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Изучено влияние физиологически активных веществ на физико-химические свойства

лэнгмюровских монослойных пленок из дистеароилфосфатидилхолина. Показано, что

такие свойства могут быть использованы для прогнозирования проницаемости пре-

паратов через гематоэнцефалический барьер и кожу. Количественные значения физи-

ко-химических параметров взаимодействия физиологически активных веществ с моно-

слойными пленками могут быть использованы для построения более точных расчетных

моделей ADMET свойств соединений.

В настоящее время при создании новых лекарственных препаратов исследователи уже на
начальных этапах работы прогнозируют целый ряд ADMET свойств — адсорбцию, рас-
пределение, метаболизм, выделение и токсичность веществ. Соединения, не соответствую-
щие определенным критериям, имеют мало шансов стать перспективными лекарственными
средствами. Прогнозировать ADMET свойства соединений по их структуре без проведения
прямых экспериментов дают возможность расчетные методы.

Вместе с тем сопоставление расчетных значений с данными экспериментов свидетельст-
вует о том, что прогнозируемые величины не всегда соответствуют экспериментальным,
а иногда и весьма далеки от них [1–3]. В ряде работ показано, что прогноз можно улуч-
шить, если в качестве дескрипторов для расчета использовать экспериментально получен-
ные физико-химические параметры этих соединений [2, 4]. Такими параметрами могут быть
данные о взаимодействии препаратов с модельными липидными мембранами [5].

Одним из важнейших ADMET свойств является проницаемость веществ через разные
типы биомембран: гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), кожу и др. [4]. Именно проницае-
мость препарата через разные типы биомембран определяет его биодоступность [4], что
имеет принципиальное значение при разработке нового лекарства.
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В настоящей работе приведены результаты изучения физико-химических характеристик
взаимодействия физиологически активных веществ (ФАВ) с лэнгмюровскими монослой-
ными мембранами из дистеароилфосфатидилхолина. Рассмотрена возможность использо-
вания полученных данных для прогноза проницаемости препаратов через биологические
мембраны — ГЭБ и кожу.

Материалы и методы. Исследованы свойства модуляторов сигнальных систем клет-
ки (“Sigma”, “Serva” и “Aldriсh”, США): агониста А1-аденозиновых рецепторов теофиллина,
активатора β-адренорецепторов изадрина, неселективного антагониста β-адренорецепторов
пропранолола и Н1-гистаминоблокатора димедрола. В исследованиях использовались ди-
стеароилфосфатидилхолин (ДСФХ), трис-HCl и хлороформ (“Sigma”, США) без дополни-
тельной очистки.

Изотерма сжатия лэнгмюровских монослоев. Исследования проводили на лэнгмюровс-
кой ванне “Mini Trough” фирмы “Joyce Loebl Automation” (Великобритания) с объемом
120 мл. В качестве субфазы использовали 5 мМ буферный раствор трис-HCl, pH 7,4,
в котором растворены ФАВ в концентрации 10−4 М. На поверхность субфазы наносили
раствор ДСФХ в хлороформе (2 мг липида на 1 мл растворителя). После формирования
монослоя (5 мин) проводили сжатие монослоя с помощью подвижного тефлонового барьера.
Обработка изотерм сжатия базировалась на результатах исследований Si-Shen Feng и со-
авт. [6], рассчитывались изменения свободной энергии поверхности раздела субфаза–воздух,
возникающие при появлении липида (∆G), энергетические коэффициенты, характеризую-
щие взаимодействия субфаза–субфаза, субфаза–липид и липид–липид (Н11, Н12 и Н22 со-
ответственно), и площадь, занимаемая одной молекулой липида в монослое при нулевом
поверхностном давлении (S0, Å на одну молекулу).

Изменения поверхностного давления во времени (ИПДВ) измеряли на сформированном
монослое из ДСФХ, сжатом до поверхностного давления 20 мН/м, при котором фосфоли-
пиды находятся в гелеобразном состоянии, наиболее близком к состоянию реальных мемб-
ран [7]. Также изучено ИПДВ при начальном давлении 15 и 25 мН/м. После формирования
монослоя в субфазу под поверхность пленки шприцем вводили 1 мл 1 мМ раствора ФАВ,
субфазу перемешивали и регистрировали зависимость изменения поверхностного давления
от времени.

Расчетные методы. Расчеты ADMET свойств проводили с использованием пакета про-
грамм ALOGPS 2.1 http://www.vcclab.org/lab/alogps/.

