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Аннотация

Синтезированы пролекарственные бифармакофорные противовоспалительные 
средства на основе пиридоксина и кеторолака. Разработана лабораторная методика  
получения этих соединений без привлечения колоночной хроматографии с чистотой 
более 98  %. По сравнению с лекарственным препаратом кеторолаком трометамином, 
являющимся самым эффективным неопиодным анальгетиком, оба соединения менее 
токсичны (ЛД50 более 2000 мг/кг) и обладают сопоставимой анальгетической активностью 
на модели острого термического раздражения.

Ключевые слова: пиридоксин, кеторолак, нестероидные противовоспалительные  
препараты (НПВП), анальгетическая активность, безопасность.

Введение

Нестероидные противовоспалительные препараты (НПВП), такие как ке-
торолак, кетопрофен, ибупрофен, диклофенак, индометацин, напроксен и не-
которые другие, являются одним из наиболее употребляемых в мире типов 
лекарственных средств. НПВП, блокируя синтез простагландинов непосред-
ственно в месте воспаления, обладают противовоспалительным, анальгезиру-
ющим и жаропонижающим действием [1]. Однако эти препараты обладают 
и существенными побочными эффектами со стороны желудочно-кишечного 
тракта (прежде всего гастротоксичностью), выделительной, сердечно-сосуди-
стой и кроветворной систем [2–4]. В связи с этим разработка высокоэффек-
тивных и безопасных НПВП является актуальной задачей современного здра
воохранения во всем мире.

Одним из перспективных подходов в разработке безопасных противовоспа-
лительных лекарственных средств является создание пролекарственных соеди-
нений путем защиты карбоксильной группы НПВП с последующим высвобо-
ждением в организме активных метаболитов [5]. В медицинской химии наиболее 
часто используют модификацию карбоксильной группы НПВП с получением 
сложных эфиров [6–8], амидов [9, 10], ангидридов [11], ацеталей [12] и др. [13]. 
Действительно, в этом случае существенно повышается безопасность НПВП, но 
при этом значительно снижаются противовоспалительная и анальгетическая ак-
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тивность. По этой причине известные в литературе пролекарственные НПВП в 
клиническую практику не внедрены.

Ранее в НОЦ фармацевтики КФУ было разработано пролекарственное противо-
воспалительное средство KFU-01 (рис. 1), содержащее в своей структуре фрагмент 
пиридоксина и четыре фрагмента лекарственного средства напроксена [14–16].

Рис. 1. Структура противовоспалительного лекарственного средства KFU-01

В результате успешно проведенных доклинических исследований в рам-
ках ФЦП «Фарма-2020» показано, что KFU-01 при попадании в организм ги-
дролизуется с высвобождением пиридоксина и НПВП – напроксена. Постепен-
но высвобождающиеся пиридоксин и напроксен оказывают синергетический 
фармакологический эффект и приводят к практически полному преодолению 
главной проблемы токсических эффектов всех НПВП– ульцерогенности. По 
сравнению с высокими токсическими эффектами напроксена (УД50 = 49 мг/кг,  
ЛД50 = 620 мг/кг [14]), KFU-01 в опытах на крысах при пероральном введении 
практически полностью устраняет ульцерогенность (УД50 > 2000 мг/кг) и другие 
токсические эффекты (ЛД50 > 5000 мг/кг). При этом по своей противовоспали-
тельной активности KFU-01 превосходит лекарственный препарат напроксен. 
Однако анальгетическая активность KFU-01 остается весьма умеренной и зна-
чительно уступает кеторолаку – самому мощному из всех НПВП ненаркотичес
кому анальгетику короткого действия [17].

Для кеторолака, как и для других НПВП, наблюдаются серьезные побоч-
ные эффекты, такие как эрозивно-язвенные поражения желудочно-кишечного 
тракта, нарушение функции почек, метаболический ацидоз и др. [18–20]. В про-
должение систематических работ по синтезу и исследованию биологических 
свойств производных пиридоксина [15, 16] в настоящей работе синтезированы 
пролекарственные противовоспалительные средства на основе пиридоксина 
и кеторолака, а также изучены их токсичность и анальгетическая активность  
in vitro и in vivo.
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1. Экспериментальная часть
1.1. Приборы и условия проведения эксперимента. Спектры ЯМР 1H, 13С 

регистрировали на приборе Bruker Avance 400WB (Bruker Corporation, Герма-
ния) при рабочих частотах 400.13 и 100.62 МГц на ядрах 1H и 13С соответствен-
но. В качестве внутреннего стандарта в спектрах 1H и 13С использовали сигналы 
трихлорметана (δH 7.26 и δC 77.16 м.д. соответственно).

