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В статье описана методика анализа веществ на принадлежность к субстратам 

гликопротеина-P (Pgp) на самках кроликов породы Шиншилла, которая заключа-

лась в оценке фармакокинетики маркерного субстрата белка-транспортера (фексо-

фенадина) до и после введения его индуктора (рифампицин, 20 мг/кг массы два раза 

в день) и ингибитора (верапамил, 20 мг/кг три раза в сутки). Показано, что введение 

верапамила вызывает накопление фексофенадина в организме кроликов, а рифам-

пицина – существенно не влияет на фармакокинетику препарата, что не позволяет 

использовать для разработанного метода анализа. Таким образом, определение при-

надлежности веществ к субстратам Pgp целесообразно проводить на самцах. 

Ключевые слова: гликопротеин-P, кролики-самки породы Шиншилла, фексофена-
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The article describes the method of analysis of drugs belonging to the substrates of 

transporter P-glycoprotein (Pgp) on female Chinchilla rabbits which consisted in assess-

ment of pharmacokinetics of a transporter-protein marker substrate (fexofenadine) before 

and after the introduction of its inductor (rifampicin 20 mg/kg of weight twice a day) and 

inhibitor (verapamil, 20 mg/kg three times a day). It is shown that verapamil administra-

tion cause fexofenadine accumulation in the rabbits and rifampicin – did not significantly 

affect the drug pharmacokinetics, what doesn't allow to use for the developed analysis me-

thod. Thus, the definition of drugs belonging to the substrates of Pgp is advantageously 

carried out on male Chinchilla rabbits. 
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Гликопротеин-P (Pgp) представляет 

собой мембранный белок-транспортер с 

широким спектром субстратов, среди ко-

торых – большое число лекарственных 

средств. Его активность может изменяться 

под действием факторов как внешней, так 

и внутренней среды, что способно при-

вести к изменению фармакокинетики ле-

карственных веществ-егосубстратов [1, 2]. 

Разработка универсальной методики ана-

лиза принадлежности лекарственных ве-

ществ к субстратам данного белка-транс-

портера позволит прогнозировать фарма-

кокинетические взаимодействия между 

ними и препаратами-модуляторами ак-

тивности транспортера (Pgp). 

Разработанная нами методика осно-

вана на сравнении параметров фармако-

кинетики предполагаемого субстрата до и 

после 14-дневного перорального введения 

индуктора (рифампицина) и ингибитора 

(верапамила) данного белка-транспортера. 

Замедленное всасывание и ускоренная 

экскреция тестируемого вещества из ор-

ганизма на фоне введения индуктора Pgp 

и обратная динамика – на фоне введения 

ингибитора свидетельствует о его при-

надлежности к субстратом транспортера. 

В предварительном исследовании нами 

продемонстрирована адекватность данной 

методики на кроликах-самцах породы 

Шиншилла при использовании в качестве 

маркерного субстрата гистаминолитика III 

поколения – фексофенадина [3, 4, 5]. 

Однако в связи с выявленными нами 

гендерными различиями функционирования 

Pgp [4] целью данной работы явилась апро-

бация методики анализа принадлежности 

лекарственных веществ к числу субстратов 

Pgp на кроликах-самках породы Шиншилла. 

Материалы и методы 
Работа выполнена на 12 половозре-

лых кроликах-самках породы Шиншилла 

массой 3800-4500 г. Все манипуляции с 

животными проводились в соответствие с 

правилами лабораторной практики (При-

ложение к приказу Министерства здраво-

охранения и социального развития Россий-

ской Федерации от 23 августа 2010 г. 

708н). Животным однократно внутрижелу-

дочновводилифексофенадин (таблетки по-

крытые оболочкой Телфаст, 180 мг, Aventis 

Pharma, Италия) в дозе 67,5 мг/кг массы те-

ла с последующим забором кровив девяти 

временных точках (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12 и 24 

ч после введения) из ушной вены и ее цен-

трифугированием при 3000 об/мин в тече-

ние 10 мин. для получения плазмы. В плаз-

ме крови определяли концентрацию фексо-

фенадина методом ВЭЖХ [5]. 

Исследование проводили на высоко-

эффективном жидкостном хроматографе 

«Стайер» (Россия) с УФ-спектрофотомет-

рическим детектором UVV 104, петлевым 

краном-дозатором PEEK с петлей для вво-

да пробы объемом 100 мкл, аналитическим 

ручным инжектором для ввода пробы мо-

дели 7725i фирмы Rheodyne (США) при 

длине волны 220 нм. Использовалась об-

ращено-фазовая колонка с С18-эндкэппи-

рованием: Ultrasphere 4,6*250 мм (зерне-

ние 5 мкм) (BeckmanCoulter, США) с тер-

мостатированием при 45°С. Ввод проб в 

петлю хроматографа производили с помо-

щью шприца «Microsyringes» (Германия). 

