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Резюме. Лекарственные препараты природного происхождения имеют широкое применение благодаря их фармаколо-
гической активности и относительной безопасности. Химический состав таких препаратов, как правило, сложен — они 
могут являться гетерополимерами или смесями, содержащими пептиды, полисахариды и другие эндогенные компо-
ненты и/или соединения, быстро метаболизируемые в живом организме. Традиционные подходы к изучению таких 
препаратов, основанные на хроматографических методах, зачастую оказываются неприменимы. Для изучения фарма-
кокинетики препаратов природного происхождения возможно применение методов, основанных на оценке биологи-
ческого действия и фармакодинамических свойствах таких препаратов, связанных с определением уровней биологи-
ческих маркеров (биомаркеров). Цель работы — обобщение накопленного экспериментального опыта по применению 
биомаркеров для оценки фармакокинетики на примере нескольких препаратов природного происхождения. Матери-
алы и методы: объектами исследования служили фукоидан, выделенный из Fucus vesiculosus; комплекс биологически 
активных веществ и гликозилированный полипептид, выделенные из гонад зеленых морских ежей Strongylocentrotus 
droebachiensis. Корреляции между концентрациями исследуемых смесей и активностью/концентрацией потенциальных 
биомаркеров были установлены на базе in vitro / ex vivo экспериментов. Для установления специфичности, калибровоч-
ного (линейного) диапазона отклика биомаркера, его нативного уровня были получены экспериментальные данные 
по его содержанию в плазме или сыворотке (in vitro) и цельной крови (ex vivo) до и после внесения добавок известных 
количеств исследуемых препаратов. Аналитические методики были основаны на применении хромогенного (оптиче-
ского) метода определения активности анти-Ха фактора, определении активности ферментов дипептидилпептида-
зы IV типа и лактатдегидрогеназы кинетическим методом со спектрофотометрическим детектированием продуктов 
ферментативных реакций. Результаты: анализ результатов исследований ряда лекарственных препаратов природного 
происхождения (фукоидана, выделенного из F. vesiculosus; гликозилированного полипептида и комплекса биологи-
чески активных веществ, выделенных из внутренних органов S. droebachiensis) показал, что подход к изучению фар-
макокинетики подобных препаратов с использованием биомаркеров оправдан. Его применение позволило коррект- 
но рассчитать фармакокинетические параметры. Выводы: обсуждаемый подход может быть использован в различных 
биологических моделях и эффективен для исследования соединений, которые трудно или невозможно детектировать 
методами, традиционно используемыми для анализа биопроб при исследованиях фармакокинетики и биоэквивалент-
ности препаратов.
Ключевые слова: фармакокинетика; препараты природного происхождения; биологическая активность; биомаркеры; анти-
Ха фактор;  дипептидилпептидаза IV типа;  лактатдегидрогеназа; энзиматический анализ; кинетические методы; фуко
идан; Fucus vesiculosus; биологически активные вещества; гликозилированный полипептид; Strongylocentrotus droebachiensis
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Abstract. Medicinal products of natural origin are widely used by virtue of their pharmacological efficacy and relative safety. 
Chemical composition of such medicines is usually complex, they may be represented by heteropolymers or mixtures contain-
ing peptides, polysaccharides, and other compounds which are endogenous and/or rapidly metabolised in a living organism. 
Conventional, chromatography-based approaches to evaluation of such medicines are often not applicable. Pharmacokinetics of 
medicinal products of natural origin may be studied by methods based on assessment of biological action and pharmacodynamic 
properties of such medicines, which involves determination of biological marker (biomarker) levels. The aim of the study was to 
summarise the accumulated experimental data on the use of biomarkers in pharmacokinetics studies as illustrated by a few me-
dicinal products of natural origin. Material and methods. The authors studied fucoidan from Fucus vesiculosus, as well as a complex 
of bioactive compounds and a glycopeptide—both isolated from gonads of green sea urchins (Strongylocentrotus droebachiensis). 
In vitro / ex vivo experiments were used to establish correlation between the concentrations of the test mixtures and the activity/
concentration of potential biomarkers. Experiments showing the biomarker concentration in plasma or serum (in vitro) and whole 
blood (ex vivo) before and after spiking with the studied products were performed in order to assess specificity, calibration (linear) 
range of the biomarker response, and its native concentration. The analytical procedures were based on the chromogenic (optical) 
anti-factor Xa activity (AXA) assay, and determination of dipeptidyl peptidase 4 and lactate dehydrogenase activity by kinetic 
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Лекарственные препараты природного (жи-
вотного и растительного) происхождения, а также 
полученные в ходе биологического синтеза, име-
ют широкое медицинское применение благодаря 
фармакологической активности и относительной 
безопасности. Сложность изучения фармакокине-
тического профиля препаратов природного про-
исхождения связана с тем, что они часто имеют 
сложный гетерогенный состав, и точно установить 
структуру составляющих их соединений не всегда 
возможно. Концентрации маркерных биологически 
активных соединений низки, и определение таких 
соединений может быть затруднительным в связи 
с тем, что основу такого рода препаратов составля-
ют полисахариды, пептиды, белки и другие веще-
ства, являющиеся эндогенными и/или быстро ме-
таболизирующимися в живом организме. Поэтому 
традиционные подходы к изучению фармакокине-
тики, основанные на хроматографических методах 
(высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с ультрафиолетовым, флуориметрическим, масс-
селективным детектированием (ВЭЖХ-УФ/ФЛ/МС),  
газовой хроматографии с масс-селективным детек-
тированием (ГХ-МС) и др.), оказываются неэффек-
тивными для изучения препаратов сложного соста-
ва. Альтернативным вариантом является изучение 
их фармакокинетики, основанное на использова-
нии биологических маркеров (биомаркеров), уро-
вень содержания которых связан с биологической 
активностью изучаемых препаратов и их фармако-
динамическими свойствами. 