Масс-спектрометрическое детектирование в высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ) проводили с помощью масс-спектрометра высо-
кого разрешения TripleTOF 5600 (AB Sciex, Сингапур) в условиях ионизации 
электростатическим распылением (турбоионный спрей) при энергии столкно-
вения с молекулами азота 10 еВ. Для анализа использовали растворы веществ в 
метаноле.

Температуры плавления продуктов определяли на приборе Stanford 
Research Systems MPA-100 OptiMelt (Stanford Research Systems, США). Хро-
матографическую очистку полученных соединений проводили с использо-
ванием колоночной хроматографии на силикагеле Acros (60–200 меш) (Acros 
Organics, Бельгия). Контроль за ходом реакций и чистотой соединений проводи-
ли методом тонкослойной хроматографии на пластинах Sorbfil ПТСХ-АФ-А-УФ  
(ООО «ИМИД», Россия).

Аналитическая обращенно-фазовая ВЭЖХ с УФ-детектированием реали
зована на колонке Atlantis T3 C18 (5 мкм, 150×4.6 мм) от Waters (США) в  
режиме градиентного элюирования (0 мин A:B =  55:45, 10 мин A:B  =  55:45,  
20 мин A:B  =  10:90) при скорости потока 1.0 мл/мин. В качестве элюента А  
использован 1%-ный водный раствор уксусной кислоты, а элюента B – ацето
нитрил. ВЭЖХ-анализ проводили при 40 oC в течение 20 мин с детектированием 
при длине волны 314 нм.

1.2. Методика получения пиридоксина (1). Триэтиламин (8.50 мл, 60.8 ммоль) 
добавляли к суспензии пиридоксина гидрохлорида (5.00 г, 24.3 ммоль) в дихлор-
метане (150 мл), после чего реакционную смесь интенсивно перемешивали при 
комнатной температуре в течение 2 ч. Далее осадок отфильтровывали и двукратно 
промывали дихлорметаном порциями по 50 мл. Полученный осадок высушивали 
досуха при пониженном давлении. Выход составил 3.7 г (90 %), получено белое 
кристаллическое вещество.

1.3. Методика получения кеторолака (2). Концентрированную соляную кис-
лоту (13.0 мл, 133 ммоль) по каплям добавляли к раствору кеторолака трометамина 
(50.0 г, 133 ммоль) в воде (250 мл), после чего реакционную смесь интенсивно пере-
мешивали при комнатной температуре в течение 10 мин. Выпавший осадок отфиль-
тровывали и дважды промывали водой порциями по 250 мл. 

Далее проводили переосаждение полученного продукта 2: к полученному осад-
ку приливали 250 мл воды и интенсивно перемешивали до образования однородной 
суспензии, после чего по каплям добавляли 1.7 М водный раствор NaOH до pH = 8. 
Нерастворившийся осадок отфильтровывали, а фильтрат подкисляли концентриро-
ванной соляной кислотой до pH = 2. Выпавший осадок отфильтровывали и промы-
вали водой (2 раза по 250 мл).



СИНТЕЗ И АНАЛЬГЕТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ПРОИЗВОДНЫХ… 611

Процедуру переосаждения повторяли еще 2 раза, после чего выпавший оса-
док высушивали досуха при пониженном давлении. Выход составил 27.3 г (81 %),  
получено белое кристаллическое вещество.

1.4.  Получение (5-((5-бензоил-2,3-дигидро-1H-пирролизин-1-карбо
нил)окси)-6-метилпиридин-3,4-диил)бис(метилен)бис(5-бензоил-2,3-дигид- 
ро-1H-пирролизин-1-карбоксилата) (3).

