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АКТИВНОСТЬЮ
(57) Реферат:

Изобретение относится к фармацевтической
промышленности, а именно к средству,
обладающему антиагрегантной и
антикоагулянтной активностью. Средство,
обладающее антиагрегантной и
антикоагулянтной активностью, на основе сухого
этанольного экстрактаMaackia amurensis, которое
представляет собой экстракт корыкорнейMaackia
amurensis Rupr et. Maxim, содержащий комплекс
изофлавоноидов, состоящий из 7-О-
гентиобиозидов даидзеина, генистеина,
афромозина, псевдобаптигенина, формононетина

и 5-О-метилдаидзеина, 7-O-β-D-
глюкопиранозидов даидзеина и генистеина, 7-О-
примверозидов псевдобаптигенина и
формононетина, 3-O-гентиобиозидов маакиаина
и медикарпина, полученное путем трехкратной
экстракции сухой коры корней Maackia amurensis
90% этанолом при определенных условиях.
Средство обладает высокой антиагрегантной и
антикоагулянтной активностью с одновременной
способностью угнетать процессы сосудисто-
тромбоцитарного и коагуляционного гемостаза.
2 ил., 6 табл., 9 пр.
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(54) AGENT WITH ANTIPLATELET AND ANTICOAGULANT ACTIVITY
(57) Abstract:

FIELD: pharmaceutics.
SUBSTANCE: invention relates to pharmaceutical

industry, namely to agent with antiplatelet and
anticoagulant activity. Agent with antiplatelet and
anticoagulant activity, based on dry ethanol extract of
Maackia amurensis, which is root bark extract of
Maackia amurensis Rupr et., Maxim, containing
complex of isoflavonoids, consisting of daidzein 7-O-
gentiobiosides, genistein, afromosine,
pseudobaptigenine, formononetin and 5-O-
metildaidzein, daidzein 7-O-β-D-glucopyranoside and

genistein, pseudobaptigenine 7-O-primverosides and
formononetin, maackiaine 3-O-gentiobiosides and
medikarpine, produced by triple extraction of Maackia
amurensis dry roots bark with 90 % ethanol under
certain conditions.

EFFECT: agent has high antiplatelet and
anticoagulant activity and is capable of inhibiting
vascular-thrombocyte and coagulation hemostasis
processes.

1 cl, 2 dwg, 6 tbl, 9 ex
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Изобретение относится кмедицине, конкретно кфармакологии, и касается средства,
обладающего антиагрегантными и антикоагулянтными свойствами.

Известны средства, обладающие антиагрегантными свойствами - ацетилсалициловая
кислота, тиклопидин, клопидогрел, дипиридамол [1-5], а также средства, полученные
из растительного сырья, обладающие свойством угнетать агрегацию тромбоцитов [6-
10].

Известно лекарственное средство «ПАТРИМИН», обладающее седативным,
гипотензивным, антикоагулянтным, антиагрегационным и гиполипидемическим
действием. Средство характеризуется тем, что представляет собой сухой экстракт
тритерпеновых гликозидов-патринозидов Д, В и С, полученный из корней патринии
средней [11].

Известнысредства, обладающие антикоагулянтными свойствами - гепарин, варфарин,
дабигатран, ривароксабан [12-17], а также средства на основе извлечений из
растительного сырья, способные угнетать процесс свертывания крови [18-21].

Известно антикоагулянтное средство, обладающее ингибиторной активностью по
отношению к тромбину и представляющее собой раствор биологически активного
комплекса из коры березы, полученный экстракцией измельченной коры березы водой
при кипячении [22].

