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 Контактное лицо: Ивкин Дмитрий Юрьевич. E-mail: dmitry.ivkin@pharminnotech.com

ORCID: Д. Ю. Ивкин – https://orcid.org/0000-0001-9273-6864; 
              А. Б. Зеленцова – https://orcid.org/0009-0006-2750-098X; 
              М. В. Краснова – https://orcid.org/0000-0001-8138-6408; 
              А. А. Карпов – https://orcid.org/0000-0003-0114-5896; 
              В. В. Пажельцев – https://orcid.org/0009-0008-1871-0680; 
              С. М. Напалкова – https://orcid.org/0000-0002-9216-8673; 
              И. И. Тернинко – https://orcid.org/0000-0002-2942-1015; 
              И. А. Титович – https://orcid.org/0000-0002-1343-4663; 
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Резюме
Введение. Комбинированная терапия хронической сердечной недостаточности (ХСН) является актуальной и важной 
стратегией лечения, поскольку она позволяет достичь улучшения прогноза, оптимального контроля симптомов 
заболевания и повышения качества жизни пациентов.
Цель. Сравнение эффективности производного малоновой кислоты этмабена, ингибитора натрий-глюкозного 
котранспортера эмпаглифлозина и их комбинаций с вариативностью стартового препарата при экспериментальной 
постинфарктной хронической сердечной недостаточности у крыс.
Материалы и методы. На модели постинфарктной хронической сердечной недостаточности, воспроизведенной 
перманентным лигированием левой коронарной артерии у крыс, методом эхокардиографического исследования была 
проведена сравнительная оценка монотерапии этмабеном (60 мг/кг) и эмпаглифлозином (1 мг/кг) с комбинированным 
режимом применения этих препаратов в течение 1 месяца. Оценка концентрации этмабена в миокарде проведена  
методом ВЭЖХ.
Результаты и обсуждение. Выявлен антагонизм между этмабеном и эмпаглифлозином, проявляющийся снижением 
эффекта комбинированной терапии по отношению к любому из компонентов, показано снижение концентрации 
производного малоновой кислоты в миокарде под действием ингибитора натрий-глюкозного котранспортёра 2-го типа.
Заключение. На основании полученных данных спланирован пул дополнительных исследований фармакокинетики и 
фармакодинамики этмабена.
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недостаточности в эксперименте. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2025;14(1). https://doi.
org/10.33380/2305-2066-2025-14-1-1998

© Ивкин Д. Ю., Зеленцова А. Б., Краснова М. В., Карпов А. А., Пажельцев В. В., Напалкова С. М., Тернинко И. И., 
    Титович И. А., Оковитый С. В., 2025
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Abstract
Introduction. Combination therapy of chronic heart failure (CHF) is an urgent and important treatment strategy, as it allows  
to achieve an improvement in the prognosis, optimal control of the symptoms of the disease and an increase in the quality  
of life of patients.
Aim. Comparison of the effectiveness of the malonic acid derivative ethmaben, the sodium-glucose cotransporter inhibitor 
empagliflozin and their combinations with the variability of the starting drug in experimental post-infarction chronic heart  
failure in rats.
Materials and methods. In a model of post-infarction chronic heart failure, reproduced by permanent ligation of the left  
coronary artery in rats, an echocardiographic study was used to compare etmaben and empagliflozin monotherapy with a 
combined regimen of these drugs. The concentration of etmaben in the myocardium was assessed by HPLC.
Results and discussion. Antagonism between etmaben and empagliflozin was revealed, manifested by a decrease in the  
effect of combination therapy in relation to any of the components, a decrease in the concentration of malonic acid derivative  
in the myocardium under the action of a type 2 sodium-glucose cotransporter inhibitor was shown.
Conclusion. Based on the data obtained, additional studies of pharmacokinetics and pharmacodynamics of etmaben were 
planned.
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на имеющиеся достижения в области 

изучения патогенеза и лечения хронической сердеч-
ной недостаточности (ХСН), данный клинический син-
дром остается одним из самых распространенных и 
тяжелых осложнений сердечно-сосудистых заболева- 
ний  [1, 2]. Многокомпонентная терапия хронической 
сердечной недостаточности, основанная на приме-

