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Аннотация
В статье проведены исследования прямой антиоксидантной активности препарата «ТАМЕРОН», который 

разработан на основе активной фармацевтической субстанции аминодигидрофталазиндион натрия. С помо-
щью метода регистрации хемилюминисценции прибором Биотокс 10М было показано, что данное вещество 
способно в физиологических условиях взаимодействовать и нейтрализовать активные формы кислорода, ко-
торые являются индукторами воспалительных процессов и выработки провоспалительных цитокинов. Таким 
образом, препарат «ТАМЕРОН» можно рекомендовать для купирования быстротекущих и массированных 
воспалительных процессов при лечении острого респираторного дистресс-синдрома, вызванного коронави-
русной инфекцией COVID-19.
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Summary
The article studies the direct antioxidant activity of the drug «TAMERON», which was developed on the basis of 

the active pharmaceutical substance aminodihydrophthalazinedione sodium salt. Using the method of registration 
of chemiluminescence with the Biotox 10M device, it was shown that this substance is capable of interacting under 
physiological conditions and neutralizing reactive oxygen species, which are inducers of inflammatory processes 
and the production of pro-inflammatory cytokines. Thus, the drug «TAMERON» can be recommended for the relief 
of rapid and massive inflammatory processes in the treatment of acute respiratory distress syndrome caused by 
coronavirus infection COVID-19.

Keywords: «TAMERON», aminodihydrophthalazindine sodium salt, antioxidant, reactive oxygen species, chemi-
luminescence.
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В МОУ «Институт инженерной физики» с 
2015 года ведется разработка новой лекарствен-
ной формы препарата в виде лиофилизата на ос-
нове аминодигидрофталазиндиона натрия под 
торговой маркой «ТАМЕРОН» [1,2]. Данный 
препарат обладает мощным иммунотропным 
действием, в частности регулирует биологиче-
скую активность иммунных клеток, нормализует 
избыточный синтез провоспалительных цитоки-
нов – TNF-α, ИЛ-1, ИЛ-6 гиперактивированны-

ми макрофагами [3,4]. Как показывают иссле-
дования, все биологические свойства аминоди-
гидрофталазиндиона натрия преимущественно 
связаны с его антиоксидантной активностью. 
Причем в литературе описывается механизм 
опосредованной активация антиоксидантных 
систем препаратом за счет стабилизации транс-
крипционного фактора Nrf2. Этот белок влияет 
на экспрессию генов, связанных с регуляци-
ей окислительно-восстановительного баланса 
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клетки [5]. Но есть данные о том, что амино-
дигидрофталазигдион натрия способен быстро 
подавлять окислительный стресс, развиваемый 
макрофагами в модельных экспериментах [3]. 
Очевидно, что в данном случае захват активных 
форм кислорода (АФК) препарат осуществляет 
напрямую, путем химического взаимодействия 
с радикалами.

Поэтому целью данного исследования явля-
лось изучение прямой антиоксидантной актив-
ности препарата «ТАМЕРОН» в биологическом 
образце – крови и плазме человека в норме и 
при воздействии индуктора окислительного 
стресса – пероксида водорода.

Материалы и методы
Работу выполняли на образцах крови, взятой 

и вены у здоровых доноров непосредственно 
перед экспериментом (общий объем – порядка 
10 мл). В кровь, для предотвращения свертыва-
ния, добавляли антикоагулянт – натриевую соль 
ЭДТА (Sigma, США). Далее образец разделяли 
на 2 части (по 5 мл), одну из которых центрифу-
гировали с помощью центрифуги MiniSpin (Ep-
pendorf, Германия) при ускорении 5000g для 
отделения форменных элементов крови и полу-
чения плазмы крови. Образец крови перед из-
мерением разбавляли физиологическим раство-
ром (0,9% раствор хлорида натрия) в пропорции 
(кровь:физраствор) 1:3 для придания меньшей 
вязкости жидкости. В работе при измерении 
сигналов хемилюминесценции использовали 1 
мл разбавленной крови или 1 мл плазмы крови. 
В качестве контрольного образца использовали 
1 мл физраствора.

