гипохолестеринемические свойства комплексного соединения симвастатина с глицирризиновой кислотой (симваглизина) в экспериментальных моделях 
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Гипохолестеринемические свойства симваглизина

Резюме

Синтезирован молекулярный комплекс симвастатина (СВ) с глицирризиновой кислотой (ГК) в соотношении 1:4, получивший наименование «симваглизин». Комплекс стабилен в водных и водно-спиртовых растворах при концентрациях ГК выше 0,2 мМ. In vitro  СВГ является бесконкурентным ингибитором 3-гидрокси-3-метил-глутарил-CoA-редуктазы (3-HMG-CoA-редуктазы), Ki = 94 нМ. СВГ обретает свойства ингибитора в результате цитохром Р 450-зависимого метаболизма – добавление в суспензию микросом метирапона в концентрации 1мМ полностью предотвращает ингибирование 3-HMG-CoA-редуктазы.  В концентрации 300 нМ СВ и СВГ в одинаковой степени подавляют синтез мевалоната - на   39,15 ±  8,27 и 38,85 ± 3,04 процента, соответственно. В условиях in vivo СВГ оказывает дозо-зависимый холестерин-снижающий эффект. Сила гипохолестеринемического эффекта СВГ в дозах, соответствующих в весовом эквиваленте 66 и 100 мг/кг/cутки симвастатина, равна той, что наблюдается для дозы 200 мг/кг/cутки собственно СВ. Снижение уровня общего ХС сыворотки крови составляет 7% и 9% (p<0,05) и 8% (p<0,05), соответственно.  Миотоксичность этих доз СВГ, оцениваемая по активности креатинфосфокиназы в сыворотке крови, была ниже, чем у СВ. У крыс, получавших СВ, этот показатель возрос на 79% (p<0,01), а у получавших СВГ  - на 30 и 36% (p<0,05). Увеличения активности в сыворотке крови маркеров гепатотоксичности аланин- и аспартатаминотрансферазы не наблюдалось ни с одним из препаратов. Полученные данные свидетельствуют о фармакологическом синергизме в результате комплексирования симвастатина с глицирризиновой кислотой и большей безопасности полученного комплекса в сравнении с исходным соединением. 


ВВЕДЕНИЕ

Гиперхолестеринемия (ГХС) играет ключевую роль в патогенезе сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) атеросклеротического генеза [1], заболеваемость и смертность от которых продолжают оставаться чрезвычайно высокими в России [2]. В связи с этим, при ишемической болезни сердца (ИБС) приоритетным является применение холестерин-снижающей терапии при уровнях общего холестерина (ХС) крови >5 ммоль/л и ХС липопротеинов низкой плотности (ЛНП-ХС) >3 ммоль/л [3]. На сегодняшний день, ингибиторы 3-гидрокси-3-метил-глутарил-СоА редуктазы (3-HMG-СоА редуктазы), так называемые статины, наиболее эффективны в отношении снижения уровня ЛНП-ХС и смертности от атеросклероза и ИБС [4]. Однако, у большинства статинов эффективная терапевтическая суточная доза, равная 20-80 мг, обусловливает возникновение нежелательных побочных эффектов – гепатотоксичности, миалгии, миопатии и в редких случаях - рабдомиолиза [5]. Поэтому актуальны поиск и создание новых статинов с более низкой суточной дозой, более безопасных, пролонгированного действия и эффективных в отношении снижения уровней атерогенного ХС. 

Одним из современных подходов к созданию новых лекарственных соединений является использование известных фармаконов в виде комплексов с природными комплексонами, в частности, с глицирризиновой кислотой. Ранее было продемонстрировано усиление лекарственного эффекта бутадиона, индометацина [6] и нифедипина [7] при использовании их в комплексах с  глицирризиновой кислотой (ГК).  
Целью настоящей работы было создание нового гипохолестеринемического средства путём образования комплекса глицирризиновой кислоты с известным ингибитором 3-HMG-СоА редуктазы симвастатином и изучение его ингибиторных свойств в отношении этого фермента in vitro и гипохолестеринемического эффекта у экспериментальных животных in vivo.


МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использованы дитиотрейтол (ICN, США), глюкозо-6-фосфат (ICN, США), глюкозо-6-фосфат дегидрогеназа (Sigma, США), NADPH (Gerbu, Германия), трис-гидроксиметиламинометан (Serva., Германия), ЭДТА-Na (Serva, Германия), MgCl2 (Serva, Германия), 3-гидрокси-3-метил-[3-14C]-глутарил-СоA (Amersham, Великобритания), DL-3-гидрокси-3-метил-глутарил-СоA (Fluka, Германия), другие реактивы квалификации ХЧ. 

Синтез комплекса симвастатина и глицирризиновой кислоты проводили путем смешивания водно-спиртовых растворов СВ и ГК в мольном соотношении 1:4. В качестве спирта использовались метанол либо этанол. Ввиду низкой растворимости компонентов в воде, первоначально приготавливались спиртовые растворы исходных соединений в концентрациях 10 мМ, которые затем разводились дистиллированной водой в объемном соотношении спирт-вода 1:5. Полученный препарат высушивали. Процесс комплексообразования СВ с ГК наблюдали с использованием методов ядерного магнитного резонанса (ЯМР спектрометр DPX-200 фирмы Bruker, резонансная частота на протонах 200 МГц) и электронной оптической UV-Vis спектроскопии (спектрофотометр UV-2401-PC).  О стехиометрии комплекса судили по зависимости изменения оптической плотности раствора симвастатина на длине волны 247 нм от концентрации ГК. Для исключения вклада поглощения самой ГК, ее спектр поглощения вычитался из суммарного спектра. Измерения проводились в водно-метанольной смеси (20% метанола) при концентрации СВ 0,1 мМ в кварцевой кювете. 

Эксперименты по оценке гипохолестеринемических свойств симваглизина выполнены на самцах крыс линии Вистар массой 180-200 г. Животные содержались в клетках по 5 шт. и имели свободный доступ к воде и пище, которой служила стандартная лабораторная диета. В течение недели животные адаптировались к условиям вивария. По завершении этого периода у них под эфирным наркозом забирали 1 мл крови из хвостовой вены (точка «0») и приступали к формированию экспериментальной гиперхолестеринемии. С этой целью 25 экспериментальных животных в течение 4 недель получали высокожировую холестериновую диету, широко используемую для развития ГХС с последующей оценкой ХС-снижающего эффекта различных соединений, в том числе статинов [8-10], которая содержала 3% ХС, 5% животного жира, 0,1% 6-N-пропил-2-тиоурацил (для подавления функции щитовидной железы) и 0,3% таурохолата (для улучшения всасывания ХС) [11, 12]. По истечении 4 недель, у животных, как описано выше, забирали кровь (точка «4 недели»). После этого животных вновь перевели на стандартную лабораторную диету и разделили на 5 групп по 5 крыс в каждой. Группа 1, без фармакологического воздействия, служила контролем. Группы со 2 по 5 в течение двух недель получали гипохолестеринемические соединения: группа 2 – симвастатин  в дозе 200 мкг/кг/сутки; группы 3, 4 и 5  – симваглизин  в дозах 400, 665 и 1000 мкг/кг/сутки, соответственно. В перерасчете на СВ, массовая доля которого в СВГ составляет 0,1 от молекулярной массы, эти дозы в 3, 4 и 5 группах соответствовали 40, 66 и 100 мкг/кг/сутки. По истечении двух недель у животных еще раз брали кровь из вены хвоста (точка «6 недель»). В ночь перед экспериментом животные лишались корма при сохранении доступа к воде.

Показатели липидного профиля сыворотки крови у крыс (общий ХС, ЛВП-ХС и ТГ) и активности в сыворотке аспартат-аминотрансферазы (АСТ), аланин-аминотрансферазы (АЛТ) и креатинфосфокиназы (КФК, фракция KK-Nac) определяли с использованием наборов «Biocon» (Германия) на биохимическом автоанализаторе "Labsystem" (Финляндия).