Прототипом заявляемого средства является препарат «Маакии амурской экстракт
сухой», обладающий гемореологической, антитромбоцитарной и антитромбогенной
активностью [23, 24]. Этот препарат представляет собой высушенный под вакуумом
этанольный экстракт, приготовленной из измельченной ядровой древесины растения
маакии амурской (Maackia amurensis Rupr et. Maxim, сем. бобовые Fabaceae) [25]. Он
содержит суммуприродныхполифенолов, состоящуюизфлавоноидов, изофлавоноидов,
птерокарпанов, мономерных стильбенов, димерных стильбенов, стильбенолигнанов,
изофлавоностильбенов и халкона [26, 27]. Препарат «Маакии амурской экстракт сухой»
зарегистрирован в Российской Федерации в качестве субстанции (Р N003309/01 от
12.04.2004 г.) для приготовления лекарственного средства «Максар® таблетки,
покрытые, пленочной оболочкой, 60 мг» (Р N003294/01 от 12.04.20011 г.),
предназначенного для лечения хронических гепатитов [28-30].

Однако уровень антиагрегантной и антитромбоцитарной активности известного
средства «Маакии амурской экстракт сухой» недостаточно высок.

Задачей изобретения является расширение арсенала средств растительного
происхождения, обладающих антиагрегантной и антикоагулянтной активностью.

Поставленная задача решена созданием нового средства, обладающего
антиагрегантной и антикоагулянтной активностью, на основе сухого этанольного
экстракта коры корней Maackia amurensis Rupr et. Maxim, содержащего комплекс
изофлавоноидов. Этот комплекс содержит свыше 95% гликозидныхформ изофлавонов
и птерокарпанов и состоит из 7-O-гентиобиозидов даидзеина (1), генистеина (3),
афромозина (4), псевдобаптигенина (6), формононетина (7) и 5-O-метилдаидзеина (12),
7-O-β-D-глюкопиранозидов даидзеина (2) и генистеина (5), 7-О-примверозидов
псевдобаптигенина (8) и формононетина (9), 3-О-гентиобиозидов маакиаина (10) и
медикарпина (11).

Все соединения известны, за исключением 7-О-примверозилпсевдобаптигенина (8),
которое выделено авторами из спиртового экстракта коры корней М. amurensis на
колонке, заполненной сорбентом Toyopearl HW-50F (2×30 см) в системе растворителей
вода-спирт (9:1), содержащей 0,02% муравьиной кислоты. Соединение (8) получено в
виде белого аморфного порошка; : - 19,0° (с 1,0 С2Н5ОН); ИК-спектр (KBr): v мах
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3406, 1620, 1560, 1441 см-1. Его структура установлена методами масс-спектрометрии
и спектроскопии ЯМР как 7-O-[β-D-ксилопиранозил-(1→6)]-β-D-глюкопиранозид
псевдобаптигенина. Данные 1H и 13С ЯМР спектров соединения (8) представлены в
таблице 1.

На фиг. 1 представлены структуры вышеперечисленных изофлавоноидов.
На фиг. 2 представлена ВЭЖХ комплекса изофлавоноидов из коры корней Maackia

amurensis. Дигидрокверцетин (ДГК) использован в качестве внутреннего стандарта.
В доступной патентной и другой научно-технической литературе средство на основе

экстракта из коры корней маакии амурской, обладающее антиагрегантной и
антикоагулянтной активностью, не обнаружено. Ранее авторами было запатентовано
средство, представляющее собой экстракт корней маакии амурской, содержащий до
70% 7-O-[β-D-глюкопиранозил-(1→6)]-β-D-глюкопиранозидов генистеина,
псевдобаптигенина, формононетина, 5-метоксидаидзеина и маакиаина, обладающее
гепатопротективной активностью [31].

Поскольку состав полифенольных комплексов ядровой древесины и коры корней
маакии амурской различен, нельзя было с очевидностью предположить о наличии у
последнего антитромбоцитарных и антикоагулянтных свойств.
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Технический результат, обеспечиваемый изобретением, заключается в проявлении
у заявляемого средства более высокой антиагрегантной и антикоагулянтной активности
в сравнении с препаратом «Маакии амурской экстракт сухой» с одновременной
способностью угнетать процессы сосудисто-тромбоцитарного и коагуляционного
гемостаза.

