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Сиртуины — НАД-зависимые гистоновые деацетилазы III класса — представлены у млекопита-
ющих семью изоформами, отличающимися друг от друга субстратной селективностью и внутри-
клеточной локализацией. Ядерные сиртуины 1 (SIRT1) и 6 (SIRT6) деацетилируют компоненты 
провоспалительных сигнальных путей, играя ключевую роль в разрешении воспаления. Лейтра-
гин — пептидный агонист δ-опиоидных рецепторов, является представителем нового перспектив-
ного класса противовоспалительных препаратов, известный механизм действия которых связан 
с  активацией транскрипции SIRT1. Цель настоящей работы заключалась в изучении влияния ин-
галяционного Лейтрагина на транскрипцию всех семи изоформ сиртуина млекопитающих в легких 
мышей C57BL/6Y в условиях моделирования острого воспаления легких и ОРДС. В работе впервые 
показано, что ингаляционное введение Лейтрагина статистически значимо повышает транскрип-
цию SIRT6 в легких в дополнение к уже известному эффекту активации транскрипции SIRT1 в усло-
виях воспаления. Таким образом, настоящая работа уточняет механизм противовоспалительного 
действия Лейтрагина, который заключается в повышении транскрипции SIRT1 и SIRT6, известных 
отрицательных регуляторов провоспалительных сигнальных путей, где транскрипционный фактор 
NF-κB играет ключевую роль.
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Sirtuins are NAD-dependent class III histone deacetylases, represented in mammals by seven isoforms 
that differ in substrate specificity and intracellular localization. Nuclear sirtuins 1 (SIRT1) and 6 (SIRT6) 
deacetylate components of pro-inflammatory signaling pathways, playing a key role in the resolution 
of inflammation. Leitragin, a peptide agonist of δ-opioid receptors, is a representative of a new promising 
class of anti-inflammatory drugs, whose known mechanism of action is associated with the activation 
of SIRT1 transcription. The aim of this study was to investigate the effect of inhaled Leitragin on the 
transcription of all seven isoforms of mammalian sirtuins in the lungs of C57BL/6Y mice under conditions 
of acute lung inflammation and ARDS modeling. This study is the first to demonstrate that inhalation 
of Leitragin significantly increases SIRT6 transcription in the lungs, in addition to the previously known effect  
of activating SIRT1 transcription under inflammatory conditions. This work clarifies the anti-inflammatory 
action of Leitragin, which involves the upregulation of SIRT1 and SIRT6 transcription, known negative 
regulators of pro-inflammatory signaling pathways where the NF-κB transcription factor plays a key role.
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Введение
Пептидные агонисты δ-опиоидных рецеп-

торов обладают высокой противовоспали-
тельной активностью и представляют собой 
новый класс противовоспалительных пре-
паратов, эффективность которых показана 
как в доклинических, так и клинических ис-
следованиях. В частности, δ-агонист D-Ala2-
D-Leu5-энкефалин (DADLE) при внутри- 
венном введении повышал выживаемость 
крыс в условиях сепсиса, вызванного 
проколом и лигированием слепой кишки, 
снижая в крови уровни таких медиаторов 
воспаления, как фактор некроза опухоли 
(TNF-α), интерлейкин-1β (IL1-β) и белок 
бокс 1 высокой подвижности (HMGB1) 
[14]. При интравентрикулярном введении 
DADLE защищал мозг от повреждений, 
вызванных ишемией-реперфузией, ингиби-
руя провоспалительный сигнальный путь 
активации ядерного фактора κВ (NF-κB) 
и снижая уровни TNF-α и IL1-β в мозге [7]. 
Агонист δ-опиоидных рецепторов D-Ala2-

динорфин 1-6 (Лейтрагин) при ингаляци-
онном введении повышал выживаемость 
мышей C57BL/6Y на модели острого по-
вреждения легких (acute lung injury, ALI), 
вызываемого липополисахаридом, здесь 
и далее обозначенной как модель остро-
го воспаления легких и респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС) [1], снижая 
транскрипцию медиаторов воспаления, та-
ких как интерферон-α (IFN-α) и -β (IFN-β), 
цитокины TNF-α, IL1-β, интерлейкин-6 
(IL-6) [2], а также снижая уровни секреции 
провоспалительного HMGB1 [9]. В кли-
нических исследованиях Лейтрагин также 
показал эффективность как противовоспа-
лительный препарат и был зарегистриро-
ван в качестве лекарственного препарата 
для лечения COVID-19.