Крыс, использованных в экспериментах ингибированию 3-HMG-CoA симваглизином  in vitro, содержали только на стандартной лабораторной диете. Выделение микросом проводили общепринятым методом дифференциального центрифугирования в среде: 20 мМ Трис-HCl, рН 7.4, 0,15М KCl, ЭДТА 50мМ и дитиотрейтол 2мМ [13]. Конечный осадок – фракцию микросом – ресуспендировали в среде, содержащей 0,1 М KH2PO4 , 20% глицерин, рН 7,4. Концентрацию белка определяли методом Лоури. Микросомальный метаболизм 3-HMG-СоА проводили по описанию Kleinsek D.A. и соавт. [14] с небольшими модификациями. В среду инкубации: 0,1M KH2PO4, рН 7.0, 4mM DTT, 10mM ЭДТА, 10mM MgCl2, 1mM NADPH, 4mM Гл-6-Ф, 2 ЕD Гл-6-ФДГ, – добавляли суспензию микросом и 2 мин преинкубировали при комнатной температуре. Затем вносили равные объемы СВГ для создания конечных концентраций 75, 150, 300 и 600 нМ и NADPH-генерирующую систему и инкубировали 8 мин при температуре 37оС и постоянном встряхивании для наработки метаболита - ингибитора 3-HMG-CоА-редуктазы. После этого добавляли меченый субстрат 3-HМ[3-14C]G-CoA в конечных концентрациях 28 или 47 мкМ. Общий объем реакционной смеси составлял 100 мкл, содержание белка 0,24мг. Реакция продолжалась в течение 10 мин и останавливалась добавлением 10 мкл 2,4 М НСl и охлаждением реакционной смеси на льду.  Сравнение силы ингибирования 3-HMG-CоА-редуктазной реакции изучаемыми соединениями провели с эквимолярной по симвастатину концентрацией симваглизина, равной 300 нМ 

Подготовку проб к хроматографии начинали спустя 1 час после остановки реакции, необходимый для конверсии мевалоновой кислоты в форму лактона [15]. К пробам добавляли 1,5 мкл 10 М КОН для их частичной нейтрализации до величины рН 3,5-4,5. Пробы центрифугировали при 3000g в течение 5 мин. На колонку наносили 50 мкл надосадка. Разделение продукта (мевалоната) и субстрата (3-НМG-CoA) реакции проводили методом ион-парной обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии по методу Шарнаги  и соавт. [16] на колонке Нуклеосил С18 5 мкм 250 х 2 мм с предколонкой Vydac С18 30-40 мкм 30 х 2 мм. Мобильной фазой служил 53% водный раствор метанола (объем/объем) и 50 мМ тетрабутиламмоний фосфат, рН 5,1, Скорость потока – 150 мкл/мин. Детекцию осуществляли по поглощению на длине волны 254 нм. Для количественной оценки продукта реакции в виалы собирали 4-минутные хроматографические фракции. Содержимое виал высушивали в токе воздуха при комнатной температуре, сухой остаток растворяли в 7 мл диоксанового сцинтиллятора, содержащего ПОПОП 300 мг/л, ППО 7 г/л и нафталин 100 г/л. Измерения радиоактивности в пробах проводили на бета-счетчике Delta 300 (Голландия). Реконструкция радиохроматографической картины и ее совмещение с UV-регистрируемой картиной показало, что полное время выхода пика мевалоната укладывается с 4 по 8 мин хроматографии, а 3-HMG-СоА – с 20 по 28 мин.

