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Резюме
Цель – экспериментальная оценка противоэпилептической активности нового амидного производного вальпрое-
вой кислоты и 1,3,4-тиадиазола. 

Материалы и методы. Исследование противоэпилептической активности вальпразоламида (N-(5-этил-1,3,4-
тиадиазол-2-ил)-2-пропилпентанамид) проводили в экспериментах на мышах с использованием моделей макси-
мального электрошока и антагонизма с пентилентетразолом. Нейротоксичность определяли в тесте вращающе-
гося стержня методом пробит-анализа. Для каждой экспериментальной модели эпилепсии рассчитывали 
значения ED50, терапевтического и протективного индексов. 

Результаты. Значения ЕD50  вальпразоламида (внутрибрюшинно) для мышей при судорогах, индуцированных пен-
тилентетразолом и максимальным электрошоком составили соответственно 74,5 (46,8-106,4) мг/кг и 138,4 (97,2- 
197,2) мг/кг. 

Заключение. Новое амидное производное вальпроевой кислоты и 1,3,4-тиадиазола (вальпразоламид) обладает 
выраженной противоэпилептической активностью.
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Противоэпилептические средства, вальпроевая кислота, 1,3,4-тиадиазол, пентилентетразол-индуцированные су-
дороги, максимальный электрошок.
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Введение / Introduction
Несмотря на наличие большого числа основных (валь-

проаты, карбамазепин, фенитоин, топирамат, леветираце-
там) и дополнительных (ретигабин, перампанел, лакосамид 
и др.) противоэпилептических средств, фармакотерапия 
больных эпилепсией не всегда является эффективной 
и безопасной, поэтому поиск новых препаратов этого ряда 
сохраняет свою актуальность. Наряду с разработкой ориги-
нальных молекул перспективным направлением является 
модификация химической структуры известных противо-
эпилептических средств, в т. ч. вальпроевой кислоты. Валь-
проаты являются одними из наиболее широко используе-
мых антиконвульсантов, их применяют в лечении эпилепсии 
различных форм и других заболеваний ЦНС, сопровождаю-
щихся эпилептическим синдромом [1-2]. Существенными 
недостатками вальпроевой кислоты являются нелинейный 
характер фармакокинетики и возможность развития  се-
рьезных нежелательных эффектов, в т. ч. таких как гепато-
токсичность и тератогенность [3-4]. В клинической практи-
ке вальпроевую кислоту применяют в виде солей 
(натриевых, кальциевых и магниевых) и амидов (вальпро-
мид). В настоящее время получены различные амидные 
производные вальпроевой кислоты (например, 5-валь-
проиламидо-1,3,4-тиадиазолил-2-сульфонамид, глицина-
мид вальпроевой кислоты и его производные с различными 
алкильными заместителями, метоксивальпроиламид и др.), 
которые в экспериментальных условиях продемонстриро-
вали более высокую противоэпилептическую активность 
и меньшую нейротоксичность [5-6]. Одним из таких соеди-
нений является вальпразоламид  [7]. 

Цель – экспериментальная оценка противоэпилептиче-
ской активности нового амидного производного вальпро-
евой кислоты и 1,3,4-тиадиазола. 

Summary
Aim – experimental evaluation of the antiepileptic activity of a new amide derivative of valproic acid and 1,3,4-thiadiazole. 

Materials and Methods: The antiepileptic activity of valprazolamide (N- (5-ethyl-1,3,4-thiadiazol-2-yl) -2-propylpentanamide) 
was tested in mice using the model of maximal electroshock and also the antagonism model with pentylenetetrazole. 
Neurotoxicity was assessed with the rotating rod test and the probit analysis. The therapeutic and protective index and the ED50 
values were calculated for each experimental model of epilepsy. 

Results: The ED50 values of valprazolamide (intraperitoneally) in mice with seizures induced by pentylenetetrazole or 
maximal electroshock were 74.5 (46.8-106.4) mg/kg or 138.4 (97.2-197.2) mg/kg, respectively. 

Conclusion: The new amide derivative of valproic acid and 1,3,4-thiadiazole (valprazolamide) has an antiepileptic activity.