Определение концентрации фексо-

фенадина в плазме выполняли методом 

абсолютной калибровки по высоте пика. 

Калибровочные растворы готовили путем 

добавления к интактной плазме крови 

кроликов рассчитанного объема раствора 

стандартафексофенадина гидрохлорида с 

концентрацией 10 мкг/мл. 

Экстрагирование фексофенадина из 

плазмы крови кроликов проводили следую-

щим образом: к 1,5 мл плазмы добавляли 

375 мкл 2 н. кислоты хлористоводородной, 

перемешивали на приборе «Vortex», а затем 

добавляли по 2 мл дихлорметана, этилацета-

та и диэтилового эфира и помещали на 10 

мин на встряхиватель для пробирок. После 

центрифугирования в течение 10 мин. при 

3000 об/мин органический слой переносили 

в колбы для упаривания и удаляли раствори-

тель с помощью роторно-вакуумного испа-

рителя. Сухой остаток растворяли в 300 мкл 

подвижной фазы, 100 мкл наносили на ко-

лонку хроматографа. 
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Элюирование выполняли подвижной 

фазой следующего состава: 133,7 мл би-

дистиллированной воды, содержащей 2,33 

мл ледяной уксусной кислоты и 0,936 мл 

триэтиламина, доведенной триэтилами-

ном до pH = 4,3 и 64 мл ацетонитрила. 

Время удерживания пика фексофенадина 

составляло12,31 мин. 

Калибровочная зависимость сигнала 

детектора от концентрации фексофенадина 

была определена в диапазоне концентраций 

100-1000 нг/мл по 6 точкам, для каждой точ-

ки было выполнено по 5 измерений.  

В последующем животных делили 

на две серии: первая (n = 6) получала ин-

дуктор Pgp – рифампицин [6] (капсулы 

Рифампицин, 150 мг, РУП «Белмедпрепа-

раты», Республика Беларусь) в дозе 20 

мг/кг дважды в день [7] в течение 14 дней, 

вторая серия (n = 6) получала ингибитор 

транспортера – верапамил [8] (таблетки, 

покрытые оболочкой, 80 мг, Валента 

Фармацевтика ОАО, Россия) в дозе 20 

мг/кг3раза в день аналогичным курсом с 

однократным введение также за 1 час до 

введения фексофенадина. Затем живот-

ным обеих серий снова вводилифексофе-

надин и анализировали его фармакокине-

тику. Эксперимент выполнялся «слепым 

методом». Введение препаратов, забор 

крови и ВЭЖХ-анализ выполняли разные 

исследователи после специальной марки-

ровки препаратов и проб крови для вы-

полнения условий «ослепления». 

Фармакокинетические параметры 

рассчитывали, используя модельно-

независимый метод, с использованием 

программы «Kinetica 5.0». 

Для статистической обработки дан-

ных применяли офисный пакет «Microsoft 

Office XP» и программу Statistica 7.0. Ха-

рактер распределения данных оценивали 

по критерию Шапиро-Уилка. Наличие ста-

тистически достоверных межгрупповых 

различий определяли по критерию Стью-

дента повторных измерений при нормаль-

ном распределении показателей, или кри-

терию Вилкоксона – для показателей, рас-

пределение которых отличалось от норма-

льного. Результаты считали достоверными 

при уровне значимости меньше 0,05. 

Результаты и их обсуждение 

Полученные результаты представле-

ны в таблицах 1 и 2. 

Курсовое введение кроликам индук-

тора Pgp – рифампицинане приводило к 

ожидаемым изменениям фармакокинетики 

маркерного субстрата транспортера – фек-

софенадина: максимальная концентрация 

(Сmax), площадь под фармакокинетической 

кривой «концентрация-время» (AUC0-

t,AUC0-) и другие параметры фармакоки-

нетики маркерного субстрата (время дос-

тижения максимальной концентрации 

(Тmax), общий клиренс (Cl) статистически 

значимо не изменялись (p>0,05). Имелась 

лишь незначительная тенденция к сниже-

нию среднего времени удерживания (MRT) 

фексофенадина на 40,2% (p = 0,098).
 