Константы ингибирования рассчитывали в программе Excel. Статистическая обработка результатов проводилась в программе SPSS for Windows (версия 12.0) с применением критерия Стьюдента, корреляционного, линейного регрессионного анализов и дисперсионного анализа (One-Way ANOVA) с использованием критерия Даннета для множественного сравнения. Статистически достоверными считали различия с p<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Синтез и свойства симваглизина. «Симваглизин» (СВГ) является молекулярным комплексом симвастатина (СВ) с глицирризиновой кислотой (ГК) (рис. 1). На наличие связывания СВ и ГК указывало изменение в оптическом спектре поглощения СВ при смешивании их растворов (рис. 2). UV-VIS-спектрофотометрический анализ комплекса показал, что с увеличением концентрации ГК при его синтезе меняется форма спектра, максимум становится ниже и смещается в область коротких длин волн. (рис. 2). При малых концентрациях ГК (до 0,2 мМ) изменений в спектре поглощения не наблюдалось, в то время как при дальнейшем росте концентрации ГК происходило существенное изменение вида спектра (рис. 3). Для расчета констант стабильности и стехиометрии комплексов включения обычно применяется формула Бенеси-Хилдебранда (1) (Benesi-Hildebrand plot) [17-18]. В настоящей работе оценка констант стабильности комплекса СВ с ГК осуществлялась по изменению оптической плотности раствора СВ при его фиксированной концентрации с варьированием концентрации глицирризиновой кислоты. Формула (1) применима при выполнении определенных экспериментальных условий (концентрация фармакона меньше концентрации ГК). Это позволяет в рамках одного эксперимента не только оценить константу стабильности комплекса (К), но и определить стехиометрическое соотношение (n):

D/(D - 1 = 1/[ГК]n x 1/K                                 (1)      

где (D = (( x [СВ] – изменение оптической плотности раствора, а К – константа стабильности комплекса, определяемая для реакции: 
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Построение графика D/(D от 1/[ГК]n на участке роста (0.2 – 0.6 мМ ГК, Рис. 3) для различных значений параметра n дало линейную зависимость только для n = 4. Отсюда был сделан вывод, что в результате реакции комплексообразования образуется соединение состоящее из одной молекулы СВ и тетрамера ГК. Из наклона прямой D/(D от 1/[ГК]4 по формуле (1) была оценена константа стабильности комплекса,  К = 3*1014 М-4.

Еще один важный вывод, который следует из рисунков 2 и 3, связан с зависимостью структуры комплекса от концентрации ГК. На основании полученных результатов и известных литературных данных [18-23] можно сделать вывод, что в диапазоне концентраций от 0,2 до 0,8 мМ ГК образует циклические ассоциаты, состоящие из 2-4-х молекул ГК. Дальнейший сдвиг спектра поглощения комплекса в сторону коротких волн при больших концентрациях ГК (рис. 2) указывает на то, что с ростом концентрации ГК около 0.8 мМ и выше происходит укрупнение комплекса и изменение его стехиометрии. Данный результат хорошо согласуется с результатами по измерению динамической вязкости водно-этанольных растворов ГК [19], которая скачком увеличивается при [ГК] = 0,1 мМ и 0,8 мМ с дальнейшим плавным увеличением, что связывается с ростом ассоциатов, причем положение точек перегиба зависит от содержания спирта в растворе. Аналогичные резкие изменения физических параметров образующих комплекс соединений в этих точках наблюдались при построении диаграммы растворимости блокатора кальциевых каналов нифедипина [20], а также флюоресценции каротиноидов [18] от концентрации ГК. Недавно в работе Корниевской с соавт. [21] по изменению времен спин-спиновой релаксации Т2 протонов ГК было продемонстрировано образование мицелл ГК при ее концентрации выше 0.8 мМ. Гипотеза о мицеллообразовании получила подтверждение и в работе японских авторов, исследовавших процессы мицеллообразования водорастворимых производных глицирризина, в частности его сульфатов натрия [24]. 