Key words
antiepileptic drugs, valproic acid, pentylenetetrazole-induced seizures, maximal electroshock.
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Материалы и методы / Materials and 
Methods

Объектом исследования явился вальпразоламид (N-(5-
этил-1,3,4-тиадиазол-2-ил)-2-пропилпентанамид) – амид-
ное производное вальпроевой кислоты и 1,3,4-тиадиазола 
(рис. 1). 

Экспериментальные исследования на животных выпол-
нены с использованием белых аутбредных мышей-самцов 
SHK массой 19-21 г. Животных содержали при постоянной 
температуре (22±2°C) и искусственном 12-часовом режи-
ме дня и ночи (светлое время 08:00-20:00) со свободным 
доступом к воде и пище [8]. Дизайн исследования пред-
ставлен в таблице 1.

Этические аспекты
Все эксперименты осуществляли в соответствии 

с «Правилами надлежащей лабораторной практики» [8],  
методическими рекомендациями по проведению доклини-
ческих исследований лекарственных средств [9] с соблю-
дением правил обращения с подопытными животными, 
сформулированных в Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых для эксперимен-
тов или в иных научных целях [10]. Исследование получи-
ло разрешение этического комитета Тверского государ-
ственного медицинского университета.

Тесты
Оценку противоэпилептической активности вальпразо-

ламида проводили в тестах максимального электрошока 
(МЭШ) и антагонизма с пентилентетразолом (ПТЗ) [9,11-
14]. Для индукции МЭШ (50 Hz, 50 mA, 0,2 с) использовали 
корнеальные электроды. В исследование включали мы-
шей, которые за несколько дней до тестирования в ответ 
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роги у 97% мышей контрольной группы). Наблюдение за по-
допытными мышами осуществляли в течение 30 мин. после 
введения пентилентетразола. Судорожные проявления оце-
нивали в баллах [9]. Противоэпилептическую активность 
вальпроатов определяли по их способности предупреждать 
гибель подопытных животных, уменьшать тяжесть судорож-
ных припадков и увеличивать продолжительность латентно-
го периода первых судорожных проявлений (ЛП1).

Тестирование проводили в светлое время суток (с 9 
до 11 ч утра). Вальпразоламид вводили подопытным мы-
шам внутрибрюшинно за 40 мин. до тестирования в дозах 
от 50 до 450 мг/кг. В качестве препарата сравнения исполь-
зовали кислоту вальпроевую. В каждую эксперименталь-
ную группу включали по 8-10 мышей. По результатам экс-
перимента рассчитывали значения ЕD16 (дозы при которой 
терапевтический эффект (отсутствие судорог) отмечался 
в 16%), ЕD50 (средней терапевтической дозы), ЕD84 (дозы 
при которой терапевтический эффект отмечался в 84%) 
методом пробит-анализа Литчфильда и Уилкоксона в мо-
дификации В. Б. Прозоровского [15]. Острую токсичность 
вальпразоламида оценивали по значению DL50 (средне-
смертельной дозы) при внутрибрюшинном введении мы-
шам. Определение TD50 (среднетоксической дозы, при 
 использовании которой неврологический дефицит отме-
чается у 50% животных) проводили в тесте вращающегося 

на электрическую стимуляцию давали стойкую экстензию 
задних конечностей (продолжительностью 3 сек. и более). 
Непосредственно перед индукцией максимального элек-
трошока всем подопытным животным закапывали глаз-
ные капли с лидокаином (2%), а электроды смачивали 
изотоническим раствором натрия хлорида. Наличие про-
тивоэпилептической активности оценивали по способно-
сти предупреждать развитие тонической экстензии задних 
конечностей. В исследовании учитывали, что судороги, 
вызываемые максимальным электрошоком, моделируют 
большие (Grand mal) судорожные припадки.

Антагонист ГАМКА-рецепторов пентилентетразол 
(Sigma-Aldridch, США) вводили подопытным животным под 
кожу в область шейной части спины в дозе 95 мг/кг 
(СД97 – доза, в которой пентилентетразол вызывает судо-

Рисунок 1. Химическая структура вальпразоламида 
(N-(5-этил-1,3,4-тиадиазол-2-ил)-2-пропилпентанамид).

