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Поиск взаимосвязи между анксиолитическим 
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Резюме. Проведено сопоставление зависимости «концентрация – эффект» нового потенциального анксиолитического 
средства ГМЛ-1, являющегося лигандом TSPO. Крысам однократно, внутрижелудочно вводили ГМЛ-1 в дозе 1 мг/кг. Оценивали 
концентрации исследуемого вещества в плазме крови и поведение животных в тесте «приподнятый крестообразный лаби-
ринт». Установлено, что величина анксиолитического эффекта ГМЛ-1 не коррелирует с его концентрацией в плазме крови.
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Resume. Comparison of “concentration-effect” relation for a new potential anxiolytic drug GML-1, being TSPO ligand was 

carried out. GML-1 was administered in rats once, intragastrically in the dose 1 mg/kg. Tested drug concentrations in the rat blood 
plasma and animals behavior in the test of “elevated plus maze” were evaluated. A value of GML-1 anxiolytic effect does not 
correlate to concentration in the rat blood plasma.
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Введение

Создание лекарственных средств, относящихся к 
лигандам митохондриального транслокаторного белка 
(Translocator protein; TSPO), обладающих анксиоли-
тической активностью, нетоксичных и без побочных 
эффектов – одна из актуальных проблем современной 
психофармакологии.

В ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В.  За-
кусова» на основе фармакофорной модели строения 
лигандов TSPO и метода молекулярного докинга была 
создана группа гетероциклических лигандов TSPO 

ряда 1-фенилпирроло[1,  2-a]пиразин-3-карбоксами-
дов [1]. По результатам исследований in vitro и in vivo, в 
качестве наиболее перспективного анксиолитического 
средства было отобрано вещество, представляющее со-
бой N-бензил-N-метил-1-фенилпирроло [1, 2-a] пира-
зин-3-карбоксамид (рабочий шифр ГМЛ-1) [2, 3].

На грызунах в тестах «приподнятый крестообразный 
лабиринт» (ПКЛ) и «открытое поле со световой вспыш-
кой» (в модификации Бородина  П.М.) показано, что 
ГМЛ-1 в интервале доз 0,1–10,0 мг/кг обладает анкси-
олитической активностью (внутрибрюшинное, перо-
ральное введение), выраженность эффекта ГМЛ-1 соот-

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Pharmacokinetics and Pharmacodynamics (E-Journal)

https://core.ac.uk/display/323453534?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОКИНЕТИКИ и ФАРМАКОДИНАМИКИ

№2.2018 ФАРМОКОКИНЕТИКА и ФАРМОКОЦИНАМИКА53

ветствовала диазепаму в дозе 1 мг/кг. При этом ГМЛ-1 
обладает низкой острой токсичностью после внутри-
брюшинного введения (LD

50
 > 1000 мг/кг) [2, 3].

Полученные данные указывают на высокий потен-
циал ГМЛ-1 как анксиолитика.

Необходимым этапом разработки оригинального 
лекарственного средства является изучение его до-
клинической фармакокинетики (ФК). Фармакоки-
нетические данные необходимы для установления 
зависимости «концентрация – эффект», которая ха-
рактеризуется меньшими видовыми различиями, чем 
зависимость «доза – эффект» и поэтому может быть 
использована для прогнозирования действия фарма-
кологического средства у человека [4].

Исходя из вышеизложенного, цель данного ис-
следования заключалась в сопоставлении продолжи-
тельности анксиолитического эффекта ГМЛ-1 в тесте 
ПКЛ с концентрациями потенциального анкисолити-
ка в плазме крови крыс после его введения внутрь.

Материалы и методы

На рис. 1 представлена структурная формула изу-
чаемого соединения. Молекулярная масса ГМЛ-1 – 
341,4 г/моль. Фармацевтическая субстанция синтези-
рована в отделе химии лекарственных средств ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В.  Закусова» и пред-
ставляет собой гомогенный порошок жёлто-зелёного 
цвета, без запаха. Субстанция мало растворима в воде, 
легко растворима в этиловом спирте, очень легко рас-
творима в хлороформе и диметилсульфоксиде.