Раствор изучаемого препарата «ТАМЕРОН» 
готовили из образца опытной партии лекар-
ственного средства, изготовленного на про-
изводственной площадке МОУ «Институт ин-
женерной физики». Для этого содержимое 
флакона с препаратом растворяли в 1 мл дис-
тиллированной воды. При измерении сигнала 
хемилюминесценции в исследуемый образец 
вносили 10 мкл препарата «ТАМЕРОН» (конеч-
ная концентрация около 0,01 мг/мл). Это обеспе-
чивало концентрацию препарата, в которой он 
находится при введении в организм человека. 
Для моделирования условий окислительного 
стресса использовали пероксид водорода. Рабо-
чий раствор пероксида водорода (Реахим, Рос-
сия) готовили путем разбавления 30% исходного 
раствора вещества в дистиллированной воде до 
финальной концентрации 3% (эта концентра-
ция соответствует раствору с молярностью 1 М).  
Пероксид водорода из рабочего раствора вно-
сили в образец в объеме 100 мкл, что обеспечи-

вало его финальную концентрацию 100 мкМ. 
Эта концентрация пероксида водорода исполь-
зуется в биологических исследованиях в каче-
стве индуктора окислительного стресса [6]. Для 
усиления эффекта генерации АФК пероксидом 
водорода использовали хлорид железа (II) (Ре-
ахим, Россия), который вносили в испытуемый 
образец в объеме 10 мкл (из исходного раствора 
в концентрации 1 М, приготовленного на дис-
тиллированной воде) до финальной концентра-
ции FeCl2 10 мкМ.

Для измерения хемилюминесценции ами-
нодигидрофталазиндиона натрия использовали 
прибор «Биотокс 10М» (ООО «НЕРА-С», Рос-
сия). Данный прибор позволяет производить 
измерение слабого свечения (хемилюминесцен-
ции) с помощью фотоумножителя. Полученные 
данные записывали с помощью программы, 
прилагаемой к устройству.

Процедура измерения хемилюминесценции 
пробы осуществлялась следующим образом. 
Образец (физраствор, кровь или плазма крови) 
в стеклянной пробирке (прилагаемой к прибо-
ру) помещался в кюветное отделение и далее в 
течение 5 минут проводили запись количества 
импульсов в секунду. После этого последова-
тельно в образец добавляли раствор препара-
та «ТАМЕРОН», раствор пероксида водорода и 
раствор хлорида железа. Для этого, не останав-
ливая записи показаний с прибора, открывали 
кюветное отделение и в образец вносили 10 мкл 
препарата «ТАМЕРОН». Далее записывали сиг-
нал хемилюминесценции в течение 5 мин, затем 
в образец вносили 100 мкл раствора пероксида 
водорода и продолжали запись сигнала еще 5 
мин. В раствор на финальной стадии измерений 
вносили 10 мкл FeCl2 и продолжали запись еще 
5 мин. Каждую серию измерений проводили не 
менее 3-х раз. Обработку полученных резуль-
татов проводили с помощью программы Sigma 
Plot 10 (США).

Результаты и обсуждения
На рисунке 1 представлены типичные резуль-

таты измерения хемилюминесценции образца 
физиологического раствора. Видно, что сам по 
себе раствор и раствор после добавления пре-
парата «ТАМЕРОН» не обладает способностью 
к хемилюминесценции. При добавлении перок-
сида водорода к этой смеси наблюдался резкий 
всплеск регистрируемого сигнала, который за-
тем не затухал в течение длительного времени 
(вплоть до 20 мин наблюдений).

При изучении сигнала, поступающего от об-
разца крови или плазмы, наблюдалась несколь-
ко другая картина (рисунки 2 и 3). Как видно из 
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рисунка 2, сам образец разбавленной крови че-
ловека не обладал регистрируемой прибором 
собственной хемилюминесценцией. Добавление 
препарата «ТАМЕРОН» не приводило к измене-
ниям в интенсивности регистрируемого сигнала 
и в отличие от физиологического раствора, по-
следующее внесение пероксида водорода также 
не сопровождалось сколь-нибудь значимыми из-
менениями в интенсивности наблюдаемого сиг-
нала. Напротив, добавление хлорида железа (II) 
приводило к настолько интенсивным сигналам, 
что по сути это были предельно-измеряемые 
значения светового излучения фотоумножите-
лем прибора.

Аналогичные результаты были получены и 
при изучении образцов плазмы крови челове-
ка (рисунок 3). Внесение препарата «ТАМЕРОН» 
и пероксида водорода в исследуемый образец 
плазмы крови не сопровождалось изменением 
сигнала. Образцы плазмы крови человека начи-

нали испускать кванты света только после добав-
ления хлорида железа (II).