нении нескольких препаратов, каждый из которых  
имеет свои собственные механизмы действия, эффек-
тивна для пациентов со сниженной фракцией выбро-
са, обеспечивая значительные клинические преиму-
щества, включая снижение смертности [3]. Арсенал 
средств для лечения ХСН постоянно расширяется, не-
давно в клинические рекомендации были внесены 
глифлозины  [4]. В Санкт-Петербургском государствен-
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ном химико-фармацевтическом университете было 
синтезировано производное малоновой кислоты этма- 
бен (рисунок  1), прошедшее полный цикл доклини-
ческих исследований, показав в эксперименте выра- 
женную кардиотропную активность, и первую фазу 
клинических исследований. Кардиотропная эффек- 
тивность этмабена, возможно, является класс-эффек-
том, так как появляются свидетельства о том, что ма-
лонаты способствует пролиферации взрослых кар-
диомиоцитов и регенерации сердца [5]. Ранее были 
проведены исследования фармакокинетики этмабена  
на двух видах животных (крысы и кролики) и на здо- 
ровых добровольцах, однако измерение концентра-
ции проводили в биожидкостях – сыворотке крови  
и моче [6]. Исследование на животных позволяет оце-
нивать также распределение в органе-мишени.

Целью исследования явилось сравнение эффек-
тивности производного малоновой кислоты этмабе-
на, ингибитора натрий-глюкозного котранспортера  
2 типа эмпаглифлозина и их комбинаций с вариатив- 
ностью стартового препарата при эксперименталь- 
ной постинфарктной ХСН у крыс. 

Для достижения данной цели были поставлены 
следующие задачи:
1. Провести сравнительное изучение эффективно-

сти различных режимов терапии через 30, 60 и 
90 дней после формирования ХСН.

2. Оценить распределение этмабена в органе-мише-
ни  – миокарде крыс при монотерапии и при со-
вместном введении с эмпаглифлозином.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Крысы-самцы породы Brown Norway Catholic Rats  

были получены путем размножения в виварии ФГБОУ 
ВО СПХФУ, и в работе с ними соблюдались все био- 
этические нормы (протокол биоэтической комиссии 
RATS-HF-2023 от 06.03.2023) в соответствии с реко- 
мендациями Коллегии Евразийской экономической 
комиссии от 14 ноября 2023 г. № 33 «О Руководстве  
по работе с лабораторными (экспериментальными) 

животными при проведении доклинических (некли- 
нических) исследований».

Моделирование постинфарктной ХСН проводи-
ли по стандартной методике лигирования левой ко-
ронарной артерии [7]. Через месяц после перевяз-
ки животных вводили в наркоз [смесь «Золетила 50»  
(0,5  мг/кг массы тела, Virbac, Франция) и «Ксилази-
на» (0,05 мл/кг массы тела, Interchemie Werken «de 
Adelaar» BV, Нидерланды)] и осуществляли рандоми- 
зацию животных, исходя из значения фракции уко- 
рочения левого желудочка (ФУ ЛЖ), определяемой в 
ходе эхокардиографического исследования (ЭхоКГ), 
проводимого с использованием ультразвуковой сис- 
темы MyLab Touch SL 3116 (Esaote, Италия). Были 
сформированы 3 группы животных: группа № 1 – па-
тология без лечения (контроль, n = 10), животные 
группы № 2 получали эмпаглифлозин в дозе 1  мг/кг 
(n = 20), группы № 3 – этмабен в дозе 60 мг/кг (n = 20). 
Через месяц ежедневного перорального введения 
препаратов животных вновь вводили в наркоз по 
описанной ранее схеме и повторно оценивали ЭхоКГ. 
Животные группы № 2 были повторно рандомизи- 
рованы и разделены на 2 подгруппы: 2А – продол-
жали получать эмпаглифлозин, 2Б – с добавлением  
этмабена. Та же манипуляция была проведена с жи-
вотными группы № 3: 3А – продолжили получать  
этмабен, 3Б – с добавлением эмпаглифлозина. Пос- 
ле месяца терапии повторно проведено ЭхоКГ, все  
животные из групп 2Б и 3Б и 3  животных из груп-
пы 3А выводились из эксперимента для проведения 
скринингового фармакокинетического (ФК) анали-
за  – оценки распределения производного малоно-
вой кислоты в органе-мишени – миокарде. Далее, на  
протяжении последующего месяца, животные групп 
№ 1, 2А и 3А продолжали лечение, затем они вновь  
подвергались ЭхоКГ-исследованию и ФК-анализу. 
Схема эксперимента приведена на рисунке 2.