Методика А: N,N’-Дициклогексилкарбодиимид (30.1 г, 146 ммоль) в 
дихлорметане (100 мл) по каплям добавляли к суспензии пиридоксина гидрох-
лорида 1 (10.0 г, 48.6 ммоль), кеторолака 2 (37.2 г, 146 ммоль) и 4‑(диметила-
мино)пиридина (6.0 г, 49.1 ммоль) в дихлорметане (350 мл). Далее реакцион-
ную смесь перемешивали в течение 24 ч при комнатной температуре (условия 1, 
табл. 1). Затем осадок отфильтровывали, а фильтрат высушивали досуха. Сухой 
остаток растворяли в минимальном количестве элюента и очищали с помощью 
колоночной хроматографии на силикагеле (элюент этилацетат-хлороформ в со-
отношении 1:1).

Выход составил 17.8 г (42 %), получено бежевое кристаллическое вещество, 
т. пл. 79–81 °С. 1H ЯМР (400 МГц, CDCl3) δ, м.д: 2.36 (с, 3H, CH3), 2.37 (с, 3H, 
CH3), 2.66–3.10 (м, 12H, 6CHCH2CH2), 3.89–3.96 (м, 2H, 2CHCH2CH2), 4.02–4.07 
(м, 2H, 2CHCH2CH2), 4.35–4.67 (м, 14H, 2CHCH2CH2 + 6CHCH2CH2), 5.11–5.25 (м, 
4H, 2CH2O), 5.30–5.39 (м, 4H, 2CH2O), 5.93–6.02 (м, 4Н, 4CHпиррол), 6.21–6.22 (м, 
2Н, 2CHпиррол), 6.73–6.80 (м, 4Н, 4CHпиррол), 6.84–6.85 (м, 2Н, 2CHпиррол), 7.40–7.56 
(м, 18H, 18СHар), 7.75–7.82 (м, 12H, 12СHар), 8.49 (с, 2H, 2СHпир). 

13С ЯМР (100 
МГц, CDCl3) δ, м.д: 19.84 (2CH3); 30.98, 31.06, 31.26, 42.23, 42.29, 42.52, 42.62, 
47.54, 47.56, 42.64 (6CHCH2CH2); 57.63, 62.11 (4CH2O); 103.14, 103.20, 103.62, 
124.90, 124.98, 125.02, 127.40, 127.71, 128.28, 128.34, 128.96, 128.99, 129.35, 
131.61, 131.76, 131.77, 135.15, 138.99, 139.01, 139.11, 139.17, 140.55, 141.39, 
141.58, 144.63, 148.33, 153.40 (36Cар + 10Cпир + 24Cпиррол); 169.05, 170.77 (6C(O)
O); 185.04, 185.09, 185.19 (6C(O)). Масс-спектр высокого разрешения: найдено 
[М+H]+ 881.3187. C53H45N4O9, рассчитано [М+H]+ 881.3181.

Методика Б: Раствор N,N’-Дициклогексилкарбодиимида (3.15–3.20 экв) в 
дихлорметане (50 мл) по каплям добавляли к суспензии пиридоксина 1 (1 экв), 
кеторолака 2 (3.05–4.0 экв) и 4-(диметиламино)пиридина (0.5–1.0 экв) в дихлор-
метане (100 мл). После чего реакционную смесь перемешивали при условиях, 
указанных в табл. 1. Выпавший осадок отфильтровывали, а фильтрат промывали 
водой (2 раза по 150 мл). Органическую часть отделяли и высушивали досуха.

1.5.  Получение 3-((5-бензоил-2,3-дигидро-1H-пирролизин-1-карбо- 
нил)окси)-4,5-бис(((5-бензоил-2,3-дигидро-1H-пирролизин-1-карбо- 
нил)окси)метил)-2-метилпиридиний 5-бензоил-2,3-дигидро-1H-пирролизин- 
1-карбоксилата (4). К раствору соединения 3 (7.9 г, 8.97 ммоль) в 100 мл 
дихлорметана добавляли кеторолак 2 (2.3 г, 8.97 ммоль) и перемешивали ре-
акционную смесь при кипячении до полного растворения компонентов.  
Затем удаляли растворитель в вакууме. Выход составил 10.2 г (количествен-
ный), получено бежевое кристаллическое вещество, т. пл. 77–80 °С. 1H ЯМР 
(400 МГц, CDCl3) δ, ppm: 2.36 (с, 3H, CH3), 2.37 (с, 3H, CH3), 2.67–3.10 (м, 16H, 
8CHCH2CH2), 3.89–3.96 (м, 2H, 2CHCH2CH2), 4.02–4.13 (м, 4H, 4CHCH2CH2), 
4.35–4.67 (м, 18H, 2CHCH2CH2 + 8CHCH2CH2), 5.11–5.39 (м, 8H, 4CH2O),  
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5.93–6.02 (м, 4Н, 4CHпиррол), 6.14–6.22 (м, 4Н, 4CHпиррол), 6.73–6.79 (м, 4Н, 
4CHпиррол), 6.83–6.85 (м, 4Н, 4CHпиррол), 7.40–7.56 (м, 24H, 24СHар), 7.75– 
7.82 (м, 16H, 16СHар), 8.52 (с, 2H, 2СHпир). 