Известно, что хемилюминесценция люмино-
ла обусловлена его химическим взаимодействи-
ем с АФК (рисунок 4) [7]. В частности депрото-
нированный ион люминола в растворе взаимо-
действует с одно или двух электронным окис-
лителем, что приводит к образованию радикала 
люминола. Далее он превращается либо в аза-
хинон, который переходит в окисленное проме-
жуточное перекисное соединение, или при вза-
имодействии с гидропероксильным радикалом, 
или при непосредственном взаимодействии с 
супероксид радикалом. Последнее вещество не-
стабильно и претерпевает превращение в 3-ами-
нофталевый дианион, причем электроны здесь 
находятся в триплетном состоянии, которое за-
тем переходит в синглетное состояние. Возвра-
щение электронов 3-аминофталевого дианиона 
из возбужденного состояния в нормальное со-
провождается испусканием квантов света с дли-
ной волны 425 нм. Описанная реакция люмино-
ла широко используется в криминалистике для 
обнаружения следов крови, а также в качестве 
для обнаружения различных аналитов в люми-
нометрических тест системах [8].

Важно отметить, что в случае люминола, ре-
акция может происходить только в достаточно 
сильнощелочных условиях (при pH 8-10), кото-
рые клетке, межклеточной среде или крови не 
свойственны. Тогда как натриевая соль люми-
нола, являющейся активной фармацевтической 
субстанцией препарата «ТАМЕРОН», способна 
диссоциировать с образованием аниона и при 
более низких значениях pH, близких к физиоло-
гическим. Из представленной схемы видно, что 
аминодигидрофталазиндион натрия напрямую 
взаимодействует с различными формами АФК. 
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Рис. 1. Хемилюминесценция физиологического 
раствора, измеренная люминометром. Стрелками 

показано добавление препарата «ТАМЕРОН» 
(аминодигидрофталазиндиона натрия) и пероксида 

водорода (H2O2)

Рис. 2. Хемилюминесценция разбавленной 
физиологическим раствором крови человека, 

измеренная люминометром. Стрелками 
показано добавление препарата «ТАМЕРОН» 

(аминодигидрофталазиндиона натрия), пероксида 
водорода (H2O2) и хлорида железа (II) (FeCl2)

Рис. 3. Хемилюминесценция плазмы крови 
человека, измеренная люминометром. Стрелками 

показано добавление препарата «ТАМЕРОН» 
(аминодигидрофталазиндиона натрия), пероксида 

водорода (H2O2) и хлорида железа (II) (FeCl2)
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Как показывают полученные в работе экспери-
ментальные данные, в норме «ТАМЕРОН» в био-
логических жидкостях не проявляет реакцион-
ной способности, но при добавлении индуктора 
окислительного стресса – пероксида водорода, 
распад которого катализирован ионами двух-
валентного железа (реакция Фентона), люминол 
натрия мгновенно вступает в химическую реак-
цию с выделением квантов света. Это указывает 
на то, что «ТАМЕРОН» может длительное вре-
мя, не подвергаясь химическим изменениям, 
циркулировать в организме. При появлении 
же свободных АФК либо в локальных зонах (на-
пример, в очагах воспаления) или в системном 
кровотоке препарат способен их незамедлитель-
но нейтрализовать. Стоит отметить, что «ТАМЕ-
РОН» взаимодействует с наиболее токсичными 
для клетки радикалами – супероксид и гидропе-
роксид анионами. Именно эти радикалы отвеча-
ют за дальнейшее развитие свободнорадикаль-
ной цепи и процессы перекисного окисления 
липидов мембран клеток, белков, других био-
логических структур и развитие окислительного 
стресса в целом [9].

Заключение
Таким образом, проведенные в работе экс-

периментальные исследования показывают, что 
помимо описываемых в литературе механизмов 
антиоксидантной активности аминдигидрофта-
лазиндиона натрия за счет опосредованной ре-
гуляции им экспрессии генов системы антиокси-
дантной защиты он способен непосредственно 

участвовать в подавлении развития окислитель-
ного стресса. Учитывая химические свойства 
препарата «ТАМЕРОН», а также то, что ионизи-
рованая форма этого вещества способна образо-
вываться и в физиологических условиях можно 
сделать вывод о том, что этот препарат способен 
напрямую, за счет химической реакции нейтра-
лизовать активные формы кислорода, которые 
являются индукторами воспалительных процес-
сов и выработки провоспалительных цитокинов. 
Это свойство препарата может быть важным для 
купирования быстротекущих и массированных 
воспалительных процессов. Например, «ТАМЕ-
РОН» может с успехом применятся для лечения 
острого респираторного дистресс-синдрома, вы-
званного окислительным стрессом и цитокино-
вым штормом при тяжелом течении коронави-
русной инфекции COVID-19.
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Рис. 4. Схема химического превращения люминола при 
взаимодействии со свободными радикалами  

(объяснение см. в тексте) [7]