Животные получены из питомника «Пущино» 
при филиале «Института биоорганической химии им. 
академиков М.М.  Шемякина и Ю.А.  Овчинникова» 
и содержались в условиях лабораторного вивария в 
контролируемых условиях окружающей среды. Изу-

чение ФК и продолжительности анксиолитического 
действия ГМЛ-1 после его введения внутрь проводили 
на аутбредных крысах-самцах Wistar (220 ± 20 г) в тесте 
ПКЛ [5]. Исследуемое вещество вводили однократно 
внутрижелудочно в виде водной суспензии с твин 80 в 
дозе 1,0 мг/кг, животным контрольных групп вводили 
воду дистиллированную.

Поведение животных в тесте ПКЛ в течение 5 мин 
фиксировали через 1, 2, 3, 4, 5 и 6 ч после введения 
ГМЛ-1. В частности, оценивали пребывание (в %) жи-
вотных в открытых рукавах по отношению к суммарно-
му времени в открытых и закрытых рукавах лабиринта и 
число заходов (в %) в открытые рукава по отношению к 
суммарному числу заходов в открытые и закрытые рука-
ва лабиринта. На каждый временной интервал исполь-
зовали по 8 животных опытных и контрольных групп.

Для изучения ФК исследуемого вещества пробы 
крови отбирали в течение 12  ч: 0,0 (контроль), 15 и 
30 мин, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 и 12 ч. На каждый момент вре-
мени использовали по 6 животных.

Все манипуляции с экспериментальными животны-
ми выполнены в соответствии с нормативной докумен-
тацией, касающейся гуманного обращения с живот-
ными, и стандартными операционными процедурами 
(СОП) лабораторий фармакологической генетики и 
фармакокинетики ФГБНУ « НИИ фармакологии име-
ни В.В. Закусова». Проведение экспериментов с живот-
ными одобрено Комиссией по биомедицинской этике 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова».

Полученные путём декапитации животных образ-
цы крови центрифугировали (3000  об/мин в течение 
10 мин) с целью получения плазмы.

Для количественного определения ГМЛ-1 в плазме 
крови животных использовали высокоэффективную 
жидкостную хроматографию с масс-спектрометриче-
ским детектированием [6].

Статистическую обработку полученных в тесте ПКЛ 
результатов проводили, используя однофакторный дис-
персионный анализ (ANOVA, критерий Краскела-Уо-
ллиса) и непараметрический анализ для независимых 
переменных (U-критерий Манна-Уитни). Данные ре-
зультатов экспериментов представлены в таблице в виде 
M ± SD, где M – среднее арифметическое; SD – стан-
дартное отклонение. Для оценки степени взаимосвязи 
показателей анксиолитического эффекта с концентра-
циями ГМЛ-1 в плазме крови использовали выбороч-
ный коэффициент корреляции Пирсона (r) [7].

Оценку значимости рассчитанных выборочных ко-
эффициентов корреляции по величине статистики t

r
, 

вычисляли по формуле:

, где n – объём выборки [8].

Рис. 1. Структура соединения ГМЛ-1
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Результаты и обсуждение

Оценка продолжительности анксиолитическо-
го эффекта ГМЛ-1 у крыс в тесте ПКЛ

Анализ поведения крыс в тесте ПКЛ после внутри-
желудочного введения ГМЛ-1 в дозе 1,0 мг/кг показал 
наличие выраженного анксиолитического эффекта у 
животных в течение первых пяти часов. Достоверно 
значимо увеличилось время пребывания и количество 
заходов в открытые рукава, сократилось время пребы-
вания в закрытых рукавах лабиринта, значительно вы-
росли интегральные показатели поведения животных 

в ПКЛ, такие как процент пребывания в открытых 
рукавах по отношению к суммарному времени в от-

крытых и закрытых рукавах (                           ) и процент 

заходов в открытые рукава по отношению к числу за-

ходов в открытые и закрытые рукава (                             ), 

по сравнению с контрольными группами (табл. 1). Из-
менение интенсивности анксиолитического эффекта 
исследуемого вещества у крыс на протяжении 6 ч на-
блюдения представлены на рис. 2 А, Б. Из рис. 2 А, Б 

Таблица 1

Влияние ГМЛ-1 на поведение крыс в тесте ПКЛ после однократного 
внутрижелудочного введения в дозе 1,0 мг/кг

Группы / p Время в открытых 
рукавах (t

откр.
), с

Время в закрытых 
рукавах (t

закр.
), с

Количество 
заходов в открытые 

рукава (N
откр.