Способ получения заявляемого средства заключается в следующем.
Сухую кору корнейMaackia amurensis трижды экстрагируют 90% этанолом при 45°С

в соотношении сырье : этанол 1:5. Полученный суммарный спиртовой экстракт
упаривают в вакууме до сиропообразного состояния, затем растворяют в 60% этаноле
и четыре раза экстрагируют гексаном для удаления балластных соединений. Водно-
спиртовой экстракт коры корней упаривают в вакууме при 40°С с добавлением 96%
этанола в соотношении водно-спиртовой экстракт : этанол 1:5 для удаления остаточного
растворителя, затем высушиваютметодом распыления до образования сухого порошка
светло-желтого цвета.

Выход конечного продукта составляет 15-16% в пересчете на сухую кору корней
маакии амурской.

Кора корней маакии амурской содержит стабильно высокое количество гликозидов
изофлавонов и птерокарпанов, что видно из таблицы 2.

Химический состав изофлавоноидов и их относительное содержание в сухом
экстракте, полученном из коры корней маакии амурской, определено с использованием
методов ЯМР спектроскопии и хроматомасс-спектрометрии и представлено в таблице
3.

Стр.: 5

RU 2 601 407 C1

5

10

15

20

25

30

35

40

45



Предлагаемый способ позволяет получать ранее не описанный в доступной
литературе высокоочищенный комплекс изофлавоноидов, свободный от растительных
восков, терпеноидов, стеринов и других балластных соединений.

Антиагрегантные и антикоагулянтные свойства заявляемого средства были найдены
экспериментальным путем.

Экспериментыпоизучениюсосудисто-тромбоцитарного гемостазаприиспользовании
очищенного комплекса изофлавоноидов, содержащего гликозиды изофлавонов и
птерокарпанов из коры корней маакии амурской (МАКК), проводили на 39 крысах-
самцах линии Вистар массой 240-290 г.

Животные были разделены на 3 группы по 13 крыс: первая (контрольная) группа
ежедневно на протяжении 10 суток получала внутрижелудочно 1мл крахмальной слизи;
вторая группа - препарат «Маакии амурской экстракт сухой» (25 мг/кг ежедневно в
течение 10 суток); третья группа - МАКК в такой же дозе на протяжении такого же
периода времени. Через 2 ч после последнего введения веществ или крахмальной слизи
под легким эфирным наркозом брали кровь из брюшной аорты крыс и с помощью
автоматического гематологического анализатора определяли содержание тромбоцитов
(кл/мкл).

Нормальные пределы колебаний числа тромбоцитов крови у крыс составляют от
430 тысяч до 1 млн в 1 мм3 [32, 33], что соответствовало результатам, полученным в
экспериментах.

После определения числа тромбоцитов для исследования сосудисто-тромбоцитарного
гемостаза использовалиметодиндуцированнойАДФ-агрегации тромбоцитов спомощью
оптического агрегометра, регистрирующего агрегациюв богатой тромбоцитами плазме
по изменению ее оптической плотности (степень светопропускания, %).

Эксперименты по изучению коагуляционного гемостаза проводили на 40 крысах-
самцах линии Вистар массой 260-280 г.Животные были разделены на 3 группы: первая
группа (14 крыс) ежедневно на протяжении 10 дней получала внутрижелудочно по 1
мл крахмальной слизи (контроль); животным второй группы (13 крыс) на протяжении
10 дней энтерально вводили препарат «Маакии амурской экстракт сухой» в дозе 25 мг/
кг ежедневно; третьей группы -МАКК (13 крыс) в такойже дозе на протяжении такого
же периода времени.

Через 2 ч после последнего введения веществ или крахмальной слизи под легким
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эфирным наркозом брали кровь из брюшной аорты крыс и исследовали показатели
коагуляционного гемостаза. С этой целью определяли ряд параметров коагулограммы:
активированное парциальное (частичное) тромбопластиновое время (АПТВ, сек),
протромбиновое время (сек), тромбиновое время (сек), концентрацию фибриногена (г/
л), фибрин-мономерные комплексы плазмы (орто-фенантролиновый тест, РФМК, мг/
100 мл); активность физиологического антикоагулянта антитромбина III (%), а также
фибринолиз (время лизиса, мин).

