophage NO-synthase. Drug development & registration. 2022;11(2): 59–64. (In 
Russ.) https://doi.org/10.33380/2305-2066-2022-11-2-59-64

The correction did not affect the content of the article.

The online version of the article on the journal's website has been updated.

Исправления
Erratums



224 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 2

ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ
В своей редакционной политике журнал следует принципам 

целостности публикаций в научных журналах, соответствующим 
положениям авторитетных международных ассоциаций, таких как 
Committee on Publication Ethics (COPE), Council of Science Editors 
(CSE), International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), 
European Medical Writers Association (EMWA) и World Association of 
Medical Editors (WAME), устанавливающих стандарты этичного по-
ведения всех вовлеченных в публикацию сторон (авторов, редак-
торов журнала, рецензентов, издательства и научного общества). 
Журнал с помощью всестороннего, объективного и честного ре-
цензирования стремится отбирать для публикации лишь материа-
лы, касающиеся научных исследований наивысшего качества.

Научно-практический журнал общемедицинского профиля 
«Разработка и регистрация лекарственных средств» является 
регулярным рецензируемым печатным изданием, отражающим ре-
зультаты передовых исследований фармацевтической отрасли.

Журнал публикует оригинальные и обзорные научные статьи 
по темам:
 • поиск и разработка новых лекарственных средств;
 • фармацевтическая технология;
 • методы анализа лекарственных средств;
 • доклинические и клинические исследования;
 • регуляторные вопросы.

Наименование и содержание научных работ, публикуемых в 
журнале «Разработка и регистрация лекарственных средств», 
должно соответствовать науке:
 • 3.3.6. Фармакология, клиническая фармаколо- гия (медицин-

ские науки);
 • 3.4.1. Промышленная фармация и технология получения ле-

карств (фармацевтические науки);
 • 3.4.2. Фармацевтическая химия, фармакогнозия (фармацевти-

ческие науки).
Публикуемые материалы должны соответствовать следующим 

критериям:
 • Научная актуальность и значимость проблемы, которой по-

священа статья (тематика статьи должна представлять инте-
рес для широкого круга исследователей, занимающихся раз-
работкой и регистрацией лекарственных средств). 

 • Высокая степень доказательности (современная исследова-
тельская база, наличие сертификатов на оборудование, доста-
точный объем выборок и подходы к математической обработ-
ке результатов исследования). 

 • Концептуальный характер исследования (авторы не должны 
ограничиваться констатацией фактов, необходим анализ по-
лученного материала с учетом данных литературы, должны 
быть высказаны новые идеи и гипотезы).

УСЛОВИЯ ПУБЛИКАЦИИ В ЖУРНАЛЕ
1. К рассмотрению принимаются материалы только в электрон-

ном виде, направленные в редакцию через систему на сайте в 
формате .doc или .docx (незащищенный формат файлов).

2. Рассматриваются только оригинальные материалы, ранее не 
публиковавшиеся и не нарушающие авторские права других 
лиц. Все статьи проходят проверку в системе «Антиплагиат»; 
уникальность текста статьи должна составлять не менее 75 %. 
При выявлении подобных текстов одного и того же автора в 
других печатных и электронных изданиях, статья снимается с 
публикации.

3. Согласно требованиям Высшей аттестационной комиссии, 
журнал отдает приоритет аспирантским и докторским рабо-
там, срок их публикации зависит от предполагаемой даты за-
щиты, которую авторы должны указать в первичных докумен-
тах, прилагаемых к рукописи.

4. Авторы должны заполнить и подписать Сопроводительное 
письмо, отсканировать и загрузить при подаче рукописи в ре-
дакцию (в формате *.pdf или *.jpg). 

ПОРЯДОК ПУБЛИКАЦИИ РУКОПИСЕЙ
1. Рукопись обязательно проходит первичный отбор на соот-

ветствие оформления статьи согласно требованиям жур-
нала «Разработка и регистрация лекарственных средств». 
В случае несоответствия правилам оформления Редакция 
вправе отказать в публикации или прислать свои замечания 
к статье, которые должны быть исправлены Автором перед 
рецензированием.