Вопрос о том, какие функциональные группы ГК участвуют в комплексообразовании, решали с помощью измерения спектров протонного магнитного резонанса (ПМР) комплексов СВ с ГК. В спектре ПМР раствора ГК при добавлении СВ наблюдались сдвиги линий протонов ГК, ближайших к карбонильной группе, расположенных в центральной части молекулы, что указывает на участие карбонильной группы ГК в образовании комплекса с СВ. Кроме того, изменения в положении линий ПМР наблюдались и для протонов СВ при двойных связях, что позволило предположить включение СВ в комплекс именно этим фрагментом (Рис. 1). Отметим, однако, что метод ЯМР, часто применяемый для анализа комплексов с циклодекстринами [25-27], оказался малоинформативным для изучения комплексов глицирризиновой кислоты. Это связано как с низкой растворимостью ГК в водных растворах, так и с крайне незначительными сдвигами линий при комплексообразовании (1-3 Гц) по сравнению с таковыми для комплексов включения циклодекстринов (десятки Гц), наиболее часто используемых в фармакологии  [25-27]. Мы полагаем, что такая разница связана с открыто-цепным строением молекулы ГК. Изменения в химических сдвигах внутренних протонов циклодекстринов объясняются вытеснением молекул воды из внутренней полости при комплексообразовании, чего не происходит в случае комплексов ГК.

Таким образом, полученное соединение является молекулярным комплексом СВ с ГК в соотношении 1:4, которое стабильно в растворе при концентрациях ГК выше 0.2 мМ. Отметим, что полученные нами ранее данные [18, 28] указывают на стабильность комплексов глицирризиновой кислоты не только в водном растворе, но и в других органических растворителях: метанол, этанол, ацетонитрил, ДМСО. Этим комплексы ГК выгодно отличаются от комплексов включения циклодекстринов. 

Ингибирование 3-HMG-CoA редуктазы симваглизином. Известно, что СВ подвергается превращениям в многочисленные продукты. С участием эстераз или путем неферментативного гидролиза образуется гидрокси-кислота симвастатина [29, 30], являющаяся более сильным ингибитором 3-HMG-CoA редуктазы, чем исходное соединение, и именно ей приписывают гипохолестеринемический эффект СВ. Кроме того, в результате главным образом цитохром Р450 3А4 и 3А5-зависимого метаболизма, СВ превращается в три основных (3`- гидрокси-СВ, 6`- гидрокси-СВ и 3`,5`- дигидродиол-СВ) и несколько минорных метаболитов, некоторые из которых также образуют гидрокси-кислоты, ингибирующие 3-HMG-CoA редуктазу [31]. С целью установить связь ингибиторных свойств синтезированного комплекса с предшествующим метаболизмом, нами были проведены эксперименты по ингибированию синтеза мевалоната в присутствии 300 нМ симваглизина и нарастающих концентраций метирапона - ингибитора цитохрома Р450. Результаты показали, что ингибирование уменьшается с увеличением концентрации метирапона и составляет без него 37,7%, при его концентрации 10 мкМ - 18,7% , и вовсе отсутствует при концентрации 1 мМ. Таким образом, СВГ обретает свойства ингибитора в результате цитохром Р450-, но не эстераза-зависимого метаболизма. 


Определение типа и константы ингибирования было проведено с использованием двух концентраций субстрата, равных 28 и 47 мкМ, и четырех концентраций СВГ, равных 75, 150, 300 и 600 нМ. Анализ типа ингибирования графическим методом Корниш-Боудена (рис. 5) в координатах «отношение концентрации субстрата к скорости реакции» – «концентрация ингибитора» дал величину Ki= 94,18 нM  и свидетельствовал о бесконкурентном типе ингибирования. 

Сравнение силы ингибирования 3-HMG-CoA-редуктазы симваглизином и симвастатином в концентрации 300 нМ, которая находится в интервале опубликованных величин IC50 для СВ от 100 до 300 нМ [32] показало, что оба соединения оказывают равный по силе эффект и подавляют реакцию на 39,15±8,27 (СВ) и 38,85±3,04(СВГ). 

Полученные в условиях in vitro результаты о том, что СВГ снижает и Km, и Vmax синтеза мевалоната, делали целесообразным оценки его возможного гипохолестеринемического эффекта  в условиях in vivo.