Липофильность. Липофильность является важным параметром, который может
использоваться для изучения распределения лекарственных препаратов и их взаимодей-
ствия с клеткой. Такие процессы, как поглощение, проникновение в клетку и выделение,
могут быть спрогнозированы исходя из липофильности препаратов. Чем больше липофиль-
ность, тем лучше препарат будет растворяться в липидной фазе и тем больше вероятность
проникновения его в клетку [8]. Для характеристики липофильности часто используют ко-
эффициент распределения концентраций препаратов между органическим растворителем
(н-октанол) и водой, представляемый в виде десятичного логарифма logPOW. С достато-
чной обоснованностью можно говорить о корреляции между липофильностью вещества
и его способностью взаимодействовать с биомембранами. В работах C. Hansh et al. было
показано, что вещества со слишком малыми или слишком большими значениями logPOW

будут проявлять слабую активность по отношению к мембранам, поскольку липофобные
препараты не смогут проникать в липидные мембраны, липофильные же вещества будут
захватываться мембранами и жировой тканью [8]. Таким образом, на основании значения
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logPOW можно сделать вывод о степени взаимодействия ФАВ с липидной компонентой
мембран: накопление вещества в органической фазе (log POW > 0) свидетельствует о спо-
собности препарата взаимодействовать с липидами.

В последнее время параметр log POW все чаще определяют расчетными методами. Срав-
нительный обзор методов расчета log POW приведен в работе [3]. Расчетные и эксперимен-
тальные значения log POW исследованных веществ сведены в табл. 1. Как можно видеть,
расхождения между данными, полученными разными расчетными методами, значительны.
Так, если исходить из данных о липофильности изадрина, полученных с помощью методов
ALOGPs и XLOGP3, можно сделать вывод, что препарат не будет проявлять мембрано-
тропной активности. Однако это противоречит данным, полученным с помощью других
расчетных методов, а также результатам экспериментов.

Очевидно также, что сама по себе липофильность препаратов, выраженная через
logPOW, не может служить для количественной оценки мембранотропности ФАВ. Напри-
мер, действие теофиллина (log POW −0,02) приводило к почти сопоставимому с пропра-
нололом (log POW 3,48) изменению поверхностного давления во времени. В то же время
изадрин (log POW 0,55) оказывает значительно более сильное влияние на параметры мо-
дельных мембран, чем пропранолол и димедрол (log POW 3,27).

Изменения поверхностного давления во времени. Мембранотропная активность
вещества может быть изучена при непосредственном взаимодействии препаратов с модель-
ными фосфолипидными мембранами. В основе одного из методов изучения таких взаи-
модействий лежит изменение поверхностного давления липидного монослоя во времени
(ИПДВ) под влиянием препаратов [9]. Метод позволяет изучать динамику встраивания
молекул препарата в монослой, что дает возможность оценить проницаемость мембран мо-
лекулами препарата. Чем больше ИПДВ, тем активнее молекулы препарата взаимодей-
ствуют с липидной пленкой.

Результаты определения ИПДВ под действием препаратов приведены в табл. 2. Харак-
тер ИПДВ монослоя в присутствии ФАВ зависит от наличия функциональных групп в мо-
лекулах препаратов, гидрофобных и гидрофильных участков, заряженных групп атомов,
конденсированных структур [9, 10]. Под действием пропранолола поверхностное давление
увеличивалось на 2,6 мН/м, тогда как под действием димедрола, не содержащего гидро-
ксильной группы, — на 3,3 мН/м. Можно предположить, что пропранолол и димедрол будут
ориентироваться плоскопараллельно относительно границы раздела вода–липид своими на-
фталиновой и дифенильной структурами. Наличие гидроксильных групп в бензольном ядре
молекулы изадрина приводит к увеличению ИПДВ до 7,0 мН/м, что свидетельствует о зна-
чительной роли этих групп во взаимодействии с монослоем. Слабое ИПВД под действием

Таблица 1. Липофильность (logPOW), рассчитанная разными программами

Метод расчета Теофиллин Изадрин Димедрол Пропранолол

ALOGPs −0,24 −0,27 3,44 3,03
AC logP −0,09 1,09 3,10 2,81
ALOGP −0,58 1,05 3,38 2,54
MLOGP 0,00 0,85 3,26 2,53
KOWWIN −0,39 0,21 3,11 2,60
XLOGP2 −0,48 1,43 3,16 3,03
XLOGP3 −0,02 −0,57 3,27 2,98
Эксперимент −0,02 [3] 0,89 [8] 3,27 [3] 3,48 [3]
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Рис. 1. Определение критического поверхностного давления путем экстраполяции зависимости “ИПДВ” —
“начальное поверхностное давление” до нулевого значения начального поверхностного давления

теофиллина (ИПДВ 2,5 мН/м) указывает на незначительное взаимодействие с фосфолипи-
дами, что может быть связано с полярностью молекул ФАВ. По всей видимости, молекула
теофиллина ориентируется так, чтобы контакт атомов азота его молекулы с фосфохолино-
выми остатками был минимальным.