2. Все рукописи, прошедшие первичный отбор, направляются 
по профилю научного исследования на экспертизу и  прохо-
дят обязательное конфиденциальное рецензирование. Все ре-
цензенты являются признанными специалистами, имеющими 
публикации по тематике рецензируемой статьи в течение по-
следних 3 лет или в области обработки данных. Рецензирова-
ние проводится конфиденциально как для Автора, так и для 
самих рецензентов. При получении положительных рецензий 
работа считается принятой к рассмотрению редакционной 
коллегией, которая выносит решение, в каком номере журна-
ла будет опубликована статья. 

3. Все утвержденные статьи поступают в работу к редактору и 
корректору.
Окончательный макет статьи согласовывается с автором.
ЕДИНЫЕ ТРЕБОВАНИЯ К РУКОПИСЯМ, ПРЕДСТАВЛЯЕ-

МЫМ В ЖУРНАЛ «Разработка и регистрация лекарственных 
средств»  

Составлены с учетом требований Высшей аттестационной ко-
миссии РФ и «Единых требований к рукописям, представляемым в 
биомедицинские журналы», разработанных Международным ко-
митетом редакторов медицинских журналов.

Оригинальную версию «Единых требований к рукописям, 
представляемым в биомедицинские журналы», разработанных 
Международным комитетом редакторов медицинских журналов, 
можно посмотреть на сайте www.ICMJE.org

Проведение и описание всех клинических исследований 
должно быть в полном соответствии со стандартами CONSORT – 
http://www.consort-statement.org

ОБЩИЕ ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ РУКОПИСЕЙ
Электронный вариант статьи прилагается в формате А4 

Microsof Word (*doc), Поля 2 см, шрифт Тimes New Roman, размер 
шрифта 14 пунктов через 1,5 интервала.

Объем рукописи: обзор – 15–20 страниц; оригинальные ста-
тьи – 10–12 страниц, включая литературу, таблицы и подписи к ри-
сункам. Страницы рукописи следует нумеровать.

Перечень документов, подаваемый на рассмотрение в ре-
дакцию журнала «Разработка и регистрация лекарственных 
средств», должен включать в себя:

1. Сопроводительное письмо.
2. Текст статьи.
1. СОПРОВОДИТЕЛЬНОЕ ПИСЬМО
Авторы должны предоставить заполненное и подписанное 

сопроводительное письмо, приложив к нему указанные в тексте 
письма документы.

2. РУКОПИСЬ
РУССКОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Титульный лист:

1. УДК;
2. название статьи; 
3. фамилии и инициалы авторов; 
4. полные названия учреждений (надстрочными арабскими циф-

рами отмечают соответствие учреждений, в которых работают 
авторы), полный почтовый адрес учреждений; 

5. e-mail и телефон автора, ответственного за контакты с 
редакцией

6. ORCID всех авторов статьи.
Резюме и ключевые слова
Объем резюме должен составлять 250–300 слов.
Резюме оригинальной статьи должно быть структуриро- 

ванным:
Введение (введение работы в сжатой форме).
Цель (цель работы в сжатой форме).
Материалы и методы (методы исследования, если необходи-

мо, то указать их преимущества по сравнению с ранее применяв-
шимися методическими приемами; характеристика материала).

Результаты (основные результаты исследования).
Заключение (основные выводы).
Резюме обзорной статьи также должно быть структури- 

рованным:
Введение (введение работы в сжатой форме).
Текст (описание содержания текста статьи в сжатой форме)
Заключение (основные выводы).
Все аббревиатуры в резюме необходимо раскрывать (несмо-

тря на то, что они будут раскрыты в основном тексте статьи). Текст 
резюме должен быть связанным, с использованием слов «следова-
тельно», «например», «в результате».
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На сайте британского издательства Emerald приведены при-
меры качественных рефератов для различных типов статей (обзо-
ры, научные статьи, концептуальные статьи, практические статьи – 
http://www.emeraldinsight.com/authors/guides/write/abstracts.htm?
part=2&PHPSESSID=hdac5rtkb73ae013ofk4g8nrv1)

Ключевые слова: (5–8) помещают под резюме после обозна-
чения «Ключевые слова». Ключевые слова должны использовать 
термины из текста статьи, определяющие предметную область и 
способствующие индексированию статьи в поисковых системах, и 
не повторять название статьи.