13С ЯМР (100 МГц, CDCl3) δ, м.д.: 
19.32 (2CH3); 30.96, 31.04, 31.12, 31.22, 42.20, 42.26, 42.49, 42.58, 47.53, 47.56, 
42.63, 47.67 (8CHCH2CH2); 57.57, 62.01 (4CH2O); 103.19, 103.27, 103.41, 103.66, 
125.04, 125.09, 125.17, 125.25, 127.22, 127.36, 127.69, 128.25, 128.27, 128.34, 
128.96, 128.99, 129.72, 131.51, 131.63, 131.64, 131.79, 131.80, 135.74, 135.76, 
138.89, 138.92, 139.01, 139.09, 139.25, 140.54, 140.55, 141.42, 141.65, 142.64, 
144.77, 144.79, 147.77, 153.14 (48Cар + 10Cпир + 32Cпиррол); 168.95, 168.98, 170.69, 
170.74 (6C(O)O); 174.74 (2C(O)O-); 185.12, 185.16, 185.26 (8C(O)). Масс-спектр 
высокого разрешения: найдено [М–C15H12NO3]

+ 881.3187. C53H45N4O9, рассчитано 
[М–C15H12NO3]

+ 881.3181.
1.6. Оценка цитотоксичности с помощью MTT-теста. Клетки культивиро-

вали в атмосфере 5%-ного СО2 при 37 °С в среде α-MEM, содержащей феноло-
вый красный, L-глутамин (2 мM), 10%-ную эмбриональную телячью сыворотку 
и антибиотик (пенициллин-стрептомицин 100 мкг/мл) до образования монос-
лоя. Для получения клеточной суспензии монослой клеток трипсинизировали 
и рассеивали в лунки 96-луночного планшета: 4000 клеток в 200 микролитрах 
культуральной среды. Планшеты с клетками инкубировали в атмосфере 5%-ного 
СО2 при 37 °С в течение 24 ч для адгезии клеток к субстрату. Затем добавля-
ли исследуемые соединения, варьируя концентрацию в диапазоне 4–500 мкM.  
Через 72 ч к клеткам добавляли раствор красителя 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)- 
2,5-дифенилтетразолия бромида (МТТ), конечная концентрация которого  
составляла 0.5 мг/мл. Через 2 ч удаляли жидкость, добавляли диметилсульфок-
сид и измеряли поглощение на планшетном ридере Infinite 200 Pro (Tecan, Швей-
цария) при 555 нм (референс 700 нм). Строили графики зависимости ингиби-
рования, выраженного в процентах по отношению к контролю, от логарифма 
концентрации исследуемого соединения и определяли концентрацию полумак-
симального ингибирования роста клеток с помощью программного обеспече-
ния OriginPro (OriginLab Corp., США) и Prism 6 (GraphPad Software Inc., США).  
Исследование проводили трижды в одинаковых условиях.