Объектом скринингового фармакокинетическо- 
го исследования служило сердце, полученное от 
здоровых экспериментальных животных и живот-
ных с целевой патологией. Оценка содержания  
этмабена в объекте исследования проводилась ме- 
тодом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ) с УФ-спектрофотометрическим де-
тектированием. Хроматографические условия были 
подобраны ранее при осуществлении аналитиче-
ской части фармацевтической разработки лекарст- 
венного средства, содержащего этмабен, в форме 
таблеток.

Хроматографические условия определения этма-
бена [8]: 

Колонка 250 × 4,6 мм, 5 мкм.
Сорбент – октадецилсиликагель 
Марка: Inertsil ODS-3 (Пр.: Pheno- 
menex, США)

Рисунок 1. Структурная формула этмабена

Figure 1. Structural formula of ethmaben
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Подвижная 
фаза

0,02% раствор Н3РО4 в воде деио-
низированной / ацетонитрил, гра-
диентное элюирование, уравнове-
шивание колонки 10 мин
Время 0,02 % Н3РО4 ацетонитрил
0 мин 85 % 15 %

20 мин 60 % 40 %
Скорость 
потока

1 мл/мин

Температура 
колонки

40 °C

Детектор УФ 270 нм
Объем 
пробы

10 мкл

Объем инжекции был увеличен до 100  мкл с  
целью повышения нижнего предела количественно-
го определения методики анализа, а также увеличе- 
но время хроматографирования с сохранением нак- 
лона градиентного элюирования. 

Для определения возможности применения ана- 
литической методики количественного определения  
содержания основного вещества в субстанции для 
целей биоаналитических исследований путем про-
ведения предварительной оценки по показателям  
«линейность», «предел количественного опреде- 
ления», «прецизионность» и «селективность». Пре-
дел количественного определения устанавливал-
ся путем последовательного разбавления модель-
ного раствора этмабена до достижения величины 
«сигнал – шум» не менее 10. На основании полу-
ченных данных была построена и оценена градуи-
ровочная кривая в диапазоне концентраций ПКО  – 
100 · ПКО. Оценку прецизионности проводили во 
всем диапазоне линейности для трех уровней кон-
центрации этмабена по значениям RSD времен  
удерживания и площадей пиков. Результаты предва-
рительной оценки пригодности методики представ-
лены в таблице 1

Рисунок 2. Схема проведения эксперимента. 
Примечание. ЭхоКГ – эхокардиографическое исследование; ФК-анализ – фармакокинетический анализ

Figure 2. Scheme of the experiment. 
Note. EchoCG – echocardiography; PK analysis – pharmacokinetic analysis
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Таблица 1. Результаты оценки пригодности  
методики определения этмабена

Table 1. Results of suitability assessments method  
of ethmaben

Характеристика
Characteristic

Результаты
Results

Предел количественно-
го определения
Limit of quantitative de-
termination

ПКО = 10 нг/мл
S/N = 11 ± 1
LOQD = 10 ng/ml
S/N = 11 ± 1

Линейность
Linearity

Диапазон концентраций: 
10–1000 нг/мл. 
Уравнение линейной регрессии: 
S = 0,40C + 1,42.
Коэффициент корреляции: 0,9991
Concentration range: 
10–1000 ng/ml.
Linear regression equation: 
S = 0.40C + 1.42.
Сorrelation coefficient: 0.9991

Прецизионность
Precision

С = 10 нг/мл RSD(t) = 1,1 % 
RSD(S) = 2,4 %
С = 100 нг/мл RSD(t) = 0,9 % 
RSD(S) = 1,5 %
С = 1000 нг/мл RSD(t) = 1,0 % 
RSD(S) = 0,9 %
C = 10 ng/ml RSD(t) = 1.1% 
RSD(S) = 2.4%
C = 100 ng/ml RSD(t) = 0.9% 
RSD(S) = 1.5%
C = 1000 ng/ml RSD(t) = 1.0% 
RSD(S) = 0.9%