Подход к оценке фармакокинетики с использо-
ванием биомаркеров (в литературе используют так-
же термины «суррогатные маркеры концентрации», 
«конечные точки фармакокинетики») описан в ряде 
нормативных документов1 и монографий (например, 
[1]). Такой подход наиболее разработан в отношении 

низкомолекулярных гепаринов. В документе2 в главе 
15.6 «Доклинические и клинические исследования 
биоаналогичных (биоподобных) лекарственных пре-
паратов на основе гепаринов низкой молекулярной 
массы» указано: «Гетерогенность низкомолекуляр-
ных гепаринов не позволяет проведение обычного ис-
следования фармакокинетических свойств. Поэтому 
оценка всасывания и элиминации низкомолекуляр-
ных гепаринов проводится при изучении фарма-
кодинамических свойств по показателям (включая 
анти-Xa и анти-IIa), которые могут быть использо-
ваны в качестве суррогатных маркеров концентра-
ции препарата». Согласно руководству Европейского 
агентства по лекарственным средствам3 (European 
Medicines  Agency,  EMA), оценку фармакокинетики, 
биоэквивалентности препаратов низкомолекуляр-
ных гепаринов следует проводить по их анти-Ха, 
анти-IIа активностям и концентрации ингибитора 
пути тканевого фактора (TFPI). Этот подход актив-
но использован в ряде работ, посвященных изучению 
фармакокинетики и/или биоэквивалентности гепа-
ринсодержащих препаратов (на основе эноксапари-
на, далтепарина и др.) [2–7].

Логическим продолжением использования та-
кого подхода явилось применение биомаркеров 
для оценки фармакокинетики ряда препаратов при-
родного происхождения, основанное на корреля-
ции между концентрацией исследуемых препара-
тов и активностью/концентрацией потенциальных 
биомаркеров [8–11]. В опубликованных недавно 
работах по изучению фармакокинетики фукоида-
на, являющегося гетерогенным полисахаридом, 
экстрагированным из природного сырья, расчет 
концентрации фукоидана в биопробах выполнен 
на основании корреляции концентрации фукои-
дана в биоматериале и противосвертывающей ак-
тивности, определенной по активности анти-Ха 

1	 Guidance for industry. Exposure-response relationships — study design, data analysis, and regulatory. 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). 2003.
	 Guideline on non-clinical and clinical development of similar biological medicinal products containing low-molecular-weight-heparins. 
EMEA/CHMP/BMWP/118264/2007 Rev. 1. 2017.
	 Правила проведения исследований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза. 2016.
2	 Правила проведения исследований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза. 2016.
3	 Guideline on non-clinical and clinical development of similar biological medicinal products containing low-molecular-weight-heparins. 
EMEA/CHMP/BMWP/118264/2007 Rev. 1. 2017. 

analysis with spectrophotometric detection of enzymatic reaction products. Results. The analysis of the results of studies of a num-
ber of natural products (fucoidan from Fucus vesiculosus; a complex of bioactive compounds isolated from gonads of green sea 
urchins S. droebachiensis; a glycopeptide isolated from internal organs of S. droebachiensis) demonstrated the feasibility of using  
biomarkers in pharmacokinetics studies of such products. This approach allowed for accurate calculation of pharmacokinetic 
parameters. Conclusion. The discussed approach may be used for various biological models and is an effective means of studying 
compounds that are difficult or impossible to detect by conventional bioassays in pharmacokinetics and bioequivalence studies.
Key words: pharmacokinetics; medicinal products of natural origin; biological activity; biomarkers; anti-factor Xa; dipeptidyl 
peptidase 4; lactate dehydrogenase; enzymatic assay; kinetic methods; fucoidan; Fucus vesiculosus; biologically active compounds; 
glycosylated polypeptide; Strongylocentrotus droebachiensis
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4	 Dipeptidyl peptidase IV. Enzymatic assay. http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/cell-signaling-enzymes/
dipeptidyl-peptidase-iv.html
5	 ICH, Q2A, Harmonized tripartite guideline, text on validation of analytical procedures, IFPMA. Geneva; 1994.
 	 ICH, Q2B, Harmonized tripartite guideline, validation of analytical procedure: methodology, IFPMA. In: Proceedings of the International 
Conference on Harmonization. Geneva; 1996. Р. 1–8.
	 Guidance for industry: Bioanalytical method for validation. Rockville, MD, U.S.; 2018. 
	 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP192217/2009. London; 2011. 

фактора [8, 9]. Фармакокинетика экстракта гонад 
морских ежей (Strongylocentrotus droebachiensis) по-
сле однократного перорального введения кроликам 
охарактеризована методом, основанным на выяв-
ленной авторами корреляции концентрации препа-
рата и изменения активности фермента дипептидил- 
пептидазы IV типа (ДПП-4, DPP-4) [10]. Еще од-
ним подобным примером применения биомаркеров 
может служить оценка фармакокинетики глико-
зилированного полипептида (ГПП), выделенного 
из внутренних органов морских ежей S. droebachien-
sis, — расчет концентрации препарата в биопробах 
выполнен на основании корреляции концентрации 
препарата и изменения активности фермента лак-
татдегидрогеназы (ЛДГ) [11].