)

Количество заходов 
в закрытые рукава 

(N
закр.

)

1 ч

Контроль 4,75 (4,75) 271,13 (4,39) 0,25 (0,25) 3,25 (0,41) 1,66 (1,66) 6,25 (6,25)

ГМЛ-1 48,75 (14,65)* 227,88 (18,37)* 1,50 (0,38)* 3,75 (0,70) 18,10 (5,62)* 25,88 (5,15)*

p (ANOVA) 0,0025 0,0748 0,0094 0,2566 0,0024 0,0110

2 ч

Контроль 16,13 (9,30) 258,75 (11,65) 0,38 (0,18) 3,38 (0,46) 6,02 (3,50) 8,75 (4,58)

ГМЛ-1 83,38 (35,75)* 202,50 (36,11) 1,63 (0,38)* 3,13 (0,67) 29,25 (12,44)* 35,07 (3,60)*

p (ANOVA) 0,0118 0,0950 0,0014 0,4325 0,0129 0,0029

3 ч

Контроль 18,25 (7,04) 265,88 (5,80) 0,63 (0,26) 2,13 (0,30) 6,31 (2,44) 18,54 (7,42)

ГМЛ-1 54,88 (14,01)* 214,00 (12,96)* 1,38 (0,26) 4,38 (0,60)* 20,20 (5,02) 24,40 (5,12)

p (ANOVA) 0,2868 0,0629 0,0172 0,0271 0,2584 0,4236

4 ч

Контроль 0,00 (0,00) 296,63 (1,55) 0,00 (0,00) 1,63 (0,26) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)

ГМЛ-1 18,88 (7,94)* 264,50 (12,00)* 0,88 (0,35)* 3,50 (0,63)* 6,93 (2,93)* 14,18 (4,83)*

p (ANOVA) 0,0327 0,0305 0,0603 0,0538 0,0324 0,0628

5 ч

Контроль 0,00 (0,00) 297,00 (1,80) 0,00 (0,00) 1,38 (0,26) 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)

ГМЛ-1 21,63 (10,50)* 250,13 (13,35)* 1,25 (0,53)* 4,63 (0,71)* 8,06 (3,87)* 16,74 (5,97)*

p (ANOVA) 0,0191 0,0003 0,0232 0,0050 0,0190 0,0189

6 ч

Контроль 20,88 (14,31) 270,13 (15,56) 0,50 (0,38) 2,13 (0,30) 7,30 (4,99) 9,38 (6,58)

ГМЛ-1 35,13 (9,60) 244,88 (10,15) 1,13 (0,13) 2,88 (0,44) 12,39 (3,26) 30,42 (3,89)*

p (ANOVA) 0,3108 0,2996 0,1700 0,4944 0,2968 0,1511

Примечания: Данные представлены в виде M(SD), где М–среднее арифметическое; SD–стандартное отклонение; число животных в группе – 8; * 

– статистически значимые различия (p < 0,05) по сравнению с группой «Контроль» согласно критерию Манна-Уитни; p (ANOVA) – p-значение по 

результатам теста Краскела-Уоллеса.
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ток крыс (время достижения максимальной концен-
трации составило 1 ч). После достижения максимума 
концентрация анксиолитика линейно снижалась.

Сопоставление фармакодинамических 
показателей 

и концентраций ГМЛ-1 в плазме крови
С целью выявления возможных корреляционных 

зависимостей (степени выраженности связи) проведе-
но сопоставление фармакодинамических показателей 
и концентраций ГМЛ-1 в плазме крови крыс после его 
однократного введения внутрь. Учитывая, что анксио-
литический эффект ГМЛ-1 регистрировался в течение 
5–6  ч после введения вещества, для выявления воз-
можных корреляций с его концентрациями в плазме 
крови крыс использовали те же временные интервалы.