Figure 1. Chemical structure of valprazolamide (N- (5-ethyl-
1,3,4-thiadiazol-2-yl) -2-propylpentanamide).

Таблица 1. Дизайн исследования.

Table 1. Study Design.

Серия опытов Группа наблюдения Оцениваемый показатель
Оценка 
противоэпилептической 
активности вальпразоламида 
при судорогах, 
индуцированных 
максимальным электрошоком 
у мышей

I. Подопытные мыши, получавшие 
внутрибрюшинно вальпразоламид за 40 минут 
до максимального электрошока (n=40) в дозах:
 1. 50 мг/кг (n=8) 
 2. 75 мг/кг (n=8)
 3. 150 мг/кг (n=8)
 4. 300 мг/кг (n=8)
 5. 450 мг/кг (n=8)
II. Контроль 1 – подопытные мыши, получавшие 
внутрибрюшинно вальпроевую кислоту в дозе 
200 мг/кг за 40 минут до максимального 
электрошока (n=8)
III. Контроль 2 – подопытные мыши, получавшие 
внутрибрюшинно изотонический раствор натрия 
хлорида за 40 минут до максимального 
электрошока (n=8)

Частота и продолжительность 
тонической экстензии задних 
конечностей у мышей.
Расчет терапевтических доз 
(по данным пробит-анализа), 
терапевтического и протективного 
индексов 

Оценка 
противоэпилептической 
активности вальпразоламида 
при судорогах, 
индуцированных подкожным 
введением пентилентатразола 
у мышей

I. Подопытные мыши, получавшие 
внутрибрюшинно вальпразоламид за 40 минут 
до подкожного введения пентилентетразола 
(n=40) в дозах:
 1. 50 мг/кг (n=8) 
 2. 75 мг/кг (n=8)
 3. 150 мг/кг (n=8)
 4. 300 мг/кг (n=8)
 5. 450 мг/кг (n=8)
II. Контроль 1 – подопытные мыши, получавшие 
внутрибрюшинно вальпроевую кислоту в дозе 
200 мг/кг за 40 минут до подкожного введения 
пентилентетразола (n=8)
III. Контроль 2 – подопытные мыши, получавшие 
внутрибрюшинно изотонический раствор натрия 
хлорида за 40 минут до подкожного введения 
пентилентетразола (n=8)

Летальность подопытных мышей, 
продолжительность латентного 
периода первого судорожного 
приступа, тяжесть судорог.
Расчет терапевтических доз 
(по данным пробит-анализа), 
терапевтического и протективного 
индексов
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EPILEPSY 
and paroxysmal 

conditions 

стержня с помощью пробит-анализа. Для оценки безопас-
ности вальпразоламида для каждой экспериментальной 
модели эпилепсии рассчитывали значения терапевтиче-
ского (TI=ЕD50/DL50 – индекса, показывающего во сколько 
раз средняя терапевтическая доза превышает средне-
смертельную) и протективного (PI=ЕD50/ТD50 – индекса, 
показывающего во сколько раз средняя терапевтическая 
доза превышает среднетоксическую) индексов.

Методы статистического анализа
Статистическую обработку данных проводили с по-

мощью программного обеспечения BioStat v. 2009 
(AnalystSoft Inc, США). Анализ вида распределения количе-
ственных признаков и проверку равенства дисперсий про-
водили с использованием критерия Шапиро-Уилка. При 
нормальном распределении данных применяли однофак-
торный дисперсионный анализ (ANOVA) с последующим 
использованием критерия множественного сравнения Тью-
ки HSD, в случае ненормального распределения использо-
вали критерий Краскела-Уоллиса и U-тест Манна-Уитни. 
Для сравнения двух относительных показателей, характе-
ризующих частоту определенного признака, применяли 
точный критерий Фишера. При нормальном распределении 
данные представляли в виде m±SEM (среднее±стандартная 
ошибка среднего), при ненормальном распределении – Me 
(LQ-UQ) (медиана, верхний и нижний квартили). 