Значение свободного члена в уравнении калиб- 
ровочного графика допустимо, что объясняется шу-
мом базовой линии на хроматограмме и, как следст- 
вие, многокомпонентностью биологической матри- 
цы. Ввиду относительно низкого значения он не ока-
зывает значимого влияния на результаты измерений.  
Значения относительного стандартного отклонения 
при изучении прецизионности не превышают 15 %, 
допускаемых для биоаналитических методик, что 
удовлетворяет критериям приемлемости, установ- 
ленным регулятором1.

Отсутствие пиков с временами удерживания, близ-
кими к времени удерживания этмабена (около 10 мин), 
на хроматограмме интактной пробы (рисунок  3) слу-
жит одним из основных параметров подтверждения 
специфичности предложенных хроматографических 
условий.

Оптимальные условия пробоподготовки изуча-
лись в ходе эксперимента на миокарде, в который бы- 
ла произведена добавка с известным содержанием  
этмабена, по сравнению с органом, заведомо не со-
державшим целевой компонент (интактная проба).

Крыс декапитировали, производилась аутопсия, 
и извлекалось сердце. Сердце перфузировали 0,9%-м  
раствором хлорида натрия для удаления крови. 
Контроль удаления крови производился визуаль-
но. Каждое сердце взвешивалось, измельчалось до 
гомогенного состояния с 3-кратным объемом физио- 

1 Решение Совета Евразийской экономической комис- 
сии от 3 ноября 2016 г. № 85 «Об утверждении Правил про-
ведения исследований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов в рамках Евразийского экономического союза».

Рисунок 3. Наложение хроматограмм раствора интактной пробы (синий) и модельного (красный) раство-
ра, полученного при использовании ацетонитрила в качестве осадителя, орган – сердце (приближенный вид 
хроматограммы)

Figure 3. Overlay of chromatograms of intact test (blue) and model (red) solutions, obtained by using acetonitrile as  
a precipitator, organ – heart (approximate view of the chromatogram)
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логического раствора. Гомогенат центрифугирова-
ли (8000 об/мин, 10 мин) для удаления механиче- 
ских включений клеточной матрицы. Затем к 1  мл  
полученного супернатанта добавляли в первом слу-
чае 1  мл метанола, а во втором случае 1 мл ацето- 
нитрила для осаждения белков с целью сравнитель-
ного изучения осадительной эффективности каждо- 
го растворителя. Раствор был вновь центрифугиро-
ван (8000  об/мин, 15  мин), количественно отделен от 
выпавших в осадок белковых соединений и доведен 
выступающей в роли буфера 0,1%-й муравьиной кис- 
лотой до 5,0 мл. 

Для модельного эксперимента опыт был повто-
рен, но перед проведением пробоподготовки к орга-
ну была добавлена аликвота 10 мкл раствора этмабе- 
на с концентрацией 500 мг/мл. Модельный экспери-
мент проведен в трех повторах. 

Интактные и модельные растворы хроматографи-
ровали трижды.

Для каждого из примененных растворителей бы-
ла рассчитана эффективность осадительной способ- 
ности, результаты которой приведены в таблице 2.

Из полученных данных можно сделать вывод, 
что для осаждения белков ацетонитрил эффек-
тивнее метанола, так как обладает лучшей осади-
тельной способностью и удовлетворительной вос-
производимостью, поэтому он был выбран для 
дальнейшей работы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

После введения препаратов в течение 1 меся-
ца ФУ ЛЖ у животных группы этмабена (группа № 3) 
статистически значимо увеличилась по отношению 
к контролю (группа № 1) в 1,59 раза (р = 0,0064) и  
эмпаглифлозину (группа № 2) в 1,35 раза (р = 0,0250). 
Сходная кардиотропная активность была выявлена и  
в коротких схемах лечения, оцененных ранее [9].  
Эмпаглифлозин (группа № 2) не вызывал значимого 
увеличения ФУ  ЛЖ по сравнению с контролем (груп- 
па № 1). Возможно, это обусловлено относитель-
но коротким сроком лечения животных, так как эти  
данные коррелируют с ранее полученными све- 
дениями при изучении долгосрочных схем тера-
пии, где улучшение функциональной активности 
миокарда обычно происходило на более поздних  