Вклад авторов. Авторы должны написать информацию о их 
вкладе в работу (пример: Авторы X1, X2 и X3 придумали и разрабо-
тали эксперимент, авторы X4 и X5 синтезировали образцы и про-
вели их электрохимическое исследование. X3 и Х4 провели ис-
следования методом спектроскопии комбинационного рассеяния 
и ЯМР. Авторы X1 и X6 участвовали в обработке данных. Автор X7 
проводил теоретические расчеты. Авторы X1, X2 и X7 участвовали 
в написании текста статьи. Все авторы участвовали в обсуждении 
результатов).

АНГЛОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Article title
Англоязычное название должно быть грамотно с точки зрения 

английского языка, при этом по смыслу полностью соответствовать 
русскоязычному названию.

Affiliation
Необходимо указывать официальное англоязычное название 

учреждения и почтовый адрес. Наиболее полный список названий 
учреждений и их официальной англоязычной версии можно найти 
на сайте РУНЭБ: http://elibrary.ru

Образец оформления
Mental Health Research Institute
4, Aleutskaya Str., Tomsk, 634014, Russian Federation
Abstract
Резюме статьи на английском языке должно по смыслу и 

структуре (для оригинальной статьи: Introduction, Aim, Materials 
and methods, Results and discussion, Conclusion; для обзорной ста-
тьи: Introduction, Text, Conclusion) соответствовать русскоязычно-
му, по содержанию может быть более полным. Необходимо исполь-
зовать активный, а не пассивный залог. Во избежание искажения 
основных понятий желательно иметь соответствующие английские 
термины. Это особенно важно, когда приводятся названия особых 
заболеваний, синдромов, упоминаются авторы или конкретные 
методы.

Keywords
Для выбора ключевых слов на английском языке следует ис-

пользовать тезаурус Национальной медицинской библиотеки 
США – Medical Subject Headings (MeSH).

Contribution of the authors.  Вклад авторов на английском 
языке должен соответствовать русскоязычному.

ОСНОВНОЙ ТЕКСТ

Оригинальные статьи должны иметь следующую структуру: а) 
введение; б) материалы и методы; в) результаты; г) обсуждение; д) 
заключение.

Обзорные статьи должны иметь следующую структуру а) вве-
дение; б) текст; д) заключение.

Текст обзорной статьи следует разделять на соответствующие 
содержанию статьи подразделы.

Должен быть переведен текст в таблицах и в рисунках. Текст 
должен быть и на русском, и на английском языках.

Введение
В разделе дается обоснование актуальности исследования и 

четко формулируется цель исследования.
Материалы и методы
Наз ва ния ле карс твен ных средств сле ду ет пи сать со строч ной 

бук вы на рус ском язы ке с обя затель ным ука зани ем меж ду народ-
но го не патен то ван но го наз ва ния, а при его от сутс твии — груп пи-
ровоч но го или хи мичес ко го наз ва ния. Меж ду народ ные не патен-
то ван ные наз ва ния фар ма цев ти чес ких суб стан ций и тор го вые 
на име нова ния ле карс твен ных средств не об хо димо офор млять в 
со от ветс твии с Го сударс твен ным ре ес тром ле карс твен ных средств 
(grls.rosminzdrav.ru). При опи сании в ра боте ре зуль та тов кли ничес-
ких ис сле дова ний не об хо димо при вес ти но мер и да ту раз ре шения 
на про веде ние кли ничес ко го ис сле дова ния сог ласно Ре ес тру вы-
дан ных раз ре шений на про веде ние кли ничес ких ис сле дова ний 
лекарствен ных пре пара тов.