Цель работы  — обобщение накопленного экс-
периментального опыта по применению биомар-
керов для оценки фармакокинетики на примере 
нескольких лекарственных препаратов природного 
происхождения для дальнейшего расширения при-
менения подобного подхода для изучения фарма-
кокинетики препаратов сложного гетерогенного 
или неустановленного состава.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследований являлись фукоидан, 
полученный из слоевищ фукуса пузырчатого Fucus 
vesiculosus по оригинальной технологии [12], и гото-
вые лекарственные формы (фармацевтические ком-
позиции) на его основе для перорального [13] и на-
ружного [9] применения; экстракт гонад морских 
ежей (S.  droebachiensis), полученный по запатенто-
ванной технологии [14]; спрей для интраназаль-
ного применения, содержащий ГПП, выделенный 
из внутренних органов S. droebachiensis [11, 15].

Количественное содержание фукоидана в био-
пробах определяли с помощью хромогенного (оп-
тического) метода определения анти-Xa актив-
ности, основанного на способности комплекса 
антитромбина III нейтрализовать активированный 
фактор Xa, с помощью наборов реагентов «Реахром-
гепарин» (НПО «Ренам») [8].

Активность фермента ДПП-4 в биопробах 
определяли с помощью хромогенного субстрата 
глицил-L-пролин-п-нитроанилида и спектрофо-
тометрического детектирования продукта реакции 
(п-нитроанилина) при длине волны 405 нм4 [16]. 
Подробное описание процедуры определения при-
ведено в работе [10].

Количественное содержание ГПП определяли 
по изменению уровня активности фермента ЛДГ 

в крови. Измерения проводили на биохимическом 
автоматическом анализаторе RandomAccess A-25 
(BioSystem S.A.) с использованием набора реагентов 
для определения концентрации (активности) ЛДГ 
(Biosystems).

Экспериментальные исследования in vivo про-
водили согласно нормативным документам, регули-
рующим проведение доклинических исследований 
с использованием лабораторных животных (Правила 
лабораторной практики при проведении докли-
нических исследований в РФ (ГОСТ 33044-2014); 
Директива 2010/63/EU Европейского парламен-
та и совета Европейского союза от 22.09.2010 
по охране животных, используемых в научных це-
лях, и др.). Проведение исследований было одобре-
но на заседаниях биоэтической комиссии (заключе-
ния № 8.12/16, 9.12/16, 1.17/17, 1.73/17 и 1.26/18).

Валидация биоаналитических методик выпол-
нена согласно рекомендациям5.

Параметры фармакокинетики рассчитывали 
внемодельным методом статистических моментов 
[17, 18] с использованием приложения PKSolver 
для Microsoft Office Excel; при статистической об-
работке результатов рассчитывали средние ариф-
метические значения (X

—
), соответствующие им 

стандартные отклонения (SD), стандартные ошиб-
ки среднего значения (Sx). Статистическая обра-
ботка результатов выполнена с помощью программ 
Microsoft Office Excel 2007 и Statistica 10.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На основании данных литературы и результатов 
собственных исследований для изучения фармако-
кинетики препаратов природного происхождения 
in vivo мы предлагаем использовать корреляцию меж-
ду биологическим действием препарата и его кон-
центрацией в плазме крови (или ином биоматериа-
ле) животных. Для реализации такого подхода важно 
выбрать специфический маркер (биохимический 
параметр, активность фермента и т.п.), связанный 
с механизмом действия изучаемого препарата и кор-
релирующий с его концентрацией в биоматериале. 
Аналитические методики в этом случае могут быть 
основаны на применении методов иммунофермент-
ного анализа (ИФА), ферментативных, биологиче-
ских методов и др. Необходимыми этапами изучения 
фармакокинетики с использованием биомаркеров 
являются in vitro / ex vivo эксперименты, а также 
пилотный эксперимент (in  vivo) с использованием 
лабораторных животных в качестве биологической 
модели. Эксперименты с плазмой или сывороткой 

http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/cell-signaling-enzymes/dipeptidyl-peptidase-iv.html
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/metabolomics/enzyme-explorer/cell-signaling-enzymes/dipeptidyl-peptidase-iv.html
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(in vitro) и цельной кровью (ex vivo) до и после внесе-
ния добавок известных количеств исследуемых пре-
паратов необходимы для установления специфично-
сти, линейного диапазона отклика биомаркера, его 
нативного уровня. Пилотный эксперимент in vivo 
необходим для оценки интенсивности изменения 
концентрации (отклика) выбранного биомаркера 
на введение исследуемого препарата, а также согла-
сованности времени проявления отклика и выбран-
ного пути введения. На данных этапах возможно 
рассмотрение нескольких аналитических подходов 
к оценке фармакокинетики (в том числе нескольких 
биомаркеров) для выбора оптимального.

При реализации обсуждаемых подходов важно 
учесть базовый или нативный уровень измеряемых 
показателей в биоматериале, не связанный с введе-
нием исследуемого препарата6. На этапе экспери-
ментов in vitro для этого использовали отклик, реги-
стрируемый при анализе интактного биоматериала 
(как полученного от индивидуальных животных, 
так и пулированного), а на стадии экспериментов 
in  vivo  — от животных, которым не вводили ис-
следуемый препарат («нулевая» точка или пробы, 
отобранные до введения исследуемого препарата). 
Значения базового (нативного) уровня определяе-
мого параметра, выбранного в качестве биомаркера, 
вычитали из значений, получаемых для модельных 
смесей и экспериментальных проб, или находили 
значение изменения активности фермента по отно-
шению к базовому уровню (в процентах или долях).

Для выбора математической модели обработки 
данных, необходимой для линеаризации получен-
ных калибровочных зависимостей, использовали 
общие принципы и рекомендации, аналогичные 
моделям, применяемым для обработки данных 
ИФА [19]. 