Установлено, что между концентрациями ГМЛ-1 
в плазме крови крыс и его анксиолитическим эффек-
том существуют причинно-следственные связи (кор-
реляционные зависимости) (табл.  2). Так, при сопо-
ставлении пребывания животных в открытых рукавах 
по отношению к суммарному времени в открытых и 
закрытых рукавах лабиринта с концентрациями анк-
сиолитика в течение 5  ч эксперимента выборочный 
коэффициент корреляции (r

5
) составил 0,786. Для ин-

видно, что максимальный эффект регистрировался 
через 2 ч после введения ГМЛ-1, затем выраженность 
эффекта падала и к 6 ч устанавливалась на уровне кон-

трольных групп. Так, для показателя                         до-

стоверность различий между контрольными и 6-часо-
выми значениями была статистически незначимой, из 
чего следует, что анксиолитический эффект исследуе-
мого вещества регистрировался в течение 5 ч. Для дру-

гого интегрального параметра                                   достовер-

ность различий между контрольными и 6-часовыми 
значениями была статистически значимой.

Таким образом, на основании анализа результатов 
эксперимента установлено, что анксиолитическое 
действие ГМЛ-1 в дозе 1,0 мг/кг продолжается в пер-
вые 5 ч после введения.

ФК ГМЛ-1 у крыс
Усреднённые концентрации ГМЛ-1 в плазме крови 

крыс после однократного введения исследуемого ве-
щества внутрь в дозе 1,0 мг/кг представлены в табл. 2 
и на рис. 2. Из рис. 2 видно, что ГМЛ-1 относитель-
но быстро всасывается из ЖКТ в системный крово-

Таблица 2

Концентрации в плазме крови и поведенческие характеристики, обусловливающие анксиолитический эффект 
ГМЛ-1, у крыс в тесте ПКЛ в течение 6 ч после однократного внутрижелудочного введения в дозе 1,0 мг/кг

Время (ч)
Концентрация
нг/мл (n = 6)

Группы  животных

0,25 2,5 ± 1,3 - - -

0,5 4,5 ± 2,7 - - -

1 11,1 ± 9,3 Контроль 1,66 ± 1,66 6,25 ± 6,25

Опыт 18,10 ± 5,62* 25,88 ± 5,15*

2 8,7 ± 8,8 Контроль 6,02 ± 3,50 8,75 ± 4,58

Опыт 29,25 ± 12,44* 35,07 ± 3,60*

3 6,6 ± 4,9 Контроль 6,31 ± 2,44 18,54 ± 7,42

Опыт 20,20 ± 5,02* 24,40 ± 5,12*

4 4,6 ± 3,9 Контроль 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00

Опыт 6,93 ± 2,93* 14,18 ± 4,83*

5 3,7 ± 2,8 Контроль 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00

Опыт 8,06 ± 3,87* 16,74 ± 5,97*

6 2,9 ± 1,5 Контроль 7,30 ± 4,99 9,38 ± 6,58

Опыт 12,39 ± 3,26 30,42 ± 3,89*

r
5

0,786 0,763

r
6

0,342 0,709

Примечания: t
откр.

 – время нахождения в открытых рукавах, с; t
закр.

 – время нахождения в закрытых рукавах, с; N
отк.

 – число заходов 

в открытые рукава; N
закр.

 – число заходов в закрытые рукава; r – коэффициент корреляции; * – статистически значимые различия 

(p < 0,05) по сравнению с группой «Контроль» согласно критерию Манна–Уитни.
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Последнее соотношение означает, что интенсив-
ность фармакологического эффекта линейно зависит 
от уровня лекарственного вещества в плазме /сыво-
ротке крови на низких концентрациях. На основе 
данной модели можно прогнозировать отсутствие эф-
фекта при нулевых значениях концентрации, однако 
невозможно предсказать максимальный эффект. Бо-
лее того, линеаризация допустима, если исследуемое 
вещество обратимо связывается с рецепторами, что в 
результате приводит к прямому фармакологическому 
эффекту. Использование линейной модели также не 
позволило адекватно описать имеющиеся в нашем 
распоряжении ряды данных.