Гипохолестеринемическое действие у крыс. Результаты измерения показателей липидного профиля сыворотки крови у крыс показывают (табл. 1), что 4-недельное кормление крыс высоко жировой диетой привело к развитию выраженной ГХС: общий ХС возрос на 45% (p<0,01) по сравнению с исходным уровнем. Эффекты препаратов на основные показатели липидного профиля мы оценивали в динамике обратного развития гиперхолестеринемии в период после перевода животных на стандартную лабораторную диету. Чувствительность сравнений при этом возрастает в результате снижения вклада поступающего алиментарным путем холестерина. Можно видеть, что за две недели пребывания на стандартной диете уровень общего ХС крови достоверно снизился и в контрольной, и во всех экспериментальных группах (табл. 1). Сравнение опытных групп с контрольной показало, что у животных, получавших СВ в суточной дозе 200 мкг/кг уровень общего ХС крови ниже на 8% (p<0,05). Симваглизин оказывал дозо-зависимый эффект, и дозы 665 и 1000 мкг/кг/сутки, равные в весовом эквиваленте 66 и 100 мг СВ, приводят к достоверному снижению уровня общего ХС крови на 7% и 9% (p<0,05). Полученные результаты свидетельствуют о более выраженном у СВГ в сравнении с СВ гипохолестеринемическом эффекте в условиях in vivo, что создает возможность снижения его дозы, имея ввиду содержание симвастатина в симваглизине.

Содержание  ЛВП-ХС в крови у крыс после приема как СВ, так и СВГ повысилось на 3-5% (p>0,05), а уровень ТГ крови на  - 3-18% (p>0,05). Согласно данным других авторов,  статистически достоверные изменения этих показателей можно достигнуть при использовании доз СВ, на порядок превышающие использованные нами.  Так, симвастатин в суточной дозе 2,5-10 мг/кг в течение 4-6 недель у кроликов с ГХС повышает уровень ЛВП-ХС на 5-15% и снижает уровень ТГ на 10-30% [8, 33], причем в работе [33] статистическая достоверность не достигается. Оценки эффектов симвастатина у 4444 пациентов с ИБС показали, что уровень ЛВП-ХС повысился в среднем на 8% после приема доз СВ 20-40 мг/сутки [34]. Действие симвастатина на ТГ крови опосредованное и связано со снижением образования и секреции гепатоцитами ЛОНП, содержащих около 30% ТГ, и усилением связывания и катаболизма ремнантов ЛОНП апо-В,Е-рецепторами гепатоцитов [35, 36]. 

Гепато- и миотоксичность у крыс. Известно, что наряду с ценным терапевтическим гипохолестеринемическим эффектом статинам присущ ряд неблагоприятных свойств, среди которых выделяются гепато- и миотоксичность. Поэтому необходимо было оценить полученный комплекс и в этом отношении. Нами не выявлено какого-либо повышения уровней печеночных АСТ и АЛТ в крови в динамике эксперимента у крыс, получавших СВ и СВГ, что указывает на отсутствие гепатотоксичности препаратов в использованных дозах (таблица 2). Более того, ранее показан  гепатопротекторный эффект ГК, выражающийся в снижении активности трансаминаз и липидных пероксидов в гепатоцитах при воздействии таких токсикантов, как аллилформиат, галактозамин, четыреххлористый углерод [6]. Уровень активности креатинфосфокиназы в крови у крыс после двухнедельного воздействия исследуемыми препаратами повысился. У крыс, получавших СВ, этот показатель возрос на 79% (p<0,01), а у получавших СВГ  - на 30-36% (p<0,05). С учетом содержания СВ в симваглизине, можно констатировать сходство в силе миотоксического эффекта двух этих препаратов. Однако, более сильный гипохолестеринемический эффект обеспечивает большую безопасность симваглизина в сравнении с симвастатином.