Результаты и обсуждение / Results and 
discussion

Влияние вальпразоламида на судороги, индуцирован-
ные максимальным электрошоком

Судороги, индуцированные через корнеальные элек-
троды электрическим стимулом (50 Hz, 50 mA, длитель-

ностью 0,2 сек.) у мышей контрольной группы протекали 
в несколько фаз. Вначале отмечалась кратковременная 
тоническая флексия (1-2 сек.), которая сменялась тониче-
ской экстензией конечностей. Отношение продолжитель-
ности флексия/экстензия (F/E) было минимальным и со-
ставляло 0,11, что является характерным для макси- 
мального электрошока. Судорожный эпизод завершался 
развитием клонических судорог (в 75% случаев), при этом 
погибла одна подопытная мышь из 8 (12,5%). 

Внутрибрюшинное введение вальпроатов (вальпроевой 
кислоты и вальпразоламида) за 40 мин. до воздействия 
максимальным электрошоком достоверно (критерий Кра-
скела-Уоллиса, Н(6)=28,66; р=0,001) угнетало развитие то-
нической экстензии задних конечностей у мышей. Так, при 
постановке позитивного контроля с использованием валь-
проевой кислоты (200 мг/кг) гибели подопытных мышей 
отмечено не было, тоническая экстензия задних конечно-
стей продолжительностью более 3 сек. отмечалась у двух 
мышей (25%) из восьми. Противоэпилептическая актив-
ность вальпразоламида при максимальном электрошоке 
имела выраженный дозозависимый характер. При внутри-
брюшинном введении вальпразоламида в дозе 50 мг/кг 
достоверных отличий в продолжительности тонической 
экстензии задних конечностей при максимальном элек-
трошоке по сравнению с контролем выявлено не было 
(критерий Манна-Уитни, U=17,5; р=0,94). Способность уг-
нетать развитие судорог, индуцированных максимальным 
электрошоком, проявлялась при использовании вальпра-
золамида в дозах от 75 до 450 мг/кг. Об этом свидетель-
ствовало достоверное уменьшение продолжительности 
тонической экстензии задних конечностей у подопытных 
животных по сравнению с контролем (табл. 2).

По результатам проведенного экспериментального ис-
следования методом пробит-анализа было определено, 

Таблица 2. Влияние вальпразоламида и вальпроевой кислоты на продолжительность тонической экстензии задних 
конечностей при максимальном электрошоке (50 Hz, 50 mA, 0,2 с) у мышей.

Table 2. Effect of valprazolamide and valproic acid on the duration of hind limb tonic extension in mice at maximal electroshock 
(50 Hz, 50 mA, 0.2 s).

Серия опытов Доза, мг/кг
Тоническая экстензия задних конечностей 

Число мышей  
с экстензией более 3 сек.

Продолжительность, сек.
Me (LQ-UQ)

Контроль (ИР NaCl + МЭШ) − 8/8 10,5 (8,5-13,25)
Вальпразоламид + МЭШ 50 8/8 10,0 (10,0-12,0)
Вальпразоламид + МЭШ 75 6/8 7,5 (6,25-8,0)*
Вальпразоламид + МЭШ 150 4/8 3,0 (0,0-7,5)*
Вальпразоламид + МЭШ 300 1/8 1,0 (0,0-2,75)**
Вальпразоламид + МЭШ 450 0/8 0,0 (0,0-1,5)**
Вальпроевая кислота + МЭШ 200 2/8 1,5 (0,0-2,75)**

Примечание. Различия между группами достоверны (критерий Краскела-Уоллиса, Н(6)=39,56; р<0,001); * различия 
с контролем достоверны (р<0,05; критерий Манна-Уитни); ** различия с контролем достоверны (р<0,001; критерий 
Манна-Уитни); Me – медиана, в.б. – внутрибрюшинно, МЭШ – максимальный электрошок, ИР NaCl – изотонический 
раствор натрия хлорида. 

Note. Differences between groups are significant (Kruskal-Wallis test, H (6) = 39.56; p <0.001); * differences with control are significant 
(p<0.05, Mann-Whitney test); ** differences with control are significant (p<0.001, Mann-Whitney test); Me – median, i.p. – 
intraperitoneally, MES – maximal electroshock, IS NaCl – saline.
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что значение ЕD50 вальпразоламида при МЭШ у мышей со-
ставило 138,4 мг/кг (95% ДИ: 97,2-197,2), а значения ЕD16 

и ЕD84 – 76,8 мг/кг и 249,4 мг/кг соответственно. 