Таким образом, между параметрами, характеризую-
щими анксиолитический эффект, и концентрациями 
ГМЛ-1 в плазме крови крыс отсутствуют достоверно 
значимые причинно-следственные связи. Следует ещё 
раз отметить, что между максимальными значениями 
концентрации ГМЛ-1 в плазме крови и фармакологи-
ческим эффектом имеется временной сдвиг, т. е. макси-
мальный эффект наступает на 1 ч позже максимальной 
концентрации. Однако, начиная с 2  ч и до 5  ч после 
введения ГМЛ-1 включительно, отмечается линейное 
снижение изучаемых характеристик. Таким образом, 
при увеличении объёма выборки и более частом отборе 
проб и одновременной регистрацией эффекта, эти свя-
зи могут быть выявлены.

С другой стороны, по мере снижения концентра-
ции ГМЛ-1 в плазме крови наступает момент, когда 
создавшийся уровень изучаемого соединения не вы-
зывает анксиолитического эффекта. По-видимому, 
для проявления анксиолитического эффекта требу-
ются концентрации ГМЛ-1 в плазме крови крыс выше 
2,9 нг/мл.

Выводы

1. Анксиолитическое действие ГМЛ-1 в дозе 1,0 мг/кг в 
тесте ПКЛ продолжается в первые 5 ч после однократ-

тегрального параметра                            значение r
5
 рав-

нялось 0,763. Выборочный коэффициент корреляции 
для временного интервала 6 ч (r

6
) для параметров, ха-

рактеризующих анксиолитический эффект, и концен-
траций ГМЛ-1 составил 0,342 и 0,709, соответственно.

Далее была проведена оценка значимости рассчи-
танных выборочных коэффициентов корреляции по 
величине статистики t

r
. Установлено, что полученные 

значения r являются статистически недостоверными для 
данных объёмов выборок (n = 5 и n = 6, соответственно).

Для многих лекарственных препаратов зависимость 
эффекта от концентрации хорошо описывается сигмо-
идной функцией (моделью Хилла) [9] или так называ-
емой моделью E

max
. Эта модель имеет три параметра: 

максимально возможный уровень эффекта (E
max

), кон-
центрация, при которой достигается 50 % максималь-
ного эффекта (EC

50
), параметр формы зависимости (γ), 

который для многих препаратов принимается равным 
1 (гиперболическая функция). Зависимость эффекта 

от концентрации (С) в рамках такой модели описыва-

ется следующим уравнением:                               . Однако 

имеющиеся данные не позволили успешно её при-
менить. Возможно, для адекватной аппроксимации 
требуется больше исходных данных. Несмотря на то, 
что Emax-модель можно считать базовой моделью фар-
макодинамики, тем не менее, когда наблюдаемый эф-
фект не превышает 50 % от максимального значения, 
или значение параметра Emax не может быть предска-
зано, зависимость «концентрация –эффект» можно 
аппроксимировать линейной моделью:

,
где:
C(t) – концентрация лекарственного вещества;
S – параметр эффекта;
E0 – значение показателя эффекта без введения 

исследуемого вещества (обычно контроль) [8].

Рис. 2. Зависимость между концентрацией ГМЛ-1 в плазме крови крыс и его анксиолитическим эффектом после 
однократного перорального введения в дозе 1 мг/кг:
А – для пребывания (в %) животных в открытых рукавах по отношению к суммарному времени в открытых и закрытых рукавах лабиринта;
Б – для числа заходов (в %) в открытые рукава по отношению к суммарному числу заходов в открытые и закрытые рукава лабиринта.
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ного внутрижелудочного введения.
2. Величина анксиолитического эффекта ГМЛ-1 у 

крыс после введения внутрь не коррелирует с концен-
трацией анксиолитика в плазме крови.
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