Фукоидан из фукуса пузырчатого и оценка его со-
держания по анти-Ха активности

Фукоиданы  — сложные разветвленные гетеро-
полисахариды, присутствующие в составе бурых 
водорослей и некоторых иглокожих, основным 
моносахаридом которых является L-фукопираноза 
[20, 21]. Для определения количества фукоида-
на в растворах и биологических жидкостях мо-
гут быть применены физико-химический метод, 
основанный на способности сульфатированно-
го полисахарида фукоидана образовывать окра-
шенное соединение с метиленовым голубым [22], 
и ИФА-метод, основанный на способности фукои-
дана взаимодействовать со специально полученны-
ми антителами [19, 21]. Физико-химический метод 

(спектрофотометрический) не подходит для анализа 
биоматериала из-за недостаточной селективности 
используемой цветной реакции и маскирующего 
влияния на ход реакции других компонентов плаз-
мы крови. Метод ИФА имеет определенные пре-
имущества вследствие высокой чувствительности 
и использования специфических антител к данному 
полисахариду, однако готовые наборы или коммер-
чески доступные антитела к фукоидану отсутствуют.

Наиболее доступными и специфичными мето-
дами определения в биоматериале концентрации 
антикоагулянтов (гепарина и других соединений, 
обладающих противосвертывающей активностью, 
к которым относится фукоидан) являются коагу-
лологические методы (основаны на способности 
антикоагулянта удлинять время свертывания плаз-
мы крови, в частности активированного частично-
го тромбопластинового времени) и хромогенный 
метод (основан на измерении остаточной амидо-
литической активности фактора Ха после катали-
зируемой антикоагулянтом инактивации их анти-
тромбином III, AT III)7 [23]. Хромогенный метод 
точнее и значительно чувствительнее по сравнению 
с коагулологическим тестированием. Именно та-
кой аналитический подход применен при изучении 
фармакокинетики и/или биоэквивалентности ге-
паринсодержащих препаратов [2–7] согласно реко-
мендациям8 [1].

Хромогенный метод основан на способности 
комплекса AT III–антикоагулянт нейтрализовать 
активированный фактор Xa. Фукоидан, как и гепа-
рин, обладает ингибирующим действием на фак-
тор свертывания Xa, поэтому активность фукои-
дана в плазме можно определить, добавляя к ней 
избыток AT III и фактора Xa. При этом происходит 
ингибирование фактора Xa комплексом АТ III–фу-
коидан пропорционально его количеству в плазме. 
Оставшееся количество фактора Xa катализирует 
отщепление п-нитроанилина от синтетического 
хромогенного субстрата. Абсорбция свободного 
п-нитроанилина, определяемая спектрофотоме-
трическим методом при длине волны 405  нм, об-
ратно пропорциональна анти-Ха активности (и со-
ответственно количеству) фукоидана в испытуемой 
пробе. 

В ходе in vitro экспериментов с раствором суб-
станции фукоидана и модельными смесями ин-
тактного биоматериала (плазмы крови крыс) с до-
бавками аналита получены убывающие линейные 
зависимости оптической плотности растворов 
от концентрации фукоидана, соответствующие 

6	 Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. I. М.: Гриф и К; 2013.
7	 Берковский АЛ, Сергеева ЕВ, Суворов АВ, Мелкумян АЛ, Козлов АА, Нешкова ЕА, Яровая ГА. Методы определения активности 
гепарина: учебно-методическое пособие. М.: РМАПО; 2015. 
8	 Guidance for industry. Exposure-response relationships — study design, data analysis, and regulatory. 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). 2003. 
	 Guideline on non-clinical and clinical development of similar biological medicinal products containing low-molecular-weight-heparins. 
EMEA/CHMP/BMWP/118264/2007 Rev. 1. 2017. 
	 Правила проведения исследований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза. 2016. 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D1%83%D1%80%D1%8B%D0%B5_%D0%B2%D0%BE%D0%B4%D0%BE%D1%80%D0%BE%D1%81%D0%BB%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D1%83%D1%80%D1%8B%D0%B5_%D0%B2%D0%BE%D0%B4%D0%BE%D1%80%D0%BE%D1%81%D0%BB%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%98%D0%B3%D0%BB%D0%BE%D0%BA%D0%BE%D0%B6%D0%B8%D0%B5
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данным литературы [21], и подобные зависимо-
сти, получаемой при анализе плазм-калибраторов 
с известным содержанием (активностью) гепарина 
(рис. 1).

Следует отметить, что область линейности за-
висимости аналитического сигнала от концен-
трации для фукоидана, как и для гепарина, от-
личается достаточно узким интервалом, выход 
за пределы линейности приводит к существенным 
ошибкам определения количества фукоидана. 
Таким образом, для каждого анализируемого об-
разца необходимо подбирать разбавление таким 
образом, чтобы концентрация аналита находи-
лась в пределах линейного диапазона методи-
ки, что повышает трудоемкость аналитического 
этапа анализа биопроб. Отметим также, что со-
гласно инструкции к набору реагентов9 рекомен-
довано использовать один уровень разбавления 
проб (в 5 раз) при анализе образцов плазмы крови 
человека, оптимизированный согласно средним 
определяемым значениям (0,1–0,3 анти-Ха ед./мл 
при введении гепарина в профилактических це-
лях; 0,3–0,7 анти-Ха ед./мл при введении гепари-
на в терапевтических целях), который не учитыва-
ют при построении калибровочной зависимости. 
При работе с образцами, полученными от лабо-
раторных животных, потребовались иные уровни 
разбавления проб (в  2–4  раза), что повлекло не-
обходимость изменения алгоритма построения 
калибровочных зависимостей. Для исключения 
применения дробных коэффициентов при по-
строении зависимостей использовали активности/
концентрации в реакционных смесях с учетом 

разбавления проб. Такого рода эксперименталь-
ные особенности необходимо принимать во вни-
мание при применении обсуждаемых подходов.