Таким образом, полученные значения ИПДВ препаратов могут быть успешно исполь-
зованы для предварительной оценки мембранотропной активности веществ и характера
взаимодействия ФАВ с мембраной.

Использование критического поверхностного давления для прогноза прони-

цаемости через гематоэнцефалический барьер. Одной из важных характеристик по-
тенциальных лекарственных препаратов является их проницаемость через биомембраны,
среди которых существенное значение имеет проницаемость через ГЭБ. Изучение ИПДВ
препаратов позволяет смоделировать проницаемость ФАВ через ГЭБ [12, 13]. Сущность
метода заключается в определении критического поверхностного давления (πcr) путем эк-
страполяции зависимости “начальное поверхностное давление” (πi) — “поверхностное давле-
ние насыщения” (πs) до нулевого значения πi (рис. 1). Вещества, обладающие способностью
проникать через ГЭБ, характеризуются значениями πcr в диапазоне 23–30 мН/м; ФАВ, кри-
тическое давление которых превышает 40 мН/м, не способны проникать через ГЭБ [13].

Анализ результатов определения критического давления изученных препаратов (см.
табл. 2) свидетельствует о том, что димедрол и пропранолол должны хорошо проходить
через ГЭБ. Благодаря значительной липофильности эти препараты будут проникать в мем-
браны и переноситься через мембрану путем диффузии. Теофиллин и изадрин, не проникая
через ГЭБ, могут взаимодействовать с мембранами в основном посредством действия на

Таблица 2. Изменения поверхностного давления во времени и критическое поверхностное давление препа-
ратов

Препарат
ИПДВ,
15 мН/м

ИПДВ,
20 мН/м

ИПДВ,
25 мН/м πcr, мН/м

C. brain/C. blood
[11]

Теофиллин 3,0 2,5 2,1 48,2 0,28

Изадрин 8,2 7,0 5,8 49,2 0,65

Димедрол 5,7 3,3 0,6 26,3
∗

1,61
∗∗

Пропранолол 3,7 2,6 1,0 29,0
∗

1,25
∗∗

∗ Критическое давление ФАВ меньше 30 мН/м, что указывает на способность препарата проникать через
ГЭБ.
∗∗Концентрация ФАВ в мозговом веществе выше, чем в крови, что свидетельствует о проникновении пре-
парата через ГЭБ.
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рецепторы. Полученные результаты хорошо согласуются с расчетными данными о прони-
цаемости ГЭБ (см. табл. 2), в соответствии с которыми ФАВ, способные к проникновению
через ГЭБ, характеризуются значениями коэффициента распределения больше 1, т. е. пре-
парат накапливается преимущественно в мозговом веществе [11, 12].

Таким образом, совместное применение методов расчета ИПДВ и критического поверх-
ностного давления позволяет оценить встраивание молекул ФАВ в структуру мембран
и проницаемость препаратов через ГЭБ. При этом липофильность соединений может дать
дополнительную информацию о способности веществ проникать через мембраны.

Изотерма сжатия лэнгмюровских монослоев. Еще одним подходом, использован-
ным в нашей работе, было изучение влияния ФАВ на термодинамические и структурные
параметры монослойных пленок Лэнгмюра из ДСФХ в условиях их формирования и рав-
номерного сжатия от газообразной фазы до твердотельного состояния (табл. 3).

Изменение площади, приходящейся на одну молекулу липида (S0), свидетельствует
о встраивании молекул ФАВ между молекулами липидов или влиянии на размеры гидрат-
ной оболочки фосфолипидов [14]. Для изученных препаратов существенное изменение S0

выявлено для изадрина. Под действием изадрина так же существенно усиливалось взаимо-
действие между молекулами воды и липида, а также между молекулами липида, что может
указывать на компактизацию структуры гидратной оболочки молекул фосфолипидов под
действием препарата и на встраивание молекул препарата в монослойную пленку [14]. Сла-
бое влияние димедрола и пропранолола на параметры монослойных пленок может служить
подтверждением плоскопараллельной, по отношению к фосфохолиновым остаткам, ориен-
тации молекул препаратов.

Таким образом, результаты изучения влияния молекул ФАВ на структуру липидных
монослоев позволяют оценить взаимодействие молекул препаратов с молекулами фосфо-
липида. В частности, площадь на одну молекулу липида в поверхности и изменения сво-
бодной энергии поверхности липидной пленки под влиянием ФАВ дают количественные
характеристики взаимодействия препаратов с мембраной, которые могут быть применены
для прогнозирования проницаемости мембран с использованием расчетных компьютерных
методов.