Механизм противовоспалительного дей-
ствия Лейтрагина существенно отлича-
ется от механизмов коммерчески доступ-
ных противовоспалительных препаратов 
других классов и включает активацию  
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транскрипции сиртуина 1 (SIRT1) [9], ги-
стоновой деацетилазы III класса, играющей 
ключевую роль в разрешении воспаления 
[15]. Класс III гистоновых деацетилаз мле-
копитающих включает помимо SIRT1 еще 
шесть изоформ сиртуинов, в т. ч. сиртуины 
2 (SIRT2), 3 (SIRT3), 4 (SIRT5), 5 (SIRT5), 
6 (SIRT6) и 7 (SIRT7), которые отличают-
ся друг от друга селективностью к белкам-
субстратам и внутриклеточной локализа-
цией [12]. Неизвестно, насколько эффект 
Лейтрагина на транскрипцию SIRT1 явля-
ется селективным, или Лейтрагин также 
может активировать транскрипцию других 
изоформ сиртуинов, среди которых SIRT6 
также обладает противовоспалительными 
свойствами и способен блокировать дей-
ствие транскрипционного фактора NF-κB, 
снижая уровень ацетилирования гистона 
H3K9 [10].

Цель работы — изучить влияние инга-
ляционного Лейтрагина на транскрипцию 
всех известных изоформ сиртуина мле-
копитающих в легких мышей C57BL/6Y 
в условиях моделирования острого воспа-
ления легких и ОРДС.

Материалы и методы
Расходные материалы
α-Галактоцерамид (α-GalCer) и липо-

полисахарид (LPS) (E.   coli 055:B5) были 
приобретены в “Sigma-Aldrich” (“Merck”, 
США). Гексапептид Лейтрагин (H-Tyr-
DAla-Gly-Phe-Leu-Arg-OH диацетат) был 
приобретён в ООО «Бион» (Россия). Набор 
РНК-экстран для извлечения РНК был 
приобретён в ООО «Синтол» (Россия). 
Набор РЕВЕРТА-L для синтеза кДНК был 
получен от ООО «АмплиСенс» (Россия). 
Золетил 100, седамидин и антиседан 
были получены от “Virbac” (Франция), 

“Interchemie” (Нидерланды) и “Orion Phar-
ma” (Финляндия). Все остальные реаген-
ты были приобретены в “Sigma-Aldrich” 
(“Merck”, США).

Лабораторные животные
Исследования проводились в ФГБУН 

НЦБМТ ФМБА России на мышах линии 
C57BL/6Y, самцах в возрасте 10–12 недель, 
средней массой 20±2,0 г. Животные были 
получены из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.) 
и отобраны в эксперимент методом рандо-
мизации. Мышей содержали в микроизоля-
торной системе Rair IsoSystem по 6 особей 
в группе. Животные соответствовали ка-
тегории улучшенных конвенциональных. 
В качестве рациона получали стандартный 
комбикорм гранулированный полнораци-
онный для лабораторных животных (экс-
трудированный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-
2001 Р.5. Водопроводная очищенная вода 
всем животным давалась ad libitum в стан-
дартных поилках. Животные содержались 
в контролируемых условиях окружающей 
среды при температуре воздуха 18–22°С, 
относительной влажности 60–70% и искус-
ственном освещении с циклом 12/12.