Важным, с нашей точки зрения, является пере-
ход от выражения активности/концентрации пре-
парата в единицах активности (анти-Ха ед./мл, 
МЕ/мл и т.п.) к массовым концентрациям (мкг/мл 
и т.п.). Первый вариант (выражение в единицах ак-
тивности) традиционно применяют при использо-
вании ферментативных реакций в целом и в работах 
по фармакокинетике гепаринсодержащих препара-
тов в частности (например, [2–7]). Второй подход 
(выражение в массовых концентрациях) более при-
вычен для классических работ и руководств по оцен-
ке фармакокинетики различных лекарственных 
препаратов (например,10). Результаты по оценке ак-
тивности экспериментальных проб могут быть вы-
ражены в массовых концентрациях анализируемого 
препарата на основании пересчета с использовани-
ем соответствующих зависимостей. Для расчетов 
концентрации фукоидана в анализируемых пробах 
различного биоматериала была построена зависи-
мость концентрации фукоидана от анти-Ха актив-
ности калибровочных растворов (модельных сме-
сей) с плазмой крови и получено соответствующее 
линейное уравнение (рис. 2). С нашей точки зрения, 
такой подход более корректен для сложных по со-
ставу объектов природного происхождения.

Методики оценки фукоидана в различных ви-
дах биоматериала лабораторных животных (крыс) 
по корреляции концентрации фукоидана в био-
материале и анти-Ха активности были валидиро-
ваны согласно общепринятым рекомендациям11 
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Рис. 1. Примеры зависимости оптической плотности реакционной смеси от: (а) концентрации гепарина в плазмах-
калибраторах (у = –0,1282x + 0,2057, коэффициент корреляции r = 0,9957), (b) концентрации фукоидана в плазме  
(у = –0,8932x + 0,2754, коэффициент корреляции r = 0,9956)

Fig. 1. Examples of correlation between absorbance of the reaction mixture and (a) heparin concentration in the plasma control samples 
(у = –0.1282x + 0.2057, correlation coefficient r = 0.9957), (b) fucoidan concentration (у = –0.8932x + 0.2754, correlation coef-
ficient r = 0.9956)

a b

9	 Инструкция к набору реагентов для определения анти-Ха активности гепарина оптическим методом (Реахром-гепарин)  
по ТУ 9398-032-05595541-2011. http://renam.ru/reaxrom-geparin 
10	Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Часть 1. М.: Гриф и К; 2012. 
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и применены для оценки результатов фармакокине-
тического эксперимента [8, 9].

Предложенный аналитический подход позво-
лил изучить параметры фармакокинетики фукоидана 
у крыс при однократном пероральном введении в дозе 
100 мг/кг и однократном и многократном накожном 
нанесении в дозах 50, 100 и 150 мг/кг [8, 9]. Полученные 
результаты позволили подтвердить системную доступ-
ность препарата, определить абсолютную биодоступ-
ность (по сравнению с результатами, полученными 
при внутривенном введении субстанции) и оценить 
его распределение в органах и тканях [8, 9].

Экстракт гонад морских ежей и оценка его содер-
жания по ингибированию активности специфического 
фермента

На примере анализа экстракта гонад морских 
ежей [10] были протестированы несколько анали-
тических подходов к оценке фармакокинетики: 
оценка содержания токоферолов и каротиноидов 
(методом ВЭЖХ-УФ); оценка содержания суммы 
жирных кислот (методом тонкослойной хромато-
графии (ТСХ) с денситометрическим детектирова-
нием); оценка уровней содержания триглицеридов 
и холестерина (с использованием автоматического 
биохимического анализатора), а также определение 
концентрации экстракта по активности фермента 
ДПП-4 (методом ИФА).

Выбор фермента ДПП-4 в качестве марке-
ра для оценки фармакокинетики экстракта гонад 
морских ежей основан на данных о его фармако-
логическом действии и ингибирующей активности 
в отношении данного фермента [24, 25]. В ходе экс-
периментов in vitro (с модельными пробами плазмы 
крови с добавками экстракта гонад морских ежей) 
выявлена способность экстракта гонад морских ежей 
ингибировать активность фермента ДПП-4, корре-
лирующая с его концентрацией в образцах, что по-
зволяет рассчитать содержание экстракта в пробах 
плазмы крови на основании изменения активности 
фермента ДПП-4. Дозозависимое изменение ак-
тивности ДПП-4 в плазме крови наблюдали в ши-
роком диапазоне концентраций (1,9–2200 мкг/мл);  
для линеаризации полученной зависимости исполь-
зовали логарифмическое преобразование logit-log. 
Этот вид преобразований позволил линеаризовать 
зависимость для максимально широкого диапазона 
концентраций (1,9–710 мкг/мл) [10]; при примене-
нии других математических моделей верхний предел 
количественного определения, входящий в область 
линейности, оказывался ниже.

Полученные результаты позволили перей-
ти к валидации методики, выполненной согласно 

общепринятым рекомендациям12, и применить ее 
для оценки результатов фармакокинетического экс-
перимента [10].

По результатам предварительного эксперимен-
та на кроликах традиционные подходы, основан-
ные на оценке содержания действующих веществ 
(каротиноидов, токоферолов, жирных кислот, 
триглицеридов, холестерина), оказались неэф-
фективными. Поскольку в экстракте не выявлено 
вещество (или группа веществ), преобладающее 
количественно, вклад каждой группы веществ 
в биологическую активность экстракта не установ-
лен, а ингибирующее действие в отношении фер-
мента ДПП-4 может быть обусловлено несколь-
кими группами действующих веществ, входящих 
в состав экстракта, оптимальным для оценки фар-
макокинетики оказался подход с использованием 
биомаркера [10].