Обсуждение

Как показано ранее, сам СВ является конкурентным ингибитором 3HMG-CoA-редуктазы [31, 37]. Структурную основу такого типа ингибирования составляет оккупация этим и другими статинами части участка связывания 3-HMG-CoA и затруднения его доступа к активному центру фермента[38]. Физико-химической основой изменения типа ингибирования с конкурентного, присущего СВ, на бесконкурентный, выявленный для СВГ, по-видимому, является увеличение размера комплекса в сравнении с исходной молекулой СВ и наличие несущих заряд функциональных групп у остатков глицирризиновой кислоты, что усиливает взаимодействие. Последнее, вероятно, проявляется увеличением времени распада комплекса «фермент-продукт» - кинетической основы бесконкурентного типа ингибирования [39]. Ожидаемым фармакокинетическим следствием этого должно быть замедление скорости элиминации комплекса в сравнении с симвастатином.

Принципиально важно, что ингибирующее действие СВГ на активность 3-HMG-СоА редуктазы in vitro сопоставимо по силе с симвастатином, а в условиях in vivo холестерин-снижающий эффект СВГ превосходит таковой у СВ. Это свидетельствуют о фармакологическом синергизме в результате комплексирования симвастатина с глицирризиновой кислотой. Аналогичные проявления комплексообразования  уже были показаны ранее на примере антиаритмических и гипотензивных препаратов [6, 7]. Исходя из химического строения СВГ, можно предположить большее, чем у СВ, число молекулярных мишеней, формирующих механизм его гипохолестеринемического эффекта in vivo. Вероятно, реализуются все присущие СВ фармакологические свойства: ингибирование 3-HMG-CoA-редуктазы, что приводит к снижению синтеза ХС в гепатоцитах; стимуляция синтеза апо-В,Е-рецепторов к ЛНП на плазматических мембранах гепатоцитов, увеличение захвата гепатоцитами ЛНП из крови и снижение уровня холестеринемии [40]; ингибирование синтеза апо-В в гепатоцитах и за счет этого снижение образования и секреции гепатоцитами ЛНП и липопротеинов очень низкой плотности (ЛОНП), усиление связывания и катаболизма ремнантов ЛОНП апо-В,Е-рецепторами к ЛНП [36]. Кроме этого, ГК сама по себе  обладает гиполипидемическими свойствами, являясь ингибитором активности фосфолипазы А2 [6]. Возможны также различия в фармакокинетике СВ и СВГ вследствие физико-химических различий и вытекающих из них различий в транспорте и биотрансформации, что требует специальных исследований. 

Таким образом, результаты работы позволяют сделать следующие выводы: 

1. Полученное соединение симвастатина с глицирризиновой кислотой (симваглизин) является молекулярным комплексом СВ с ГК в соотношении 1:4, стабильным в растворе при концентрациях ГК выше 0.2 мМ.

2. Симваглизин  является ингибитором HMG-CoA бесконкурентного типа. 

3. В эксперименте на крысах симваглизин проявил себя более эффективным и безопасным гипохолестеринемическим агентом в сравнении с симвастатином. 

Работа поддержана грантом ФЦНТП Минпромнауки РФ (тема № ИБ-37/02 по государственному контракту № 43.004.11.2535, 2004 г.) и Интеграционным проектом СО РАН и СО РАМН (№ 53, 2006-2008 гг.).

Эксперименты на животных проводились в соответствии с «Правилами проведения работ с использованием экспериментальных животных» (Приложение к приказу Министерства здравоохранения СССР от 12.08.1977 г., № 755). 
Таблица 1

Динамика изменения уровня общего ХС крови (ммоль/л, мг/дл) у крыс в эксперименте in vivo при приеме СВГ (M(m, здесь и в табл. 2)

	Точки забора крови
	Контроль
	СВ 200 мкг/кг/сутки
	СВГ 400 

(СВ 40) мкг/кг/сутки
	СВГ 665

(СВ 66) мкг/кг/сутки)
	СВГ 1000

(СВ 100) мкг/кг/сутки)

	0 недель
	2,52(0,10 ммоль/л, 97,4(4,1 мг/дл

	4 недель
	3,66(0,15 ммоль/л, 141,6(5,9 мг/дл   (+45%)

	6 недель
	2,78(0,13,

107,5(4,9*
	2,49(0,12,

96,5(4,4**
	2,66(0,12,

103,1(4,5**
	2,53(0,13,

98,1(4,7**
	2,46(0,10,

95,3 4,0**

	Абсолютная разница 
	-24%
	-32%
	-27%
	-31%
	-33%

	Разница с контролем
	
	-8%^
	-3%
	-7%^
	-9%^


Примечание: * - сравнение с данными 4 недель при p<0,05, ** - при p<0,01; 

^ - сравнение с контрольной группой при p<0,05.