Исследования проводились в соответ-
ствии с Директивой 2010/63/EU Европей-
ского парламента и Совета о защите жи- 
вотных, используемых в научных це-
лях от 22.09.2010; Базельской декла-
рацией (2011); Федеральным законом 
от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении ле-
карственных средств»; ГОСТ 53434-2009 
от 02.12.2009 «Принципы надлежащей ла-
бораторной практики (GLP)»; Решением 
Совета Евразийской экономической комис-
сии от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении 
Правил проведения исследований биологи-
ческих лекарственных средств Евразийского 
экономического союза»; Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 81 «Об утверждении пра-
вил надлежащей лабораторной практи-
ки Евразийского экономического союза 
в сфере обращения лекарственных средств»; 
Решением Коллегии Евразийской эконо-
мической комиссии от 26.11.2019 № 202 
«Об утверждении Руководства по доклини-
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ческим исследованиям безопасности в це-
лях проведения клинических исследований 
и регистрации лекарственных препаратов»; 
Руководством по проведению доклиниче-
ских исследований лекарственных средств 
[5]; Руководством по лабораторным жи-
вотным и альтернативным моделям в био-
медицинских исследованиях [4]. Все экс-
перименты были одобрены биоэтической 
комиссией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Модель острого воспаления лёгких
Животным моделировали острое воспа-

ление легких и ОРДС последовательным 
введением α-GalCer ингаляционно в дозе 
1 мкг/мышь и через 24 ч — липополисаха-
рида E. coli в дозе 300 мкг/мышь с добав-
лением 100 мкг/мышь мурамилпептида 
и 10 мкл/мышь полного адъюванта Фрейнда, 
здесь и далее обозначаемой как «LPS», 
интратрахеально под инъекционным на-
ркозом, состоящим из комбинации препа-
ратов — Золетил 100 (“Virbac”, Франция) 
и Медитамидин («Api-San», Россия) в дозе 
12,5 и 1 мг/кг соответственно, а также сразу 

после проведения хирургической манипу-
ляции вводился Антиседан (“Orion Pharma”, 
Финляндия) подкожно в дозе 2,5 мг/кг, 
что способствовало снятию нежелательных 
эффектов на организм мыши и быстрому 
выходу из наркоза.

Группы и введение препаратов
Животные были рандомизированы в две 

группы по 6 животных в каждой. В контроль-
ной группе животные через 30 мин после 
инъекции LPS получили 100 мкл физ. р-ра 
однократной ингаляцией. Во второй группе 
животные получили 0,1 мг/кг Лейтрагина 
в виде 100 мкл р-ра с концентрацией 
0,02 мкг/мл. Через 30 мин после введения 
Лейтрагина или физ. р-ра животные были 
выведены из эксперимента. Образцы тка-
ни легких, извлеченные после эвтаназии 
животных, помещались в пробирку типа 
Eppendorf объёмом 2 мл.

ПЦР в реальном времени
Общую РНК экстрагировали из образцов 

лёгких с помощью набора «РНК-экстран» 
(«Синтол», Россия) и переводили в ком-

Таблица. Олигонуклеотидные праймеры и зонды
Table. Oligonucleotide primers and PCR probes\