1.7. Условия содержания животных. Исследование проведено на крысах 
линии Wistar обоих полов (питомник лабораторных животных ООО «Кролин-
фо»). Вес особей на момент начала эксперимента составлял не менее 180–220 г.  
Животных содержали в поликарбонатных клетках, снабженных решетчатой 
крышкой из нержавеющей стали с углублением для корма, съемным разделите-
лем, поликарбонатной поилкой с крышкой-ниппелем из нержавеющей стали и 
держателем для этикетки. Крыс кормили комбикормом для содержания лабора-
торных животных (ООО «Зилубаг», Россия). Животные имели свободный доступ 
к воде и корму. В качестве подстила использовали подстилочный материал для 
лабораторных животных – обеспыленный кукурузный подстил (ВетКормТорг, 
Россия). Клетки с крысами содержали в отдельных комнатах, где поддерживали 
12-часовой цикл освещения с автоматическим включением и выключением. Па-
раметры микроклимата были следующими: температура 19–25 °С, относитель-
ная влажность 30–70 %. Время адаптации животных перед началом эксперимен-
та составляло не менее 10 дней.
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1.8. Исследование острой токсичности in vivo проводили в соответствии 
с «Руководством по проведению доклинических исследований лекарственных 
средств» [21]. Были сформированы группы животных, состоящие из 10 особей 
(5 самцов и 5 самок), которым проводили однократное внутрижелудочное вве-
дение исследуемых соединений в объеме не более 5 мл на 250 г массы тела кры-
сы с применением желудочного зонда. Исследуемые вещества суспензировали 
в 1%-ном растворе крахмала и вводили животным, лишенным корма на проме-
жуток времени не менее 8 ч, но со свободным доступом к воде. Объем введения 
рассчитывали индивидуально для каждого животного, основываясь на массе его 
тела, зарегистрированной непосредственно перед введением вещества. Доступ 
животных к воде и корму возобновляли через 1 ч после введения соединений. 
Период индивидуального наблюдения за каждым животным составлял 14 дней. 
В ходе эксперимента проводили оценку общего состояния (интегральные пока-
затели) и клинический осмотр. После окончания эксперимента животных под-
вергали эвтаназии методом ингаляции углекислым газом и проводили макроско-
пический анализ.

1.9. Исследование анальгетической активности в тесте «Горячая пла-
стина» согласно «Руководству по проведению доклинических исследований ле-
карственных средств» [21]. Для проведения теста сформировали группы живот-
ных, состоящие из 10 самцов и 10 самок. Исследуемые соединения и препарат 
сравнения вводили животным однократно внутрижелудочно. По прошествии  
1 и 2 ч животных помещали на нагретую до 52 °С металлическую поверхность, 
окруженную цилиндром (Hot Plate, Ugo Basile), и фиксировали латентное время 
болевой реакции до первого облизывания крысой задней лапы либо до прыжка. 
Критерием анальгетического эффекта считали достоверное увеличение латент-
ного периода реакции после введения вещества. 

Статистическую обработку результатов проводили на языке программирова-
ния R v.3.6.3 в программе RStudio v.1.1.463 (Posit Software, США). Нормальность 
распределения данных оценивали с помощью теста Шапиро–Уилка. Для выяв-
ления статистически достоверных различий показателей между исследуемыми 
группами сравнения использовали непараметрический тест Краскела–Уоллиса с 
поправкой на множественное сравнение по методу Бенджамини–Хохберга (при 
сравнении более двух групп применяли тест Данна). В качестве критического 
уровня значимости принимали p < 0.05.

2. Результаты и их обсуждение
Синтез трис-производного 3 и соли на его основе 4 осуществляли в одну и 

две стадии соответственно. Трис-производное 3 первоначально получали этери-
фикацией по Стеглиху из фармацевтической субстанции пиридоксина гидрох-
лорида 1 и известного НПВП – кеторолака 2, выделенного из фармацевтической 
субстанции кеторолака трометамина. Реакцию проводили в дихлорметане при 
комнатной температуре в течение суток с использованием дициклогексилкар-
бодиимида (DCC) в качестве реагента сочетания и 4-диметиламинопиридина 
(DMAP) в качестве катализатора. Однако реакция протекала с сильным осмо-
лением реакционной смеси и выделение продукта потребовало дополнительной 
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очистки путем многократного использования колоночной хроматографии. При 
этом выход продукта составил всего лишь 42 %. Тетракис-производное 4 полу-
чали взаимодействием трис‑производного 3 с эквимольным количеством кеторо-
лака 2 с количественным выходом (схема 1).

Схема 1. Синтез бифармакофорных противовоспалительных соединений на основе  
пиридоксина и кеторолака (DCC – дициклогексилкарбодиимид, DMAP – 4-диметиламино- 
пиридин)

Для доказательства структуры синтезированных соединений использован 
комплекс физико-химических методов анализа: ЯМР-спектроскопия (1H, 13C) и 
масс-спектрометрия высокого разрешения.