При опи сании используемых об ще лабо ратор ных реактивов 
следует при водить их на име нова ние, класс чис то ты, фирму-про-
изводителя и стра ну про ис хожде ния [при мер: хло рис то водо род-
ная кис ло та, х.ч. (Сигма Тек, Рос сия)]. При опи сании спе цифи ческих 
им пор тных ре ак ти вов [при мер: из ка тало га Sigma-Aldrich] не об хо-
димо до пол ни тель но при водить ка талож ный но мер ре ак ти ва. 

При опи сании ис сле ду емых ле карс твен ных средств не об хо-
димо при водить их тор го вое на име нова ние, фир му-произодителя, 
стра ну про ис хожде ния, се рию и срок год ности [при мер: Син дра-
нол таб летки про лон ги рован но го дей ствия, пок ры тые пле ноч-
ной обо лоч кой 4 мг, про из водс тва ФАР МА ТЕН С.А., Гре ция, се рия 
1100638, срок год ности до 05.2013].

При опи сании ис поль зу емых стан дар тных образцов необ-
ходимо при водить ко личес твен ное со дер жа ние ак тивно го ве-
щес тва в стан дар тном об разце, фир му-про изо дитель, стра ну 
про ис хожде ния, се рию и срок год ности [при мер: ри ман та дина 
гид рохло рид, суб стан ция-по рошок, со дер жа ние ри ман та дина 
99,9 %, Чжец зян Апе лоа Кан гю Фар ма це ути кал Ко.Лтд, Ки тай, се рия  
KY-RH-M20110116, го ден до 27.01.2016 г.].

При опи сании ис поль зу емо го ана лити чес ко го обо рудо вания 
не об хо димо ука зывать его наз ва ние, фир му-производителя и 
стра ну про ис хожде ния [при мер: при бор для тес та «Рас тво рение»  
DT-720 (Erweka GmbH, Гер ма ния)].

При опи сании ис поль зу емо го прог рам мно го обес пе чения не-
об хо димо ука зывать его наз ва ние, вер сию, фир му-производителя, 
стра ну про ис хожде ния [при мер: ChemStation (ver. B.04.03), Agilent 
Technologies, США].

При при веде нии в ра боте пер вичных дан ных ана лити чес ких 
ис сле дова ний (спек тров, хро матог рамм, ка либ ро воч ных гра фиков) 
их не об хо димо при водить в цве те, в прос ле жива емом фор ма-
те, с чет ки ми, раз борчи выми под пи сями осей, пи ков, спек траль-
ных мак си мумов и т. д.). Наз ва ния ле карс твен ных средств сле ду ет 
пи сать со строч ной бук вы на рус ском язы ке с обя затель ным ука-
зани ем меж ду народ но го не патен то ван но го наз ва ния, а при его от-
сутс твии – груп пи ровоч но го или хи мичес ко го наз ва ния.

Чис ло вые дан ные не об хо димо ука зывать циф ра ми, в де сятич-
ных дро бях ис поль зо вать за пятые. Ма тема тичес кие и хи мичес кие 
фор му лы пи сать чет ко, с ука зани ем на по лях букв ал фа вита (рус-
ский, ла тин ский, гре чес кий), а так же про пис ных и строч ных букв, 
по каза телей сте пени, ин дексов. К статье мо жет быть при ложе но 
не об хо димое ко личес тво таб лиц и ри сун ков. Все таб ли цы и ри сун-
ки дол жны иметь но мер и наз ва ние, текст статьи дол жен со дер жать 
ссыл ку на них.

Рукописи статей, в которых при достаточном объеме экспери-
ментальных данных отсутствует статистический анализ, а также не-
корректно использованы или описаны применяемые статистиче-
ские методы, могут быть отклонены редакцией журнала.

Необходимо давать определение всем используемым стати-
стическим терминам, сокращениям и символическим обозначени-
ям. Например: М – выборочное среднее; m – ошибка среднего; σ – 
стандартное квадратичное отклонение; p – достигнутый уровень 
значимости и т.д. Если используется выражение типа М ± m, указать 
объем выборки n. Если используемые статистические критерии 
имеют ограничения по их применению, указать, как проверялись 
эти ограничения и каковы результаты проверок. При использова-
нии параметрических критериев описывается процедура провер-
ки закона распределения (например, нормального) и результаты 
этой проверки.