Ген Праймер/Зонд Нуклеотидная последовательность

SIRT1 mus
F
R
Z

5′- TCCTTGGAGACTGCGATGTT-3′
5′- ATGAAGAGGTGTTGGTGGCA-3′
ROX — TGAGTTGTGTCATAGGCTAGGTGGT-BHQ2

SIRT2 mus
F
R
Z

5′- GGCTCAGGATTCAGACTCGG-3′
5′- CTCCCACCAAACAGATGACC-3′
ROX — GTGGAGAGGCAGAGATGGACTTCCT-BHQ2

SIRT3 mus
F
R
Z

5′- TATGGGCTGATGTGATGGCG-3′
5′- GAGGACTCAGAACGAACGGC-3′
ROX — TACTGGCGTTGTGAAACCCGACATT-BHQ2

SIRT4 mus
F
R
Z

5′- GCACTCTGATGTCCAAAGGC-3′
5′- TTACCAGAAGGCGACACAGC-3′
ROX — CAATGCCGCTCCAACTCTGAATCCT-BHQ2

SIRT5 mus
F
R
Z

5′- CGAACGCCAAGCACATAGCC-3′
5′- GGTTGGGTTCTTTGCTCCGC-3′
ROX — CGCTGGAGGTTACTGGAGAAAATGG-BHQ2

SIRT6 mus
F
R
Z

5′-TGGACTGGGAGGACTCGTTG-3
5′- GTTGACAATGACCAGACGGC-3
ROX — CGGGACCTGATGCTCGCTGATGAGG-BHQ2

SIRT7 mus
F
R
Z

5′- CAGGAGGAGGTGTGTGATGA-3
5′- CTTAGGTCGGCAGCACTCAC-3
ROX — AGGCACTTGGTTGTCTACACGGGCG-BHQ2
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Рис. 1. Среднее содержание мРНК сиртуинов SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 и SIRT7 в легких ин-
тактных мышей C57BL/6Y (n=3) по данным анализа ПЦР в реальном времени. Уровень мРНК SIRT1 принят 
за 1,0.
Fig. 1. Mean mRNA levels of SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6, and SIRT7 sirtuins in the lungs of intact 
C57BL/6Y mice (n=3) according to real-time PCR. The mRNA level of SIRT1 was set to 1.0.

плементарную ДНК с помощью набора 
«РЕВЕРТА-Л» («АмплиСенс», Россия) 
в соответствии с инструкциями производи-
телей. Уровни транскрипции генов, коди-
рующих белки SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, 
SIRT5, SIRT6 и SIRT7, в исследуемых про-
бах определяли с помощью амплификатора 
CFX-96 (“Bio-Rad”, США) с использовани-
ем специфических праймеров и флуорес-
центных зондов, указанных в табл.

В качестве референсного гена был выбран 
ген GAPDH. Результаты измерений представ-
ляли как кратное изменение уровней мРНК 
целевого гена через 30 мин после введения 
препаратов (n=6) относительно соответству-
ющего значения у интактных животных.

Статистический анализ
Критерий Колмогорова—Смирнова при-

меняли для выбора параметрических или не-
параметрических методов статистического 

анализа. Статистический анализ проводили 
с помощью U-критерия Манна—Уитни с ис-
пользованием программного обеспечения 
GraphPad Prism v.8.3.0 (США). Были исполь-
зованы следующие обозначения: М — сред-
нее, m — стандартная ошибка, n — объём 
выборки, р — достигнутый уровень значи-
мости. Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Результаты исследований
ПЦР-анализ в реальном времени показы-

вает, что транскриптом сиртуинов в легких 
интактных мышей представлен в основ-
ном двумя ядерными сиртуинами SIRT1 
и SIRT6, чьи абсолютные уровни мРНК 
на три-пять порядков превышают уровни 
мРНК остальных изоформ сиртуинов мле-
копитающих SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5 
и SIRT7 (рис. 1).
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Рис. 2. Эффект Лейтрагина на транскрипцию сиртуинов в легких мышей C57BL/6Y (n=6) с острым воспа-
лением легких, индуцированным липополисахаридом (LPS). Схема эксперимента (А). Уровни мРНК SIRT1 (Б), 
SIRT2 (В), SIRT3 (Г), SIRT4 (Д), SIRT5 (Е), SIRT6 (Ж) и SIRT7 (З) в легких животных, индуцированных липополи-
сахаридом и получавших ингаляционно Лейтрагин (LPS+Лей) или физ. р-р (LPS+Фр). M±m (n=6). ns — p>0,05; 

* — p<0,05; ** — p<0,01 по сравнению с контролем (LPS+Фр).
Fig. 2. Leitragin effect on sirtuin transcription in the lungs of C57BL/6Y mice (n=6) with acute lung inflammation 
induced by lipopolysaccharide (LPS). Experimental design (A). mRNA levels of SIRT1 (Б), SIRT2 (В), SIRT3 (Г), 
SIRT4 (Д), SIRT5 (Е), SIRT6 (Ж), and SIRT7 (З) in the lungs of animals induced with lipopolysaccharide and treated 
with inhaled Leitragin (LPS+Лей) or saline (LPS+Фр). M±m (n=6). ns — p>0.05; * — p<0.05; ** — p<0.01 
compared to the control (LPS+Фр).