На следующем этапе отработана лабораторная методика получения целевых 
производных с чистотой не менее 98 % без использования колоночной хрома-
тографии. Из литературы известно [22], что кеторолак в виде кислоты под воз-
действием света и кислорода подвергается разложению с образованием ряда 
побочных продуктов декарбоксилирования и окисления. В работе [23] показа-
на термическая нестабильность кеторолака трометамина как в кислых, так и в 
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щелочных средах. Поэтому осуществлен поиск условий проведения синтеза в 
несколько этапов с целью увеличения степени чистоты и выхода трис-произво-
дного 3. Первоначально для оценки влияния присутствия хлороводорода в реак-
ционной смеси на процессы кислотно-катализируемой деструкции кеторолака 
фармацевтическую субстанцию пиридоксина гидрохлорида заменили на пири-
доксин. При этом разработка реакционной смеси также упростилась и включа-
ла две операции: фильтрование для отделения дициклогексилмочевины и про-
мывание водой. Анализ реакционной смеси после разработки методом ВЭЖХ 
показал, что замена пиридоксина гидрохлорида на пиридоксин обеспечила 
уменьшение образования побочных продуктов в реакционной смеси. Содержа-
ние основного продукта после промывания реакционной смеси водой составило 
78.5 % (реакция 2, табл. 1).

Табл. 1

Условия получения трис-производного пиридоксина с кеторолаком

№ 
реак-
ции

Пиридок-
син

гидро-
хлорид, 

экв

Пири-
доксин, 

экв

Кеторо-
лак, экв

DCC, 
экв

DMAP, 
экв t, оC Ар-

гон Свет tсинтеза,
ч

ω основ-
ного 

продукта, 
% (ВЭЖХ)

1 1.00 — 3.00 3.00 1.00 25 – – 24 42.0
2 — 1.00 3.15 3.15 1.00 25 – – 2 78.5
3 — 1.00 3.15 3.15 1.00 0 + + 2 92.7
4 — 1.00 3.05 3.20 1.00 0 + + 2 93.1
5 — 1.00 4.00 3.15 1.00 0 + + 2 92.1

6 — 1.00 3.15 3.15 1.00 0
25 + + 1.5

5 95.6

7 — 1.00 3.15 3.15 0.50 0
25 + + 2

72 98.3

Варьирование условий проведения реакции показало, что синтез при 0 оC в 
среде аргона и в отсутствии света обеспечил увеличение содержания основно-
го продукта в реакционной смеси до 92.7 % (реакция 3, табл. 1). Варьирование 
количества кеторолака (3.0–4.0 экв) не привело к значительному изменению 
содержания основного продукта (92.1–93.1 %) (реакции 4 и 5, табл. 1). Напротив, 
увеличение времени реакции до 1.5 ч при 0 оC с последующим выдерживанием 
реакционной смеси при 25 оC в течение 5 ч позволило довести чистоту соеди-
нения 3 до 95  % (реакция 6, табл. 1). Дальнейшее увеличение времени реак- 
ции при 0 оC до 2 ч с последующим выдерживанием смеси при 25 оC в течение 
72 ч, а также уменьшение количества DMAP до 0.5 экв привело к получению 
целевого продукта с чистотой > 98 % (реакция 7, табл. 1), т. е. позволило решить 
поставленную задачу. Хроматограмма соединения 3, полученного по условиям 
реакции 7, представлена на рис. 2. Следует отметить, что помимо действующе-
го вещества в продукте реакции присутствуют четыре неидентифицированные 
примеси, содержание которых составляет от 0.18 до 0.89 %. Суммарное содер-
жание примесей равно 1.72 %.
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Рис. 2. Хроматограмма соединения 3, полученного по условиям синтеза 7

2.1. Оценка цитотоксичности трис- и тетракис-производных 3 и 4. На пер-
вом этапе исследована цитотоксичность трис- и тетракис-производных 3 и 4 в 
отношении условно-нормальных клеток человека MSC (мультипатентные клет-
ки человека) и HSF (фибробласты кожи человека) с использованием МТТ‑теста 
(табл. 2). Полученные данные демонстрируют, что синтезированные соединения 
являются нетоксичными по отношению к изученным линиям клеток.