Точность представления результатов расчетных показателей 
должна соответствовать точности используемых методов измере-
ния. Средние величины не следует приводить точнее, чем на один 
десятичный знак по сравнению с исходными данными. Рекоменду-
ется проводить округление результатов (средних и показателей ва-
риабельности) измерения показателя до одинакового количества 
десятичных знаков, так как их разное количество может быть ин-
терпретировано как различная точность измерений.

Согласно современным правилам, рекомендуется вместо тер-
мина «достоверность различий» использовать термин «уровень 
статистической значимости различий». В каждом конкретном слу-
чае рекомендуется указывать фактическую величину достигнуто-
го уровня значимости р для используемого статистического кри-
терия. Если показатель может быть рассчитан разными методами 
и они описаны в работе, то следует указать, какой именно метод 
расчета применен (например, коэффициент корреляции Пирсона, 
Спирмена, бисериальный и т. п.).
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Результаты и обсуждение
В разделе в логической последовательности представляют-

ся результаты исследования в виде текста, таблиц или рисунков 
(графики, диаграммы). Следует избегать повторения в тексте дан-
ных из таблиц или рисунков. В качестве альтернативы таблицам с 
большим числом данных используются графики. На графиках и ди-
аграммах рекомендуется указывать доверительный интервал или 
квадратичное отклонение. На графиках обязательно должны быть 
подписи и разметка осей, указаны единицы измерений.

В разделе следует выделить новые и важные аспекты резуль-
татов проведенного исследования, проанализировать возможные 
механизмы или толкования этих данных, по возможности сопоста-
вить их с данными других исследователей. Не следует повторять 
сведения, уже приводившиеся в разделе «Введение», и подробные 
данные из раздела «Результаты». В обсуждение можно включить 
обоснованные рекомендации и возможное применение получен-
ных результатов в предстоящих исследованиях.

В обзорных статьях рекомендуется описать методы и глуби-
ну поиска статей, критерии включения найденных материалов в 
обзор.

Заключение
В разделе представляются сформулированные в виде выво-

дов результаты решения проблемы, указанной в заголовке и цели 
статьи. Не следует ссылаться на незавершенную работу. Выводы 
работы должны подтверждаться результатами проведенного ста-
тистического анализа, а не носить декларативный характер, обу-
словленный общими принципами.

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ
Конфликт интересов
Указать наличие так называемого конфликта интересов, то 

есть условий и фактов, способных повлиять на результаты иссле-
дования (например, финансирование от заинтересованных лиц и 
компаний, их участие в обсуждении результатов исследования, на-
писании рукописи и т. д.).  

При отсутствии таковых использовать следующую форму-
лировку: «Авторы декларируют отсутствие явных и потенциаль-
ных конфликтов интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи».

Источник финансирования
Необходимо указывать источник финансирования как науч-

ной работы, так и процесса публикации статьи (фонд, коммерче-
ская или государственная организация, частное лицо и др.). Ука-
зывать размер финансирования не требуется. При отсутствии 
источника финансирования использовать следующую формули-
ровку: «Авторы заявляют об отсутствии финансирования».

Соответствие принципам этики
Научно-исследовательские проекты с участием людей долж-

ны соответствовать этическим стандартам, разработанным в соот-
ветствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ас-
социации «Этические принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправками 2000 г. и «Пра-
вилами клинической практики в Российской Федерации», утверж-
денными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. Все ли-
ца, участвующие в исследовании, должны дать информированное 
согласие на участие в исследовании. Для публикации результатов 
оригинальной работы необходимо указать, подписывали ли участ-
ники исследования информированное согласие.

Научно-исследовательские проекты, требующие использова-
ния экспериментальных животных, должны выполняться с соблю-
дением принципов гуманности, изложенных в директивах Евро-
пейского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации

В обоих случаях необходимо указать, был ли протокол иссле-
дования одобрен этическим комитетом (с приведением названия 
соответствующей организации, номера протокола и даты заседа-
ния комитета).

Благодарности
Все члены коллектива, не отвечающие критериям авторства, 

должны быть перечислены с их согласия с подзаголовком «Выра-
жение признательности».