Интратрахеальное введение липопо-
лисахарида ведет к повышению в легких 
уровней мРНК всех изоформ сиртуинов 
относительно уровней, наблюдаемых у ин-
тактных животных. Содержание мРНК ос-
новных ядерных сиртуинов SIRT1 и SIRT6 
повышается в 3,7 и 1,7 раза, а уровни мРНК 
минорных сиртуинов SIRT2, SIRT3, SIRT4, 

SIRT5 и SIRT7 повышаются в 36, 40, 56, 3 
и 1,7 раза соответственно. Ингаляционное 
введение Лейтрагина животным, индуци-
рованным липополисахаридом, вызывает 
статистически значимое повышение в лег-
ких уровней мРНК SIRT1 в 5,7 раза (p<0,01; 
рис. 2Б), мРНК SIRT2 — в 16 раз (p<0,01; 
рис. 2В), мРНК SIRT3 — в 23 раза (p<0,01; 
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рис. 2Г), мРНК SIRT5 — в 4,7 раза (p<0,01; 
рис. 2Е), мРНК SIRT6 — в 6,4 раза (p<0,01; 
рис. 2Ж) и мРНК SIRT7 — в 19,9 раза 
(p<0,01; рис. 2З) по сравнению с соответ-
ствующими уровнями мРНК у животных 
с острым воспалением легких, получавших 
ингаляционно физ. р-р. При этом Лейтрагин 
не имел статистически значимого влияния 
на транскрипцию SIRT4 (p=0,937; рис. 2Д) 
в легких по сравнению с контролем.

Обсуждение результатов
В настоящей работе впервые показа-

но, что агонист δ-опиоидных рецепторов 
Лейтрагин при ингаляционном введении 
повышает транскрипцию сиртуинов 2, 3, 5, 
6 и 7 в легких в условиях острого воспале-
ния легких и ОРДС в дополнение к обнару-
женному нами ранее положительному эф-
фекту Лейтрагина на транскрипцию SIRT1 
[1, 2, 9].

Транскриптом сиртуинов в легких мы-
шей C57BL/6Y представлен главным обра-
зом двумя ядерными сиртуинами SIRT1 
и SIRT6. Содержание мРНК остальных 
пяти сиртуинов, определенное методом 
ПЦР в реальном времени у здоровых ин-
тактных животных, было на три-пять по-
рядков ниже, чем содержание мРНК SIRT1 
и SIRT6. Индукция воспаления легких ли-
пополисахаридом E. coli вызывает повы-
шение транскрипции всех исследованных 
сиртуинов, но и в этих условиях среди всех 
изоформ сиртуинов по-прежнему преобла-
дают мРНК SIRT1 и SIRT6, составляя в сум-
ме более 99% от всего транскриптома сир-
туинов в воспаленных легких.

Ингаляционное введение Лейтрагина мы-
шам с индуцированным липополисахари-
дом острым воспалением легких ведет к ста-
тистически значимому повышению уровней 
мРНК SIRT1 и SIRT6 в легких (p<0,01) 
по сравнению с уровнями, достигаемыми 
у контрольных животных при ингаляци-
онном введении физ. р-ра. Этот результат 
позволяет уточнить механизм противово-

спалительного действия Лейтрагина при ин-
галяционном введении. Согласно получен-
ным в настоящей работе данным эффект 
Лейтрагина связан не только с активацией 
транскрипции SIRT1, но еще и с активацией 
транскрипции SIRT6, который также обла-
дает противовоспалительными свойствами.