Использование коэффициента эластичности для прогноза проницаемости че-

рез кожу. Фосфолипидные монослои широко используются для изучения пассивной диф-
фузии ФАВ через мембраны. Изотермы сжатия лэнгмюровских монослоев могут быть оха-
рактеризованы коэффициентом эластичности K, который коррелирует с проницаемостью
через кожу [15]:

K = −Aπ(dπ/dA)π ,

Таблица 3. Влияние ФАВ на термодинамические и структурные характеристики монослойных пленок из
дистеароилфосфатидилхолина

Препарат
S0,

Å2/молекула
H11,

кал/моль
H12,

кал/моль
H22,

кал/моль
∆G,

кал/моль

Буфер (трис-HCl, pH 7,4) 64± 1 44± 4 −50± 1 −399± 13 −25± 1

Теофиллин, 10−4 М 66± 2 42± 3 −52± 4 −412± 9 −30± 2
∗

Изадрин, 10−4 М 70± 1
∗

37± 3 −72± 2
∗

−477± 3
∗

−40± 2
∗

Димедрол, 10−4 М 66± 2 32± 5 −61± 3
∗

−427± 21 −33± 3
∗

Пропранолол, 10−4 М 65± 3 38± 4 −63± 5
∗

−448± 10
∗

−31± 6

∗ Достоверно (p < 0,05) отличается от значения для буферного раствора.
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Рис. 2. Зависимость величины коэффициента эластичности от поверхностного давления для димедрола.
1 — контроль, субфаза без ФАВ; 2 — димедрол

где Aπ — площадь монослойной пленки при поверхностном давлении π, Å2 на молекулу;
π — поверхностное давление, мН/м.

Чем меньше значение K, тем выше эластичность монослоя и тем более вероятно про-
никновение (диффузия) ФАВ в мембрану [15]. Увеличение значения K, по сравнению с ве-
личиной коэффициента эластичности монослоя без ФАВ, будет свидетельствовать о про-
никновении препарата через кожу [15].

Под влиянием димедрола величина коэффициента эластичности увеличивается по срав-
нению с контролем (рис. 2), из чего можно сделать вывод о том, что димедрол способен
проникать через кожу. Это хорошо согласуется с расчетными данными о кожной проницае-
мости [15], по которым величина коэффициента, характеризующего проницаемость кожи
для димедрола, наивысшая: logKp = −2,15061 см/ч.

Таким образом, на основании анализа липофильности веществ и взаимодействия ФАВ
с монослойными липидными пленками можно охарактеризировать мембранотропность пре-
паратов и проницаемость ФАВ через мембраны, в частности через ГЭБ и кожу.

Результаты изучения взаимодействия ФАВ с монослойными пленками показывают, что
димедрол и пропранолол могут проникать через ГЭБ в мозговое вещество, а изадрин и тео-
филлин не способны к проникновению через ГЭБ. Полученные данные дают возможность
сделать прогноз проницаемости кожи препаратами: димедрол будет способен к такой прони-
цаемости, для остальных веществ проникновение через кожу происходить не будет. Таким
образом, на основании липофильности веществ и анализа взаимодействия ФАВ с монослой-
ными липидными пленками можно охарактеризовать проницаемость ФАВ через мембраны,
например через ГЭБ и кожу.

Количественные значения физико-химических параметров взаимодействия ФАВ с лэнг-
мюровскими монослоями могут быть использованы для построения более точных расчет-
ных моделей ADMET свойств соединений.
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О.М. Ляхов, В.В. Ковалiшин, В.В. Прокопенко

Змiни фiзико-хiмiчних параметрiв фосфолiпiдних моношарiв

пiд дiєю фiзiологiчно активних речовин як пiдхiд до прогнозування

проникностi бiологiчних мембран

Вивчено вплив фiзiологiчно активних речовин на фiзико-хiмiчнi властивостi ленгмюрiвсь-

ких моношарових плiвок з дистеароїлфосфатидилхолiну. Показано, що такi властивостi

можуть бути застосованi для прогнозування проникностi препаратiв через гематоенцефа-

лiчний бар’єр та шкiру. Кiлькiснi значення фiзико-хiмiчних параметрiв взаємодiї фiзiоло-

гiчно активних речовин з моношаровими плiвками можуть бути використанi для побудови

бiльш точних розрахункових моделей ADMET властивостей сполук.

A.M. Lyakhov, V. V. Kovalishin, V.V. Prokopenko

Changes in physico-chemical parameters of the phospholipid monolayers

under the influence of physiologically active substances as an approach

to the prediction of the permeability of biological membranes

The effect of drugs on physicochemical properties of the Langmuir monolayer films made of di-

stearoylphosphatidylcholine is studied. It is shown that these properties can be used to predict

the permeability of drugs through the blood-brain barrier and skin. The quantitative values of

physico-chemical monolayer film parameters can be used to build more accurate computer models

of ADMET properties of drugs.
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