ССЫЛКИ В ТЕКСТЕ СТАТЬИ
В журнале применяется ванкуверский стиль цитирования: 

в списке литературы ссылки нумеруются в порядке упоминания в 
тексте (независимо от языка, на котором дана работа), а не по ал-

фавиту. Библиографические ссылки в тексте статьи обозначаются 
цифрами в квадратных скобках (ГОСТ Р 7.0.5-2008).

Библиографическая информация должна быть современной, 
авторитетной и исчерпывающей. Ссылки должны даваться на пер-
воисточники и не цитировать один обзор, где они были упомя-
нуты. Ссылки должны быть сверены авторами с оригинальными 
документами.

Каждый научный факт должен сопровождаться отдельной 
ссылкой на источник. Если в одном предложении упоминается не-
сколько научных фактов, после каждого из них ставится ссылка (не 
в конце предложения). При множественных ссылках они даются в 
порядке хронологии [5–9]. Необходимо убедиться в том, что все 
ссылки, приведенные в тексте, присутствуют в списке литературы 
(и наоборот).

Не следует ссылаться: на неопубликованные статьи, на дис-
сертации, а также авторефераты диссертаций, правильнее ссылать-
ся на статьи, опубликованные по материалам диссертационных 
исследований.

Следует избегать ссылок на тезисы и статьи из сборников 
трудов и материалов конференций, поскольку их названия по тре-
бованию зарубежных баз данных должны быть переведены на 
английский язык. Еще не опубликованные, но принятые к печати 
статьи указываются «в печати» или «готовится к выходу», с добавле-
нием письменного разрешения автора и издательства.

Недопустимо самоцитирование, кроме случаев, когда это 
необходимо (в обзоре литературы не более 3–5 ссылок).

Документы (приказы, ГОСТы, медико-санитарные правила, ме-
тодические указания, положения, постановления, санитарно-эпи-
демиологические правила, нормативы, федеральные законы) нуж-
но указывать в скобках в тексте.
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размещается в конце статьи и включает библиографическое описа-
ние всех работ, которые цитируются в тексте статьи.

Библиографические списки составляются с учетом «Единых 
требований к рукописям, представляемым в биомедицинские жур-
налы» Международного комитета редакторов медицинских журна-
лов (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical 
Journals). Правильное описание используемых источников в спи-
сках литературы является залогом того, что цитируемая публика-
ция будет учтена при оценке научной деятельности ее авторов и 
организаций, где они работают.

Учитывая требования международных систем цитирования, 
библиографические списки входят в англоязычный блок статьи 
и, соответственно, должны даваться не только на языке оригина-
ла, но и в романском алфавите (латинскими буквами). Поэтому ав-
торы статей должны представлять англоязычные источники лати-
ницей, а русскоязычные – кириллицей и в романском алфавите. 
Транслитерируются фамилии авторов и русскоязычные названия 
источников (выделяется курсивом). Переводятся на английский 
язык названия статей, монографий, сборников статей, конферен-
ций с указанием после выходных данных языка источника (In Russ.). 
Название русскоязычных журналов в REFERENCES дается в транс-
литерации, затем ставится знак = и дается английское название 
журнала (не нужно самостоятельно переводить русское название 
журнала на английский язык, можно указать лишь ту версию назва-
ния на английском языке, которая, как правило, имеется на англоя-
зычном сайте этого журнала. Если же ее нет, можно ограничиться 
транслитерацией).

Технология подготовки описания с использованием системы 
автоматической транслитерации и переводчика на сайте http://
www.translit.ru
1. Войти на сайт translit.ru. В окошке «варианты» выбрать систему 

транслитерации BGN (Board of Geographic Names). Вставить в 
специальное поле ФИО авторов, название издания  на русском 
языке и нажать кнопку «в транслит».

2. Копировать транслитерированный текст в готовящийся 
список.

3. Перевести с помощью переводчика Google название книги, 
статьи на английский язык, перенести его в готовящийся спи-
сок. Перевод, безусловно, требует редактирования, поэтому 
данную часть необходимо готовить человеку, понимающему 
английский язык.