Принцип метода определения АПТВ основан на измерении времени свертывания
плазмы крови в условиях стандартизованной контактной (каолином) и фосфолипидной
(кефалином) активации процесса в присутствии ионов Са2+.

В основе измерения протромбинового времени лежит способность тромбопластина
(фактор III, тромбиназа) превращать протромбин крови в присутствииСа2+ в активный
тромбин, который, в свою очередь, трансформирует фибрин крови в нерастворимый
фибрин. ПВ - это время образования фибрина в присутствии Са2+ и тканевого
тромбопластина.

Измерение тромбинового времени заключается в определении времени свертывания
плазмы крови под влиянием тромбина стандартной активности.

Принцип определения фибриногена заключается в измерении времени свертывания
разбавленной цитратной плазмы избытком тромбина. Время свертывания при этом
пропорциональноконцентрациифибриногена, которуюопределяютпокалибровочному
графику.

Принцип метода определения фибрин-мономерных комплексов в плазме крови
заключается в фиксировании времени появления в плазме, содержащей эти комплексы,
зерен (паракоагулятов) фибрина после добавления к ней раствора фенантролина.

Суть определения антитромбина III заключается в том, что AIII разведенной
исследуемой плазмы в присутствии гепарина быстро инактивирует α-тромбин. Это
приводит к удлинению времени свертывания, по которому оценивается активность
AIII-образца.АктивностьAIII, выраженнуювпроцентах к норме, находят по специально
построенной калибровочной кривой.

Фибринолиз оценивали по времени спонтанного лизиса сгустка (мин), получаемого
из эуглобулиновой фракции плазмы, при добавлении к ней раствора хлорида кальция.

С целью графической регистрации процессов свертывания крови и фибринолиза
использованаметодика тромбоэластографии.На эластограммефиксировали следующие
показатели: СТ - время начала свертывания, сек; CFT - время формирования сгустка,
сек; MCF - максимальную твердость сгустка, мм; ML - максимальный лизис сгустка, %;
угол α - кинетику образования сгустка,°.

Результаты исследования представлены в примерах 1-9.
Пример 1. В условиях 10-дневного энтерального введения крахмальной слизи

количество тромбоцитов в контрольной группе крыс составило 477±23,1·103 кл/мкл,
амплитудаАДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов в стандартизованной плазме
составила 34±3,5%.

Пример 2. 10-дневное энтеральное применение препарата «Маакии амурской экстракт
сухой» в дозе 25 мг/кг обусловило существенное увеличение числа тромбоцитов:
564±13,7·103 кл/мкл; рост на 18,2%. При этом значительных изменений амплитуды
АДФ-агрегации тромбоцитов при использовании препарата в данной дозе
зафиксировано не было.

Пример 3. Энтеральное введение МАКК соединения на протяжении 10 дней в дозе
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25 мг/кг ежедневно привело к небольшому росту числа тромбоцитов на 9,6% (до
523±15,6·103 кл/мкл), не достигая достоверных различий в сравнении с показателями
интактных крыс. При этом показатель амплитуды АДФ-индуцированной агрегации
тромбоцитов резко снижался, на 40,4% уступая цифрам контрольных животных.

Результаты, полученные в примерах 1-3, представлены в таблице 4.

Такимобразом, суммарный сухой этанольный экстракт корыкорнеймаакии амурской
при 10-дневном энтеральном введении крысам в дозе 25 мг/кг обладает выраженным
антиагрегантным эффектом, значительно превосходящимдействие препарата «Маакии
амурской экстракт сухой», взятого в такой же дозе при такой же продолжительности
введения.

Пример 4. В условиях 10-дневного энтерального применения крахмальной слизи
были получены цифры, характеризующие показатели коагуляционного гемостаза у
данной популяции крыс.

Пример 5. Внутрижелудочное введение препарата «Маакии амурской экстракт сухой»
на протяжении 10 дней в дозе 25 мг/кг привело к достоверному увеличениюпоказателей
протромбинового и тромбинового времени (на 24% и 11,6% соответственно). Кроме
того, был зафиксирован рост антитромбина III на 8,8%. Обращает на себя внимание
некоторое увеличение активности антитромбина III (на 8,8%), что указывает на
возможность прямой антикоагулянтной активности.

