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Одним из важнейших этапов разработки лекар�
ственного препарата является исследование его
фармакокинетики — кинетики всасывания, рас�
пределения, метаболизма и выведения [5]. Эффек�
тивность и безопасность лекарственной терапии
прямо зависит от процессов метаболизма каждого
препарата; одна и та же доза для одного пациента
может оказаться неэффективной, тогда как у дру�
гого она может вызвать тяжёлые побочные эффек�
ты [3,4]. Чаще всего предсказать индивидуальную
реакцию на приём того или иного препарата невоз�
можно, что является серьёзной проблемой терапии.
Понимание основных путей метаболизма лекарства
позволяет снизить риски при его клиническом при�
менении.

Самой существенной по вкладу в метаболизм
ксенобиотиков является система с низкой суб�
стратной специфичностью — цитохром p450 [7,11].
По результатам анализа 200 самых часто назна�

МЕТАБОЛИЗМ НОВОГО АНТИАГРЕГАНТА —
ПРОИЗВОДНОГО ИНДОЛИНОНА
В.В.Быков1,2, К.А.Леонов2, В.Ю.Серебров1, Г.А.Чернышева3, В.И.Смольякова3,
М.А.Соловьев3,4, Е.В.Удут1, В.П.Фисенко5, В.В.Удут3,4

1ФГБОУ ВО Сибирский государственный медицинский университет Минздрава Рос<
сии, Томск; 2Инновационные фармакологические разработки, Томск, РФ; 3НИИ фарма<
кологии и регенеративной медицины им. Е.Д.Гольдберга Томского НИМЦ РАН, Томск,
РФ; 4ФГАОУ ВО Национальный исследовательский Томский государственный универ<
ситет, Томск, РФ; 5ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М.Сеченова Минздрава России
(Сеченовский Университет), Москва

Проведено исследование процессов цитохром p450�опосредованного метаболизма
антиагреганта индолинового ряда GRS и его влияния на активность изоферментов ци�
тохрома p450. Исследование ингибирования 6 изомеров цитохрома p450 проводили в
микросомах печени человека с использованием специфических субстратов. GRS не под�
вержен деградации ферментами системы цитохрома p450 печени человека и не является
индуктором и ингибитором представителей семейства цитохрома p450: 1A2, 2C9, 2C19,
2D6, 2С8 и 3A4. Таким образом, клиническое применение разрабатываемого антиагреганта
не будет сопряжено с рисками неконтролируемых колебаний концентрации GRS в
организме из�за межлекарственного взаимодействия.

Ключевые слова: GRS; антиагрегант; производное индолинона; метаболизм; цитохром
p450

Адрес для корреспонденции: preclin5_dep@iphar.ru. Быков В.В.

чаемых лекарственных препаратов в США, мета�
болизму подвергаются около 73% из них. Около
85% из них метаболизируются изоферментами
цитохрома p450. Изоферменты семейства CYP3A
метаболизируют 46% лекарственных средств,
CYP2C9 — 16%, CYP2C19 и CYP2D6 — 12%, изо�
ферменты семейства CYP1A — 9%, CYP2B6 и
CYP2E1 — 2% [12]. Увеличение или снижение ак�
тивности разных изоферментов p450 может быть
следствием фармакогенетических особенностей
пациента или же непосредственного взаимодей�
ствия с другими веществами, в том числе ксено�
биотиками и/или их метаболитами [1]. Любое из�
менение активности системы цитохрома p450 мо�
жет быть причиной усиления или ослабления инди�
видуальной восприимчивости пациента к действию
того или иного препарата: от снижения эффектив�
ности терапии до появления выраженных побочных
эффектов в диапазоне терапевтических доз. Изо�
ферменты p450 проявляют перекрёстную субстрат�
ную специфичность. С одной стороны, каждый
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отдельный ксенобиотик может быть субстратом
нескольких изоформ p450, с другой — разные по
своей природе ксенобиотики могут быть субстра�
тами одних и тех же изоформ [2]. На современном
фармацевтическом рынке представлено много пре�
паратов�пролекарств, в том числе антиагрегантов
(например клопидогрел), активация которых сопря�
жена с некоторыми ферментативными процесса�
ми, в том числе с участием системы цитохрома
p450 [10]. Антиагрегантное действие клопидогрела
реализуется через образование активного мета�
болита посредством взаимодействия с CYP2C19 и
CYP3A4, поэтому изменение активности системы
p450 приводит к тому, что препарат становится ме�
нее эффективным у одних пациентов и более ток�
сичным у других [6]. Необходимо отметить, что в
результате p450�опосредованных реакций из не�
токсичного препарата может образоваться токсич�
ный метаболит [9].

В связи с этим исследование процессов ме�
таболизма и взаимодействия разрабатываемых
лекарственных средств с ферментами цитохрома
p450 является крайне важной задачей для изуче�
ния путей элиминации препарата, разработки схе�
мы дозирования в клинических исследованиях и
прогнозирования возможных межлекарственных
взаимодействий. Исследуемое в данной работе
новое антиагрегантное лекарственное средство
GRS представляет собой производное индолинона.
Вещества этого класса могут быть индукторами
цитозольной (растворимой) гуанилатциклазы [8].

Цель данного исследования — изучить процес�
сы цитохром p450�опосредованного метаболизма
антиагреганта индолинонового ряда GRS и его влия�
ния на активность изоферментов цитохрома p450.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

В качестве исследуемого вещества использовали
образец фармацевтической субстанции GRS (2�[2�
[(5RS)�5�(гидроксиметил)�3�метил�1,3�оксазолидин�
2�илиден]�2�цианоэтилиден]�1H�индол�3(2H)�он).