4. Объединить транслитерируемое и переводное описания, 
оформляя в соответствии с принятыми правилами.
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5. В конце описания в круглых скобках указывается (In Russ.).

Образец оформления списка литературы
Литература/References
1. Литература
Насырова Р. Ф., Иванов М. В., Незнанов Н. Г. Введение в психофар-

макогенетику. СПб.: Издательский центр СПб НИПНИ им. В. М. Бех- 
терева; 2015. 272 с. 

References
Nasyrova R. F., Ivanov M. V., Neznanov N. G. Vvedenie v psikhofar-

makogenetiku [Introduction to psychophar-macogenetics]. St. Peters-
burg: Izdatel’skiy tsentr SPb NIPNI im. V. M. Bekhtereva; 2015. 272 p. (In 
Russ.).

2. Литература
Колесник А. П. Прогностическое значение экспрессии р53 у 

больных с ранними стадиями немелкоклеточного рака легкого. Он-
кология. 2013;15(1):20–23

References
Kolesnik A. P. Prognostic value of p53 expression in patients with 

early non-small cell lung cancer. Onkologiya. 2013;15(1):20–23. (In Russ.).
3. Литература
Шульженко М. Г., Василенко И. А., Уграк Б. И., Шохин И. Е., Мед-

ведев Ю. В., Малашенко Е. А. Сравнительный анализ методов опре-
деления подлинности субстанции-порошок «Даларгин». Разра-
ботка и регистрация лекарственных средств. 2020;9(3):111–117DOI: 
10.33380/2305-2066-2020-9-3-111-117.

References
Shulzhenko M. G., Vasilenko I. A., Ugrak B. I., Shohin I. E., 

Medvedev Yu. V., Malashenko E. A. Comparative analysis of methods 
for determining the authenticity of the substance – «Dalargin» 
inquiry. Razrabotka i registratsiya lekarstvennykh sredstv  = Drug 
development & registration. 2020;9(3):111–117. (In Russ.). DOI: 
10.33380/2305-2066-2020-9-3-111-117.

4. Литература/References
Üçok A., Gaebel W. Side effects of atypical antipsychotics: a 

brief overview. World Psychiatry. 2008;7(1):58–62. DOI: 10.1002/j.2051-
5545.2008.tb00154.x.

5. Литература/References
Cornier M. A., Dabelea D., Hernandez T. L., Lindstrom R. C., 

Steig A. J., Nicole R. S., Van Pelt R. E., Wang H., Eckel R. H. The metabolic 
syndrome. Endocrine Reviews. 2008;29(7):777–822. DOI: 10.1210/
er.2008–0024.

В библиографическом описании каждого источника долж-
ны быть представлены ВСЕ АВТОРЫ. Список литературы должен 
соответствовать формату, рекомендуемому Американской Нацио-
нальной Организацией по Информационным стандартам (National 
Information Standards Organisation – NISO), принятому National 
Library of Medicine (NLM) для баз данных (Library’s MEDLINE/PubMed 
database) NLM: http://www. nlm.nih.gov/citingmedicine.

Названия периодических изданий могут быть написаны в со-
кращенной форме в соответствии с каталогом названий базы 
данных MedLine (NLM Catalog). Обычно эта форма написания са-
мостоятельно принимается изданием; ее можно узнать на сайте из-
дательства либо в списке аббревиатур Index Medicus. Если журнал 
не индексируется в MedLine, необходимо указывать его полное на-
звание. Названия отечественных журналов сокращать нельзя. Не-
допустимо сокращать название статьи.

Библиографические стандарты описания цитируемых 
публикаций

Монографии
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности: фамилия и инициалы автора (авторов), название моногра-
фии (полностью раскрывая все слова), номер повторного изда-
ния, место издания (город), издательство, год издания, количество 
страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Литература
Соколова Г. Н., Потапова В. Б. Клинико-патогенетические 

аспекты язвенной болезни желудка. М.: Анахарсис; 2009. 328 с.
References
Sokolovа G. N., Pоtapova V. B. Kliniko-patogeneticheskie aspekty 

yazvennoy bolezni zheludka [Clinical and pathogenetic aspects of 
gastric ulcer]. Мoscow: Аnachаrsis; 2009:328 p. (In Russ.).