Пример 6. Энтеральное введение соединения МАКК на протяжении 10 дней в дозе
25 мг/кг обусловило значительное удлинение показателей протромбинового и
тромбинового времени (на 36,3% и 64,2% соответственно), существенно превосходящее
эффект препарата «Маакии амурской экстракт сухой». Кроме того, было выявлено
некоторое повышение активности антитромбина III (на 5,9%), сопоставимое с эффектом
препарата сравнения. Обращает на себя внимание резкое уменьшение времени
фибринолиза, зафиксированное под влияниемМАКК. В условиях применения МАКК
лизис образовавшегося сгустка происходил на 40-45% быстрее, чем у интактных крыс
и животных, получавших препарат «Маакии амурской экстракт сухой».

Результаты, полученные в примерах 4-6, представлены в таблице 5.
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Таким образом, установлено, что в условиях 10-дневного введения в дозе 25 мг/кг
МАКК обладает выраженным воздействием на свертывание крови, замедляя этот
процесс в большей степени, чем препарат «Маакии амурской экстракт сухой».

Фиксация происходящих в крови изменений с помощью тромбоэластографа в
основномподтвердила способность изофлавоноидов из корыкорнеймаакии амурской
(МАКК) вмешиваться в процесс гемокоагуляции, замедляя процесс свертывания крови.

Пример 7. В условиях 10-дневного применения крахмальной слизи были установлены
показатели тромбоэластограммы, характерные для данной популяции крыс.

Пример 8. Энтеральное использование препарата «Маакии амурской экстракт сухой»
на протяжении 10 дней в дозе 25 мг/кг не изменило существенно показатели
тромбоэластограммы за исключением увеличения на 36,9% максимальной твердости
образовавшегося сгустка.

Пример 9. 10-дневное энтеральное введение МАКК привело к значительному
изменению времени начала свертывания, которое увеличилось на 37,7%.

Результаты, полученные в примерах 7-9, представлены в таблице 6.

Показатели, приведенные в примерах 7-9 и таблице 6, подтверждают то, что
суммарный сухой экстракт коры корней Маакии амурской в значительной степени
угнетает процесс свертывания крови.

Таким образом, заявляемое средство обладает выраженным антиагрегантным и
антикоагулянтным действием, одновременно угнетая процессы сосудисто-
тромбоцитарного и коагуляционного гемостаза.

Предлагаемое изобретение расширяет арсенал антиагрегантных и антикоагулянтных
средстврастительногопроисхождения, используемыхпринарушенияхмикроциркуляции,
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для лечения и профилактики тромбофлебитов, в комплексной терапии инфаркта
миокарда, ишемического инсульта, для профилактики тромбоэмболии.
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Формула изобретения
Средство, обладающее антиагрегантной и антикоагулянтной активностью, на основе

сухого этанольного экстракта Maackia amurensis, отличающееся тем, что средство
представляет собой экстракт коры корнейMaackia amurensis Rupr et. Maxim, содержащий
комплекс изофлавоноидов, состоящий из 7-О-гентиобиозидов даидзеина, генистеина,
афромозина, псевдобаптигенина, формононетина и 5-О-метилдаидзеина, 7-O-β-D-
глюкопиранозидов даидзеина и генистеина, 7-О-примверозидов псевдобаптигенина и
формононетина, 3-O-гентиобиозидов маакиаина и медикарпина, полученное путем
трехкратной экстракции сухой коры корней Maackia amurensis 90% этанолом при 45°С
в соотношении сырье : этанол 1:5, упаривания полученного суммарного экстракта в
вакууме до сиропообразного состояния с последующимрастворением его в 60% этаноле
и четырехкратной экстракцией гексаном для удаления балластных соединений; с
последующим упариванием полученного водно-спиртового экстракта коры корней в
вакууме при 40°С с добавлением 96% этанола в соотношении водно-спиртовой экстракт
: этанол 1:5 для удаления остаточного растворителя и высушиванием методом
распыления до образования сухого порошка светло-желтого цвета.
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