Гликозилированный полипептид и оценка его со-
держания по биохимическому параметру

ГПП, выделенный из внутренних органов мор-
ских ежей, был охарактеризован методами верти-
кального гель-электрофореза в полиакриламидном 
геле, высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии с УФ-, МС- и рефрактометрическим детекто-
рами, рядом интегральных параметров (содержание 
белков, пептидов) и др. Поскольку точная структура 
соединения не установлена, применение хромато-
графических методов для определения концентра-
ции этого аналита в биоматериале затруднительно. 
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смесей) с плазмой крови (y = 0,1278x + 0,015, коэффициент 
корреляции r = 1)

Fig. 2. Correlation between fucoidan concentration (μg/mL) and 
anti-Xa activity of calibration solutions (model mixtures) with 
blood plasma (y = 0.1278x + 0.015, correlation coefficient r = 1)

11	РICH, Q2A, Harmonized tripartite guideline, text on validation of analytical procedures, IFPMA. Geneva; 1994. 
	 ICH, Q2B, Harmonized tripartite guideline, validation of analytical procedure: methodology, IFPMA. In: Proceedings of the International 
Conference on Harmonization. Geneva; 1996. 
 	 Guidance for industry: Bioanalytical method for validation. Rockville, MD, U.S.; 2018. 
 	 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP192217/2009. London; 2011. 
12	Там же. 
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Отсутствие готовых наборов или коммерчески до-
ступных антител к выделенному полипептиду дела-
ло невозможным применение метода ИФА для це-
лей исследования.

ГПП в экспериментах in vitro обладает выражен-
ной антирадикальной активностью в отношении 
DPPH-радикала, вызывает снижение фосфорили-
рования митогенактивированной протинкиназы 
(МАРК) p38 и дозозависимое увеличение фосфори-
лирования JNK2 концевой киназы, обладает инги-
бирующей активностью в отношении фермента ци-
клооксигеназы-2, а также противовоспалительным 
действием, установленным на моделях острого ви-
русного синусита и экспериментального подостро-
го бронхита [26–29]. Однако такие маркеры невоз-
можно использовать для оценки фармакокинетики 
ГПП на здоровых животных, так как их активность 
или концентрация изменяется только при развитии 
(моделировании) воспаления в организме.

Для определения ГПП в биоматериале апроби-
рован специфический подход, основанный на вы-
явленной корреляции концентрации гликозилиро-
ванного полипептида с одним из биохимических 
показателей крови. В ходе экспериментальных ис-
следований in vitro с использованием цельной крови 
и гомогенатов органов (печени, почек и слизистой 
оболочки носа) были определены с помощью биохи-
мических анализаторов активности ряда ферментов: 
щелочной фосфатазы (ЩФ), аланинаминотранс-
феразы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы (АСТ), 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ), g-глутаматтрансферазы 
(ГГТ). Дозозависимое изменение активности в до-
статочно широком диапазоне концентраций было 
получено только для фермента ЛДГ. Изменения ак-
тивности других ферментов были незначительны 
(около 20%) и не имели дозозависимости (рис. 3), 
поэтому был сделан вывод о специфическом воз-
действии ГПП на активность ЛДГ.

ЛДГ — внутриклеточный гликолитический фер-
мент, который участвует в обратимом превращении 
лактата в пируват и содержится в большинстве тка-
ней организма. Многие анестетики, нестероидные 
противовоспалительные средства, рентгенокон-
трастные соединения, антибактериальные и про-
тивогрибковые препараты вызывают повышение 
активности ЛДГ, а такие вещества, как амикацин, 
аскорбиновая кислота, гидроксимочевина, энала-
прил, метронидазол, противосудорожные препара-
ты, снижают активность данного фермента13.

Молекула ЛДГ представляет собой тетрамер, со-
стоящий из одного или двух типов субъединиц, обо-
значаемых как M (muscle) и H (heart). Активный центр 
содержит несколько аминокислотных остатков, наи-
более значимые аргинин-171, аргинин-109 и гисти-
дин-195, а также специальную подвижную петлю 
98-111; аргининовые фрагменты протонированы 
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Рис. 3. Корреляция между изменением активности фер-
ментов и концентрацией гликозилированного полипептида 
в модельных пробах плазмы крови (а), гомогенатов печени 
(b) и гомогенатов почек (c) (ЛДГ — лактатдегидрогеназа, 
АСТ — аспартатаминотрансфераза, АЛТ — аланинамино-
трансфераза, ЩФ — щелочная фосфатаза)

Fig. 3. Correlation between changes in enzyme activities and 
glycosylated polypeptide concentrations in (a) model samples 
of blood plasma, (b) liver homogenates, and (c) kidney 
homogenates (LDH—lactate dehydrogenase, AST—aspartate 
aminotransferase, ALT—alanine aminotransferase, ALP—
alkaline phosphatase)

a

b

c

13	Fischbach FT, Dunning MB. A manual of laboratory and diagnostic tests. 8th ed. Lippincott Williams & Wilkins; 2008.  
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(H+) и могут взаимодействовать с COO–-группами 
субстратов [30]. Различия между активными центра-
ми двух субъединиц заключаются в замене аланина 
(в М-цепи) глутамином (в Н-цепи) [31]. Существует 
5 изофром ЛДГ14; общая каталитическая активность 
фермента убывает в ряду: почки, сердце, скелетные 
мышцы, поджелудочная железа, селезенка, печень, 
легкие, сыворотка крови. Изоформы ЛДГ-4 и ЛДГ-5 
(М-типы ЛДГ) работают эффективно в анаэробных 
условиях, ЛДГ-1 и ЛДГ-2 (Н-типы)  — в аэробных, 
когда пируват быстро окисляется до СО

2
 и Н

2
О, 

а не восстанавливается до молочной кислоты [31].
В клинической практике уровень ЛДГ может 

являться важным и специфическим маркером тка-
невой деструкции. При заболеваниях, сопрово-
ждающихся повреждением тканей и разрушени-
ем клеток, активность  ЛДГ в крови повышается15. 
Однако умеренное увеличение уровня ЛДГ в крови 
(в 2–2,5  раза) может происходить при увеличении 
проницаемости клеточных мембран без их разруше-
ния. В модельных пробах крови и гомогенатов пече-
ни и почек мы не наблюдали гемолиза и повышения 
активности ферментов АСТ и АЛТ (т.е. не происхо-
дило деструкции тканей). 