сроках наблюдения [10]. Через 2  месяца лечения 
продемонстрировано отсутствие синергизма между  
этмабеном и эмпаглифлозином вне зависимости от 
препарата стартовой терапии (группа № 2Б и груп-
па № 3Б), однако продолжение лечения этмабеном 
(группа № 3А) все так же демонстрировало опре-
деленный прирост ФУ ЛЖ у животных (в 1,80, 1,67, 194 
и 1,45 раз; р = 0,0009, р = 0,0048, р = 0,0117 и ns соот- 
ветственно) по сравнению с остальными группами 
животных (группа № 1, 2, 2Б и 3Б соответственно). 
Последующее введение и эмпаглифлозина (группа 
№ 2А), и этмабена (группа № 3А) на протяжении по-
следующих 30  дней (суммарная длительность лече-
ния – 3 месяца от рандомизации) способствовало 
дальнейшему увеличению ФУ ЛЖ у этих животных. 
Изменение ФУ  ЛЖ в динамике продемонстрировано 
на рисунке 4.

Феномен отсутствия синергизма между произво-
дным малоновой кислоты и ингибитором натрий-глю-
козного котранспортёра 2 типа стал неожиданностью 
и потребовал дополнительной оценки. На сегодняш-
ний день накоплен большой объем информации о 
возможных механизмах реализации кардиотропно-
го действия эмпаглифлозина [11–17], а данные о ме- 
ханизме действия этмабена фрагментарны [18], что не 
позволяет выдвинуть гипотезу о фармакодинамиче-
ском взаимодействии. 

В связи с этим было проведено исследование  
распределения этмабена в органе-мишени – миокар- 
де. При анализе концентрации в сердце животных  
группы 3А (797 ± 77 нг/г), группы 2Б (78 ± 7 нг/г) и 
группы 3Б (80 ± 6 нг/г) была выявлена разница в  
концентрациях практически в 10 раз, т. е. введение  
эмпаглифлозина уменьшало этот показатель, что мог-
ло привести к выявленному снижению эффективно-
сти комбинированной терапии. Статистически значи- 
мой разницы между группами  2Б и 3Б не наблюда- 
лось, что не позволяет сделать однозначный выбор  
в пользу одного или другого фармакологическо-
го агента на старте терапии. Был определен возмож- 
ный метаболит этмабена и спланированы дополни-
тельные исследования сравнительной фармакокине-
тики производного малоновой кислоты у здоровых 
животных и крыс с целевой патологией, синтез воз-
можного метаболита и оценка его эффективности.

Таблица 2. Сравнительная осадительная способность ацетонитрила и метанола 

Table 2. Comparative precipitation abilities of acetonitrile and methanol

Орган
Organ

Масса навески, мг
Weight, mg

Осадитель
Precipitator

Средняя площадь пиков  
и СКО (n = 3)

Average peak area,  
RSD (n = 3)

Осадительная 
способность, %

Рrecipitation 
abilities, %

Сердце
Heart

396
Ацетонитрил

Acetonitrile
17,3 (1,1 %) 80

Сердце
Heart

333
Метанол
Methanol

6,1 (1,3 %) 24
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование выявило кардиотроп-

ный эффект этмабена начиная с первого месяца при- 
менения и эмпаглифлозина – при длительности ле-
чения не менее трех месяцев – при монотерапии  
экспериментальной ХСН у крыс, антагонистическое 
взаимодействие между препаратами при совместном 
назначении и позволило спланировать дальнейшие 
неклинические исследования, касающиеся фармако-
кинетики и фармакодинамики производного малоно-
вой кислоты, как перспективного средства при сер-
дечно-сосудистой патологии.
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российской научной конференции. 23 сентября 2024 го-
да. Санкт-Петербург: Санкт-Петербургский государст- 
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