Для англоязычных источников
Jenkins P. F. Making sense of the chest x-ray: a hands-on guide. 

New York: Oxford University Press; 2005. 194 p.
Статья из журнала
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности:  автор(ы) (фамилии и инициалы всех авторов). Название ста-
тьи. Название журнала (курсивом). Год; том (в скобках номер жур-
нала): цифры первой и последней страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Литература
Шишкин С. В., Мустафина С. В., Щербакова Л. В., Симонова Г. И. 

Метаболический синдром и риск инсульта в популяции Новосибир-
ска. Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2014;13(3):53–57.

References
Shishkin S. V., Mustafina S. V., Shcherbakova L. V., Simonova G. I. 

Metabolic syndrome and risk of stroke in the population of Novosibirsk. 
Kardiovaskulyarnaya terapiya i profilaktika = Cardiovascular Therapy and 
Prevention. 2014;13(3):53–57. (In Russ.).

Для англоязычных источников
Dickerson F. B., Brown C. H., Kreyenbulh J. A., Fang L., Goldberg 

R. W., Wohlheiter K., Dixon L.B . Obesity among individuals with 
serious mental illness. Acta Psychiatr Scand. 2006;113(4):306–313. DOI: 
10.1111/j.1600-0447.2005.00637.x.

Варианты библиографического описания материалов 
конференций: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7272/

Варианты библиографического описания патентов:  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7260/

Варианты библиографического описания ресурсов уда-
ленного доступа: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7274/

DOI
Во всех случаях, когда у цитируемого материала есть цифро-

вой идентификатор Digital Object Identifier (DOI), его необходимо 
указывать в самом конце библиографической ссылки. Проверять 
наличие DOI статьи следует на сайте http://search.crossref.org/ или 
https://www. citethisforme.citethisforme.com.

Для получения DOI нужно ввести в поисковую строку назва-
ние статьи на английском языке. Данный сайт, помимо DOI, авто-
матически генерирует правильно оформленное библиографичес- 
кое описание статьи на английском языке в стиле цитирования 
АМА. Подавляющее большинство зарубежных журнальных статей 
с 2000 г. и многие русскоязычные статьи (опубликованные после 
2013 г.) зарегистрированы в системе CrossRef и имеют уникальный 
DOI. За достоверность и правильность оформления представля-
емых библиографических данных авторы несут ответственность 
вплоть до отказа в праве на публикацию.

ТАБЛИЦЫ И РИСУНКИ
Таблицы  и рисунки должны быть представлены на русском и 

английском языках.
Таблицы
Таблицы следует помещать в текст статьи, они должны иметь 

нумерованный заголовок на русском и английском языке и четко 
обозначенные графы, удобные и понятные для чтения. Данные та-
блицы должны соответствовать цифрам в тексте, однако не должны 
дублировать представленную в нем информацию.

Ссылки на таблицы в тексте обязательны. Для сноски применя-
ется символ *. Если используются данные из другого опубликован-
ного или неопубликованного источника, должно быть полностью 
приведено его название.

Рисунки
Все рисунки (диаграммы, фотографии) нумеруются. В тексте 

должна быть ссылка на соответствующий рисунок.
Каждый рисунок должен сопровождаться подрисуночной 

подписью на русском и английском языках. В подрисуночных под-
писях не должно быть аббревиатур. Внутририсуночные обозначе-
ния подписываются цифрами или латинскими буквами.

Если рисунки ранее уже публиковались, необходимо указать 
оригинальный источник, представить письменное разрешение на 
их воспроизведение от держателя прав на публикацию.

Список подрисуночных подписей на русском и английском 
языках размещается в конце статьи.

Рисунки представляются отдельными файлами в формате *tif, 
*jpg, *cdr, *ai. с разрешением не менее 300 dpi.

Каждый файл именуется по фамилии первого автора и  номе-
ру рисунка.
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