ЛДГ может регулироваться аллостерически. 
Этот тип регуляции является одним из основных 
для ферментов, имеющих доменную структуру; из-
менение конформации может являться обратимой; 
в некоторых бактериях (E. coli, Bifidobacterium longum 
и др.) данный тип регуляции фермента может быть 
активирован фруктозо-1,6-дифосфатом [32, 33]. 
Изоформа ЛДГ-5, выделенная из мышц кролика, 
является аллостерическим ферментом, в то время 
как ЛДГ-1 из того же источника — нет [34].

ГПП может быть положительным аллостериче-
ским активатором ЛДГ и может активировать изме-
нение конформаций различных субъединиц и/или 
изоформ фермента. Преобладание тех или иных 
изоформ в разных органах и тканях определило 
разнонаправленность изменений активности ЛДГ 
под влиянием ГПП (рис. 3) и необходимость вы-
полнения экспериментов in vitro с модельными про-
бами с добавками ГПП с различными видами био-
материала, отбор и анализ которых планировался 
при изучении фармакокинетики ГПП.

На основании данных, полученных в экспери-
ментах с модельными пробами плазмы крови с до-
бавками ГПП в широком диапазоне концентраций, 
выявлена линейность зависимости аналитического 
сигнала от концентрации ГПП в более узком диапа-
зоне концентраций 0,01–7,05 мкг/мл (рис. 4).

Полученные результаты позволили валидиро-
вать методику анализа ГПП в плазме лабораторных 
животных согласно рекомендациям16, адаптировать 
и ревалидировать ее для анализа органов и тканей 
и применить для определения концентрации целе-
вого аналита в биопробах, полученных при выпол-
нении фармакокинетического эксперимента [11].

Отметим, что при планировании и выполнении 
экспериментальной работы (in vivo) в эксперимент 
сначала были включены две группы животных (одна 
группа крыс и одна группа кроликов), которым пре-
парат был введен в максимальной из планируемых 
к изучению доз (200 мкг/кг). По результатам этой 
работы была установлена системная доступность 
препарата, далее в эксперимент были включены 
остальные группы животных. Такая последователь-
ность позволила минимизировать количество за-
действованных в эксперименте животных, соблю-
сти принципы гуманности и биоэтики — принцип 
«трех R». Предложенный аналитический подход 
позволил выполнить весь объем исследований, не-
обходимый для оригинального препарата17 [35]: 
определить параметры фармакокинетики ГПП 
при однократном интраназальном введении крысам 
в трех дозах, установить линейность фармакокине-
тики в исследованном диапазоне доз, оценить аб-
солютную биодоступность (на основании сопостав-
ления данных с результатами после внутривенного 
введения), распределение по органам и тканям, на-
личие некоторой кумуляции при многократном 

14	Северин EC, ред. Биохимия: Учебник для вузов. М.: ГЭОТАР-Медицина; 2003.  
15	Fischbach FT, Dunning MB. A manual of laboratory and diagnostic tests. 8th ed. Lippincott Williams & Wilkins; 2008.  
16	ICH, Q2A, Harmonized tripartite guideline, text on validation of analytical procedures, IFPMA. Geneva; 1994. 
 	 ICH, Q2B, Harmonized tripartite guideline, validation of analytical procedure: methodology, IFPMA. In: Proceedings of the International 
Conference on Harmonization. Geneva; 1996.
 	 Guidance for industry: Bioanalytical method for validation. Rockville, MD, U.S.; 2018. 
 	 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP192217/2009. London; 2011. 
17	Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Часть 1. М.: Гриф и К; 2012.  
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Рис. 4. Зависимость изменения активности лактатдеги-
дрогеназы от концентрации гликозилированного полипепти-
да в плазме крови крыс

Fig. 4. Correlation between changes in lactate dehydrogenase 
activity and glycosylated polypeptide concentration in rat plasma
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введении, а также выведение с двумя видами экс-
кретов, линейность и абсолютную биодоступность 
при введении кроликам (рис. 5, табл. 1). 

Фармакокинетические кривые и значения 
фармакокинетических параметров, полученные 
на основании подхода с применением биомарке-
ра, вполне соответствовали общим закономерно-
стям, характерным для выбранных путей введения. 
Так, при внутривенном введении максимальную 
концентрацию действующего вещества наблюда-
ли на первой временнóй точке, далее фиксирова-
ли достаточно интенсивное снижение плазменной 
концентрации аналита [11]. При интраназальном 

введении и крысам, и кроликам наблюдали дозо-
зависимый подъем фармакокинетической кривой, 
отражающий всасывание и поступление препарата 
в кровь, максимум (около 0,7–1 ч) и постепенное 
снижение концентрации в плазме крови, отража-
ющее выведение действующего вещества из си-
стемного кровотока (рис. 5). В то же время в орга-
ны и ткани препарат поступал не одновременно, 
а по мере распределения по организму  — наи-
меньшее время достижения максимальной кон-
центрации (около 0,9  ч) получено для слизистой 
носа, являющейся в данном случае местом вве-
дения, а наибольшее (около 3,6 ч)  — для печени, 