Таблица 2

Динамика изменения уровня КФК крови (ЕД/л) у крыс в эксперименте in vivo при приеме СВГ

	Точки забора крови
	Контроль
	СВ 200 мкг/кг/сутки
	СВГ 400 

(СВ 40) мкг/кг/сутки
	СВГ 665

(СВ 66) мкг/кг/сутки)
	СВГ 1000

(СВ 100) мкг/кг/сутки)

	0 недель
	432,7(23,9

	4 недель
	373,1(21,6   (-14%)

	6 недель
	384,1(15,7
	667,6(26,0**
	501,0(19,7*
	484,6(21,0*
	506,4(21,8*

	Абсолютная разница 
	+3%
	+79%
	+34%
	+30%
	+36%

	Разница с контролем
	
	+76%^^
	+31%^#
	+27%^#
	+33%^#


Примечание: * - сравнение с данными 4 недель при p<0,05, ** - при p<0,01; 

^ - сравнение с контрольной группой при p<0,05, ^^ - при p<0,01;

# - сравнение с группой СВ при p<0,05.


ВЫВОДЫ:

1. Созданное новое комплексное соединение симвастатина с глицирризиновой кислотой - симваглизин - является ингибитором/проингибитором по бесконкурентному типу ГМГ-КоА-редуктазной реакции, приводя к ингибированию синтеза холестерина в микросомальной фракции печени крыс in vitro. Ингибирующий эффект у симваглизина in vitro не уступает таковому у симвастатина. В диапазоне константы ингибирования 100–300 нМ симваглизин ингибирует образование мевалоната на 37,7–42,0%. 

2. Симваглизин после 2 недель приема у крыс с гиперхолестеринемией в дозах, меньших в 2 и 3 раза по содержанию в нем симвастатина, вызывает снижение уровня общего ХС крови на 31-33%, сопоставимое с подобным снижением после приема симвастатина в терапевтической дозе. Гипохолестеринемический эффект у симваглизина in vivo выше такового у симвастатина.

3. Симваглизин после 2 недель приема у крыс с гиперхолестеринемией в дозах, меньших в 2-5 раз по содержанию в нем симвастатина, вызывает в 2,3 раза менее выраженное повышение уровня КФК крови, чем таковое после приема симвастатина в терапевтической дозе, что указывает на большую безопасность симваглизина in vivo в сравнении с симвастатином.
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Рисунок 1. Схема химического соединения «Симваглизин».
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Рисунок 2. Изменение спектра поглощения СВ в зависимости от концентрации ГК.


[image: image5.emf]0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

Изменение оптической плотности р-ра SV на 



 = 247 nm

от концентрации ГК. [SV] = 0.1 mM



 O.D.

[ГК] / mM

 эксперимент


Рисунок 3. Зависимость интенсивности поглощения СВ на длине волны 247 нм от концентрации ГК.
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Рисунок 4. Хроматограмма раствора 3-гидрокси-3-метил[3-14C]глутарил-СoA (Amersham Biosciences, UK). 1 - 3-гидрокси-3-метил[3-14C]глутарил-СoA, Х - пик свободного CoA. На колонку нанесены 100 мкл смеси: 1 мкл 1,2 мМ раствора стандарта 3НМ[3-14C]G-CoA, 45 мкл среды инкубации микросом, в которой проводился метаболизм, и 54 мкл Н2О.
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Рисунок 5. Графическое определение константы ингибирования ГМГ-КоА-редуктазы исследуемым соединением СВГ по методу Корниш-Боудена.
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