Влияние вальпразоламида на судороги, индуцирован-
ные пентилентетразолом

При оценке влияния вальпразоламида на течение пер-
вично-генерализованых судорог, индуцированных пенти-
лентетразолом, было отмечено, что в группе контроля по-
сле подкожного введения пентилентетразола (95 мг/кг) 
генерализованная эпилептическая активность развива-
лась у всех подопытных мышей. Летальность подопытных 
животных в группе контроля составила 87,5% (7 мышей 
из 8). Вальпроаты (вальпроевая кислота и вальпразола-
мид) оказывали дозозависимое влияние на течение пенти-
лентетразол-индуцированных судорог у мышей (р=0,0001; 
однофакторный дисперсионный анализ ANOVA). В серии 
опытов с вальпроевой кислотой (200 мг/кг) гибели под-
опытных мышей в тесте антагонизма с пентилентетразо-
лом не отмечалось, латентный период первого судорож-
ного припадка был в среднем в 2,8 раза (р<0,01) больше, 
чем в контроле. Вальпразоламид в дозе 50 мг/кг достовер-
но не влиял на течение судорог, индуцированных подкож-
ным введением пентилентетразола, а в дозах от 75 
до 450 мг/кг увеличивал продолжительность латентного 
периода первых судорожных проявлений, снижал леталь-
ность и уменьшал тяжесть судорог у подопытных мышей 
(табл. 3).

По результатам проведенного экспериментального ис-
следования методом пробит-анализа было определено, 
что значение ЕD50 при внутрибрюшинном введении валь-
празоламида мышам при судорогах, индуцированных 
подкожным введением пентилентетразола, составило 
74,5 мг/кг (95% ДИ: 46,8-106,4), значение ЕD16 было равно 
42,6 мг/кг, а ЕD84 составило 130,6 мг/кг. 

Оценка токсичности вальпразоламида
При оценке острой токсичности вальпразоламида было 

обнаружено, что при его однократном внутрибрюшинном 
введении в дозе 1200 мг/кг погибло 67% подопытных жи-
вотных, а в дозе 1500 мг/кг – 100%. При введении вальпра-
золамида в дозах 150-900 мг/кг гибели подопытных мы-
шей зарегистрировано не было. Проведенные по ре- 
зультатам исследования методом пробит-анализа расчеты 
показали, что значение полулетальной дозы DL50 вальпра-
золамида составило 923 мг/кг (95% ДИ: 837,9 – 1007,3), что 
было в среднем в 1,4 раза (p<0,05) больше, чем у вальпро-
евой кислоты (DL50 657 мг/кг). Значения летальных доз 
DL16 и DL84 были равны 745 и 1146 мг/кг соответственно. 
Согласно классификации [16] новое амидное производное 
вальпроевой кислоты и 1,3,4-тиадиазола относится к груп-
пе малотоксичных веществ. 

По результатам теста вращающегося стержня методом 
пробит-анализа было выявлено, что значение нейротокси-
ческой дозы ТD50 вальпразоламида составило 452 мг/кг 
(95% ДИ: 363,3 – 548,7), TD16 было равно 278 мг/кг, TD84 – 
736 мг/кг. Полученные в процессе токсикологических ис-
следований данные использовали для расчета терапевти-
ческого и протективного индексов (табл. 4).

Терапевтический и протективный эффект
Отмечено, что значения терапевтического и протектив-

ного индексов вальпразоламида у мышей в тесте антаго-
низма с пентилентетразолом были в среднем в 1,9 раза 
выше, чем при судорогах, индуцированных максималь-
ным электрошоком. Подобная закономерность характер-
на и для вальпроевой кислоты, о чем свидетельствуют 
данные других исследователей [17]. Эффективность 
вальпроатов при судорогах, вызванных введением антаго-
ниста ГАМКА-рецепторов пентилентетразола, может быть 
связана с их влиянием на содержание нейроактивных ами-

Таблица 3. Влияние вальпразоламида (в.б.) и вальпроевой кислоты (в.б.) на тяжесть судорог, продолжительность 
латентного периода первого судорожного приступа и летальность мышей в тесте антагонизма с пентилентетразолом. 