Таблица 1. Фармакокинетические параметры гликозилированного полипептида после введения крысам (по данным 
[11]) и кроликам
Table 1. Pharmacokinetic parameters of glycosylated polypeptide after administration to rats (according to [11]) and rabbits

Биоматериал
Biosample

Путь введения
Route of  

administration

Доза, 
мкг/кг
Dose,  
μg/kg 

Параметр (среднее ± стандартная ошибка, число животных n = 5 для крыс  
(на временную точку), n = 6 для кроликов)

Parameter (mean ± standard error, number of animals: n = 5 for rats (per time point), 
n = 6 for rabbits)

С
max

, мкг/мл (μg/mL) Т
max

, ч (h) AUC
0-24

, ч×мкг/мл 
(h × μg/mL) MRT, ч (h) Т

1/2
, ч (h)

Крысы (Rats)

Плазма крови
Blood plasma и/н (IN) 50 2,90 ± 0,35 0,67 ± 0,08 3,93 ± 0,73 1,54 ± 0,14 0,77 ± 0,14

Плазма крови
Blood plasma и/н (IN) 100 4,15 ± 0,66 0,75 ± 0,00 7,14 ± 2,25 5,58 ± 2,04 3,53 ± 1,34

Плазма крови
Blood plasma и/н (IN) 200 6,22 ± 0,62 0,70 ± 0,04 12,64 ± 2,44 4,62 ± 1,88 4,03 ± 1,59

Плазма крови
Blood plasma и/н (IN) 100* 6,99 ± 1,32 1,00 ± 0,50 22,98 ± 12,68 60,04 ± 21,9 3,70 ± 1,63

Плазма крови
Blood plasma в/в (IV) 100 – – 8,87 ± 1,59 1,11 ± 0,26 0,80 ± 0,17

Слизистая носа
Nasal mucosa

и/н (IN) 100

53,66 ± 8,01 0,85 ± 0,14 248,75 ± 24,45 8,00 ± 4,53 4,46 ± 3,03

Печень
Liver 0,73 ± 0,20 1,60 ± 0,55 2,40 ± 0,71 7,40 ± 7,46 4,48 ± 5,26

Почки
Kidney 0,98 ± 0,37 3,60 ± 0,89 3,50 ± 1,85 8,07 ± 3,36 6,42 ± 2,91

Селезенка
Spleen 2,53 ± 0,70 2,40 ± 0,89 28,90 ± 7,24 10,20 ± 2,28 6,48 ± 2,09

Мышцы
Muscle 1,74 ± 1,28 1,85 ± 2,33 12,98 ± 9,05 8,18 ± 5,42 4,98 ± 3,38

Надпочечники
Adrenal glands 2,67 ± 1,17 2,40 ± 0,89 27,06 ± 6,73 21,42 ± 8,30 14,69 ± 5,89

Кролики (Rabbits)

Плазма крови
Blood plasma и/н (IN) 50 3,44 ± 0,57 1,00 ± 0,00 7,65 ± 0,48 4,63 ± 1,39 4,63 ± 1,39

Плазма крови
Blood plasma и/н (IN) 100 3,89 ± 0,44 1,04 ± 0,20 14,89 ± 1,60 7,04 ± 1,35 7,04 ± 1,35

Плазма крови
Blood plasma и/н (IN) 200 4,31 ± 0,44 1,13 ± 0,18 19,70 ± 2,37 9,53 ± 1,26 4,63 ± 1,39

Плазма крови
Blood plasma в/в (IV) 100 – – 16,42 ± 1,83 2,92 ± 0,23 2,17 ± 0,23

Примечание. С
max

  — максимальная концентрация, для органов,— мг/г, Т
max 

— время достижения максимальной концентрации, 
AUC

0-24
 — площадь под кривой «концентрация–время», для органов — ч×мкг/г, MRT — среднее время удержания, Т

1/2 
—

 
период полу-

выведения, и/н — интраназально, в/в — внутривенно; «–» — не определяют для внутривенного введения.
Note. С

max
—maximum concentration (in mg/g for organs), Т

max
—time to maximum concentration, AUC

0-24
—area under the concentration-

time curve (h×μg/g for organs), MRT—mean residence time, Т
1/2

—half-life, IN—intranasal administration, IV—intravenous administration;  
— not determined for intravenous administration.
* Многократное введение 3 раза в день в дозе 100 мкг/кг в течение 7 дней.
* Repeated administration 3 times a day at a dose of 100 μg/kg for 7 days.
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отвечающей за метаболизм лекарственных веществ 
(табл.  1). Такого рода закономерности подтверж-
дали корректность выбора биомаркера для оценки 
фармакокинетики ГПП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, применение биомаркеров и рас-
чет концентраций препарата на основании соответ-
ствующих корреляций целесообразны для изучения 
фармакокинетики лекарственных препаратов при-
родного происхождения сложного гетерогенного 
или неустановленного состава, в том числе кинети-
ки их всасывания, распределения и элиминации.

Предложенный подход (применение биомарке-
ров для оценки фармакокинетических параметров) 
является одним из способов решения проблемы 
оценки фармакокинетики уже зарегистрирован-
ных и успешно применяемых препаратов сложно-
го гетерогенного или неустановленного состава. 
Применение данного подхода позволяет оценить 
все основные фармакокинетические параметры  — 
максимальную концентрацию (C

max
), площадь 

под фармакокинетической кривой (AUC), время 
достижения максимальной концентрации (T

max
), 

период полувыведения (T
1/2

), среднее время удер-
жания (MRT); охарактеризовать фармакокинетику 
препарата; показать ее линейность в изученном диа-
пазоне доз; оценить распределение в ткани и орга-
ны, и др. Таким образом, с помощью обсуждаемого 

подхода возможно решить основные задачи фарма-
кокинетических исследований.
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