Табл. 2

Величины концентраций полумаксимального ингибирования роста условно-нормаль-
ных клеток (CC50) в присутствии трис- и тетракис-производных 3 и 4

Соединение
СC50, мкM

MSC HSF
3 > 500 > 500
4 > 500 > 500

2.2. Исследование острой токсичности полученных соединений. Посколь-
ку тесты in vitro показали низкую цитотоксичность синтезированных произ- 
водных 3 и 4, то на следующем этапе оценена их безопасность in vivo [21].  
Начальная доза при введении соединений 3 и 4 животным составила 400 мг/кг. 
Выбор начальной дозы основан на анализе литературных данных, согласно ко-
торым ЛД50 кеторолака составляет 189 мг/кг [21]. При введении начальной дозы 
гибель животных не наблюдали, поэтому для тестируемой группы дозу последо-
вательно увеличили до 800, а затем до 2000 мг/кг (табл. 3). Из данных таблицы 
следует, что трис- и тетракис-производные пиридоксина характеризуются зна-
чительно большими значениями ЛД50, т. е. они являются более безопасными по 
сравнению с кеторолаком.
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Табл. 3
Результаты исследования острой токсичности на крысах при внутрижелудочном введе-
нии соединений 3 и 4

Соединение Введенная 
доза, мг/кг

Число погибших 
животных/в группе Значение ЛД50, мг/кг

3
400 0/10

> 2000800 0/10
2000 0/10

4
400 0/10

> 2000800 0/10
2000 2/10

Кеторолак трометамин — — 189

2.3. Исследование анальгетической активности трис- и тетракис-произ-
водных пиридоксина и кеторолака 3, 4 в тесте «Горячая пластина». Удосто-
верившись в благоприятном профиле безопасности соединений 3 и 4, мы изучи-
ли их анальгетическую активность в тесте термического раздражения «Горячая 
пластина» на крысах. Расчет доз исследуемых веществ осуществляли эквива-
лентно дозам препарата сравнения [24, 25].

Установлено, что через 1 и 2 ч после перорального введения пролекарствен-
ных средств 3 и 4 анальгетическая активность сохраняется на уровне препарата 
сравнения – кеторолака трометамина (табл. 4).

Табл. 4
Анальгетическая активность трис- и тетракис-производных пиридоксина и кеторолака 3, 
4 в тесте «Горячая пластина»

Соединение Введенная 
доза, мг/кг Пол

Латентное время 
болевой реакции 
через 1 ч после 

введения, с

Латентное время 
болевой реакции 
через 2 ч после 

введения, с

3 6.10 Самцы 11.8 ± 3.4 13.6 ± 4.3
Самки 11.9 ± 4.0 13.3 ± 3.4

4 5.83 Самцы 17.1 ± 4.7* 14.4 ± 3.4
Самки 16.2 ± 6.6 16.2 ± 9.1

Кеторолак

трометамин
5.00

Самцы 11.5 ± 3.5 15.5 ± 4.4

Самки 12.6 ± 3.9 13.7 ± 2.7

Контрольная 
группа — Самцы 11.4 ± 4.2

Самки 10.0 ± 2.3

Примечание: * – статистически значимое отличие от контрольной группы

Заключение

Таким образом, разработан метод получения трис- и тетракис-производных 
пиридоксина и кеторолака с чистотой более 98 % по данным ВЭЖХ. На основе 
полученных данных по безопасности и анальгетической активности сделан вы-
вод, что эти пролекарственные бифармакофорные производные являются пер-
спективными кандидатами в лекарственные средства с высокой анальгетической 
активностью и улучшенным профилем безопасности по сравнению с самым  
эффективным неопиодным анальгетиком – кеторолаком.
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Abstract

Prodrug bipharmacophore anti-inflammatory compounds based on pyridoxine and ketorolac were 
synthesized. A new laboratory method was developed to achieve > 98 % purity of these compounds, 
without the use of column chromatography. Compared to ketorolac tromethamine, which is the most 
potent non-opioid analgesic, both compounds exhibited lower toxicity (LD50  >  2000 mg/kg), while 
maintaining comparable analgesic efficacy in a model of acute thermal pain response.
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Figure Captions

Fig. 1. Structure of the anti-inflammatory drug KFU-01.
Scheme 1. Synthesis of bipharmacophore anti-inflammatory compounds based on pyridoxine and ketoro-

lak (DCC – dicyclohexylcarbodiimide, DMAP – 4-dimethylaminopyridine).
Fig. 2. Chromatogram of compound 3 synthesized using route 7.
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