Известно, что противовоспалительный 
эффект SIRT1 связан с его деацетилаз-
ной активностью. В частности, SIRT1 де-
ацетилирует транскрипционный фактор  
NF-κB [16], снижая его транскрипцион-
ную активность [11]. SIRT1 блокирует 
опосредуемую NF-κB экспрессию прово-
спалительных цитокинов IL-6 и TNF-α, 
деацетилируя гистоны H3K9 [17] и H4K16 
[6] соответственно. Кроме того, SIRT1 де-
ацетилирует сайты ядерной локализации 
в составе HMGB1, что предотвращает 
транслокацию HMGB1 из ядра во внекле-
точное пространство, предупреждая тем 
самым активацию провоспалительного 
сигнального пути HMGB1/TLR4/NF-κB  
[8,  13]. Противовоспалительная актив-
ность SIRT6 связана с его способностью 
деацетилировать гистон H3K9 и тем самым 
блокировать транскрипцию генов прово-
спалительных цитокинов, регулируемых 
транскрипционным фактором NF-κB [10]. 
С указанными выше данными о характере 
противовоспалительной активности SIRT1 
и SIRT6 полностью согласуются наблю-
даемые противовоспалительные эффекты 
Лейтрагина [2, 3, 9]. Так, активация транс-
крипции SIRT1 Лейтрагином ведет к сниже-
нию ацетилирования HMGB1 и снижению 
его внеклеточных концентраций в бронхо-
легочной жидкости в условиях воспаления 
[9]. Активация Лейтрагином транскрипции 
SIRT1 и SIRT6, которые, как известно, бло-
кируют действие NF-κB [6, 8, 10, 11, 13, 16, 
17], полностью согласуется с наблюдаемым 
снижением транскрипции провоспалитель-
ных цитокинов TNF-α, IL1-β и IL-6 при ин-
галяционном введении Лейтрагина мышам 
с острым воспалением легких и ОРДС [2, 3].
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Заключение
В настоящей работе впервые изучены 

эффекты Лейтрагина, пептидного агониста 
δ-опиоидных рецепторов, на транскрипцию 
всех известных семи изоформ сиртуинов 
млекопитающих в условиях острого воспа-
ления легких. Впервые показано, что инга-
ляционное введение Лейтрагина статисти-
чески значимо повышает экспрессию мРНК 
SIRT6 в легких животных с моделирован-
ным острым воспалением легких и ОРДС. 
Также впервые показано, что Лейтрагин 
статистически значимо повышает транс-
крипцию минорных сиртуинов 2, 3, 5 
и 7 в легких в условиях острого воспаления, 
но этот эффект Лейтрагина не является ос-
новным, т.к. содержание мРНК указанных 
сиртуинов в общем транскриптоме сиртуи-
нов не превышает 1%.

Полученные в настоящей работе резуль-
таты позволяют уточнить механизм проти-
вовоспалительного действия Лейтрагина, 
который, согласно полученным новым 

данным, определяется способностью 
Лейтрагина активировать транскрипцию 
ядерных сиртуинов 1 и 6 в условиях вос-
паления. Известный механизм противово-
спалительного действия сиртуинов 1 и 6 
связан с их способностью согласованно 
блокировать действие провоспалитель-
ного транскрипционного фактора NF-κB 
путем деацетилирования самого фактора 
(эффект SIRT1) и гистонов (эффекты SIRT1 
и SIRT6). Дополнительно к этому SIRT1 по-
давляет провоспалительный сигнальный 
путь HMGB1/TLR4/NF-κB, препятствуя се-
креции HMGB1 во внеклеточное простран-
ство в условиях воспаления.

Таким образом, полученные в настоящей 
работе результаты уточняют механизм про-
тивовоспалительного действия Лейтрагина, 
который заключается в повышении транс-
крипции сиртуинов 1 и 6, известных отри-
цательных регуляторов провоспалительных 
сигнальных путей, где транскрипционный 
фактор NF-κB играет ключевую роль.
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