Таблица 1 

Фармакокинетические параметры фексофенадина  

до и после введения рифампицина 
 

Фармакокинетические  

параметры 

Интактные кролики  

(n=6) 

На фоне введения рифампицина  

(n=6) 

p 

Сmax,нг/мл 273,68±80,21 260,45±146,97 0,866 

AUC0-t,нг*ч/мл 2795,39±1242,62 2394,76±1718,74 0,609 

AUC0-,нг*ч/мл 3382,19±1516,61 2601,49±1796,80 0,421 

Тmax,ч 5,5 (1,0; 10,0) 4,5 (3,5; 6,0) 0,674 

МRT, ч 11,44±3,37 6,84±4,76 0,098 

Cl, л/ч 23,64±11,51 47,61±44,75 0,276 
 

Примечание: данные представлены в форме среднего арифметического и стандартного отклонения 

среднего арифметического (M±SD) в случае их нормального распределения и медианы, нижнего и верхнего 

квартилей (Med, lq, uq) – в случае распределения отличногоот нормального. 

http://www.24farm.ru/firms/55/
http://www.24farm.ru/firms/55/
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Таблица 2 

Фармакокинетические параметры фексофенадина  

до и после введения верапамила 
 

Фармакокинетические  

параметры 

Интактные кролики  

(n=6) 

На фоне введения верапамила  

(n=6) 

p 

Сmax,нг/мл 190,27 (146,77; 209,79) 243,82 (205,61; 326,69) 0,075 

AUC0-t,нг*ч/мл 1894,92±595,78 3742,15±1643,59 0,033 

AUC0-,нг*ч/мл 2519,48 (2254,36; 3133,39) 5139,81 (3229,94; 40973,46) 0,046 

Тmax,ч 5,5 (4,75; 7,0) 5,5 (4,25; 10,0) 0,854 

МRT, ч 14,77 (11,44; 21,69) 19,98 (9,92; 133,50) 0,345 

Cl, л/ч 26,41±7,41 14,53±14,11 0,092 
 

Примечание: данные представлены в форме среднего арифметического и стандартного отклонения 

среднего арифметического (M±SD) в случае их нормального распределения и медианы, нижнего и верхнего 

квартилей (Med, lq, uq) – в случае их распределения отличным от нормального способом. 

 

На фоне курсового введения вера-

памила наблюдалось достоверное повы-

шение площади под фармакокинетиче-

ской кривой концентрация-время (AUC0-t) 

на 94,5% (p = 0,033), иплощади под фар-

макокинетической кривой концентрация-

время (AUC0-) – на 104,0% (р = 0,046). 

По рекомендация FDA все новые ле-

карственные препараты в США подвер-

гаются тестированию на принадлежность 

к субстратам и ингибиторам Рgp. Соглас-

но данным рекомендациямисследования 

проводятся на культурах клеток, и лишь 

при положительных результатах invitro 

(выявление принадлежности вещества к 

субстрату или ингибитору) препарат под-

вергается анализу invivo.  

На наш взгляд, при оценке принад-

лежности лекарственных веществ к суб-

стратам Pgp в любом случае необходимо 

проводить доклиническое исследование 

invivo, так как в этом случае будет учтена 

возможность косвенного влияния препара-

та на функционирование транспортера 

(изменение гормонального фона человека 

или метаболических процессов). В качест-

ве биологической модели в подобных ис-

следованиях мы использовали кроликов по 

ряду причин: высокое сходство аминокис-

лотной последовательность транспортера 

кролика и человека [9], во многом анало-

гичный спектр модуляторов активности и 

лигандов у кролика и человека [10], а так-

же возможность неоднократного забора 

крови для построения фармакокинетиче-

ской кривой и использование одного и то-

го же животного в качестве контроля и 

опыта (связанные выборки животных). 

Продемонстрированная в данной ра-

боте незначительная динамика парамет-

ров фармакокинетикифексофенадинапос-

ле курсового введения рифампицинасви-

детельствует о болеенизкой чувствитель-

ности Pgp самок кроликов породы Шин-

шилла к регуляторным воздействиям, в 

частности к индукции.В связи с этим 

предпочтительно анализировать принад-

лежность лекарственных средств к суб-

стратам Pgp на самцах, что было проде-

монстрировано нами ранее [3, 4]. 

Выводы 

1. Курсовое введение кроликам-

самкам породы Шиншилла рифампицина 

не приводит к изменению фармакокине-

тических параметров маркерного субстра-

та Pgp – фексофенадина.  

2. Курсовое введение кроликам-

самкам породы Шиншилла верапамила 

приводит к возрастанию AUC0-tи AUC0-

фексофенадина. 

3. Анализ принадлежности лекарст-

венных веществ к субстратам Pgp пред-

почтительно проводить на самцах кроли-

ков породы Шиншилла. 
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