В экспериментах по изучению метаболизма
использовали коммерческие пулированные микро�
сомы крыс (XenoTechR1000) и человека (H0610).
GRS в концентрации 0.5 мкM инкубировали с мик�
росомальной фракцией печени крыс и человека на
шейкере�инкубаторе (ES�20Biosan) при 37°C в при�
сутствии кофактора NADPH. Через 5, 10, 15, 20 и
30 мин отбирали пробы из инкубационной среды и
останавливали реакцию 0.5 мл холодного (4°C) аце�
тонитрила. Количество остаточного GRS в неиз�
менённом виде определяли методом ВЭЖХ/МС на
масс�спектрометре QTRAP 5500 (ABSciex) в ком�
плексе с жидкостным хроматографом Infinity 1290

(Agilent Technologies). Для элюирования использо�
вали подвижную фазу, содержавшую 0.1% водный
раствор муравьиной кислоты (элюент А) и 0.1% раст�
вор муравьиной кислоты в ацетонитриле (элюент
Б). Регистрацию GRS проводили по MRM�переходу
m/z 298→183. Каждую пробу готовили в 2�кратном
повторе и измеряли по 2 раза. На основании данных
концентрации рассчитывали период полураспада
(T1/2), клиренс in vitro (Cint) и оставшееся количество
вещества (% от начального). В качестве контроль�
ного соединения, подверженного деградации фер�
ментами p450, использовали верапамил.

В экспериментах по изучению ингибирования
6 изомеров цитохрома p450 проводили в микросо�
мах печени человека с использованием специфи�
ческих субстратов. GRS с концентрацией 10 мкМ
инкубировали с микросомами в присутствии NADPH
и смеси из 6 субстратов (фенацетин, мидазолам, то�
бутамид, S�мефенитоин, декстрометорфан, амо�
диахин) в 96�луночных планшетах с последующим
определением метаболитов.

Для расчёта концентрации метаболитов исполь�
зовали калибровочные кривые по нормированным
на внутренний стандарт значениям площадей хро�
матографических пиков.

На основании полученных данных вычисляли
концентрацию полумаксимального ингибирова�
ния IC50.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Верапамил после 30�минутной инкубации с NADPH
в микросомах печени крыс деградировал до 8% от
начальной концентрации, в микросомах печени че�
ловека — до 19%. На основании полученных данных
были рассчитаны период полураспада и клиренс ве�
рапамила, составившие 9.25 мин и 302 мкл/мин/мг
белка соответственно в микросомах печени живот�
ных и 11.63 мин и 228 мкл/мин/мг белка в микро�
сомах печени человека соответственно.

В результате проведённого исследования уста�
новлено, что GRS не подвержен метаболизму в
микросомальной фракции печени человека. В те�
чение 30 мин инкубации в микросомах печени че�
ловека субстанция GRS оставалась стабильной на
99%. При этом был показан низкоинтенсивный ме�
таболизм GRS в микросомах печени крыс; через
30 мин инкубации количество неизменённого GRS
составило 70% от начального.

Кинетика метаболизма GRS и контрольного со�
единения верапамила в микросомах печени кры�
сы и человека показана на рисунке 1.

В рамках исследования ингибирования основ�
ных изоферментов цитохрома p450 в микросомах
печени человека, кроме GRS, были использованы
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Рис. 1. Зависимость остаточного количества GRS и верапамила от времени в присутствии NADPH в микросомах
печени крыс (а) и человека (б).

Рис. 2. Ингибирование активности изоформ цитохрома p450 (%) в микросомах печени человека субстанцией GRS.

специфические ингибиторы изоформ p450 (α�наф�
тофлавон, сульфафеназол, флувоксамин, хинидин,
кверцетин, кетоконазол). Ни один из исследован�
ных изоферментов цитохрома p450 не ингибиро�

вался фармацевтической субстанцией GRS в кон�
центрации 10 мкМ, поэтому рассчитать константы
ингибирования для каждого изофермента не пред�
ставлялось возможным (рис. 2).
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В результате проведённых исследований уста�
новлено, что метаболизм GRS обладает межвидо�
вой вариабельностью: выявлен медленный мета�
болизм GRS с участием цитохрома p450 печени
крыс и его отсутствие в микросомальной фракции
печени человека. Данная вариабельность может
обусловить существенные различия зависимостей
“концентрация—эффект” и “доза—эффект” у крыс
и человека. Полученные данные представляют цен�
ность и могут стать основой обоснования дозы для
фазы II клинических исследований.

GRS не ингибирует основные изоферменты ци�
тохрома p450 микросом печени человека (1A2, 2C9,
2C19, 2D6, 2С8 и 3A4). Отсутствие участия цитохро�
ма p450 печени в биотрансформации GRS снижает
вероятность возникновения проблемы при прове�
дении терапии у пациентов с фармакогенетически�
ми особенностями. Отсутствие и/или незначитель�
ный вклад системы цитохрома p450 в метаболизм
GRS, а также отсутствие у GRS ингибирующей ак�
тивности в отношении её основных изоформ может
способствовать устранению возможного межле�
карственного взаимодействия на уровне фермен�
тов печени, что важно при одновременном приёме
нескольких препаратов. В случае проведения ком�
бинированной антиагрегантной терапии препа�
ратами разных фармакологических групп вклад
разрабатываемого препарата в риск межлекарст�
венных взаимодействий будет минимальным.

Таким образом, GRS является перспективным
соединением для разработки антиагрегантного ле�
карственного препарата с минимальными рисками
изменения активности при терапии пациентов с
фармакогенетическими особенностями системы
цитохрома p450 и межлекарственного взаимодей�
ствия при комбинированной терапии.
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