Table 3. The effect of valprazolamide (i.p.) and valproic acid (i.p.) on the severity of convulsions, the duration of the latent period 
of the first convulsive attack and mortality of mice in the antagonism test with pentylenetetrazole.

Серия опытов Доза, 
мг/кг

Тяжесть судорог, баллы
m±SEM

ЛП1, с
m±SEM Летальность, %

Контроль (ПТЗ+ИР NaCl) − 4,88±0,13 142±18 87,5
Вальпроевая кислота 200 1,25±0,16* 392±33* 0#

Вальпразоламид 50 4,63±0,26 181±19 75
Вальпразоламид 75 3,75±0,49 210±27* 50#

Вальпразоламид 150 3,25±0,37* 354±46* 12,5#

Вальпразоламид 300 1,50±0,19* 645±51* 0#

Вальпразоламид 450 0,63±0,18* − 0#

Примечание. В каждой опытной группе по восемь мышей; * различия с контролем достоверны (р<0,05, однофакторный 
дисперсионный анализ ANOVA с последующим использованием теста множественного сравнения Тьюки); # различия 
с контролем достоверны (р<0,05, точный критерий Фишера); ЛП1 – латентный период первого судорожного приступа, 
ПТЗ – пентилентетразол, ИР NaCl – изотонический раствор натрия хлорида. 

Note. In each experimental group of 8 mice; * differences with control are significant (p <0.05, one-way ANOVA followed by post-hoc 
Tukey’s multiple comparison test); # differences with control are significant (p<0.05, Fisher’s exact test); LP1 – the latent period of the first 
convulsive attack, PTZ – pentylenetetrazole, IR NaCl – saline.
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нокислот в головном мозге. Известно, что вальпроевая 
кислота обладает способностью повышать концентрацию 
ГАМК в тканях головного мозга, активируя глутаматдекар-
боксилазу (фермент, участвующий в синтезе ГАМК) и уг-
нетая ГАМК-транферазу (фермент, разрушающий ГАМК) 
[2,18-19]. Было выявлено, что у крыс, получавших валь-
празоламид (100 мг/кг, внутрибрюшинно), содержание 
ГАМК во фронтальной коре головного мозга было в сред-
нем на 11% больше, чем в контроле [20]. 

Заключение / Conclusion
Таким образом, новое амидное производное вальпрое-

вой кислоты и 1,3,4-тиадиазола обладает выраженной 
противоэпилептической активностью. При внутрибрю-
шинном введении N-(5-этил-1,3,4-тиадиазол-2-ил)-2-
пропилпентанамид (вальпразоламид) оказывал протек-
тивное влияние на развитие первично-генерализованных 
судорог, индуцированных максимальным электрошоком 
и подкожным введением пентилентетразола у мышей. 

Таблица 4. Значения ЕD50, терапевтического и протективного индексов при внутрибрюшинном введении вальпразоламида 
в тестах антагонизма с пентителтетразолом и максимального электрошока у мышей.

Table 4. Values of ЕD50, therapeutic and protective indices for intraperitoneal administration of valprazolamide  
in the pentilentetrazole-antagonism and maximal electroshock tests in mice.

Экспериментальная модель  
эпилепсии ЕD50, мг/кг (95% ДИ) TI PI

ПТЗ-тест 74,5 (46,8-106,4) 12,4 6,1
МЭШ 138,4 (97,2-197,2) 6,7 3,3

Примечание. МЭШ – максимальный электрошок, ПТЗ – пентилентетразол, ЕD50 – средняя терапевтическая доза, TI – 
терапевтический индекс (TI=ЕD50/DL50), PI – протективный индекс (PI=ЕD50/ТD50), 95% ДИ – 95% доверительный интервал.

Note. MES – maximal electroshock, PTZ – pentilentetrazole, ED50 is the effective dose 50, TI is the therapeutic index (TI=ED50/DL50), PI is 
the protective index (PI=ED50/TD50), 95% CI – 95% confidence interval.
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