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[D-Ala2]-динорфин(1-7)амид — синтетический опиоидный гептапептид H-YdAGFLRR-NH2, струк-
турный аналог природного динорфина(1-7), обладающего высокой противовоспалительной актив-
ностью в пикомолярном интервале концентраций, но низкой стабильностью и коротким временем 
жизни в биологических средах. Сиртуины — НАД-зависимые гистоновые деацетилазы III класса, 
представленные у млекопитающих семью изоформами, отличающимися субстратной селективно-
стью и внутриклеточной локализацией. Ядерные сиртуины 1 (SIRT1) и 6 (SIRT6) играют ключевую 
роль в разрешении воспаления, деацетилируя компоненты провоспалительных сигнальных путей. 
Цель настоящей работы заключалась в изучении эффектов ингаляционного гептапептида [D-Ala2]-
динорфин(1-7)амида на транскрипцию всех семи изоформ сиртуина в легких мышей C57BL/6Y 
в условиях моделирования острого воспаления легких и ОРДС. В работе впервые показано, что 
ингаляционное введение указанного гептапептида статистически значимо повышает как транскрип-
цию мажорных сиртуинов SIRT1 и SIRT6, так и минорных сиртуинов SIRT2, SIRT5, SIRT7 в легких 
в условиях воспаления. Таким образом, настоящая работа уточняет механизм противовоспалитель-
ного действия [D-Ala2]-динорфин(1-7)амида, который заключается преимущественно в повышении 
транскрипции ядерных SIRT1 и SIRT6, известных отрицательных регуляторов воспаления.
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[D-Ala2]-dynorphin(1-7)amide is a synthetic opioid heptapeptide (H-Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-
NH2) and a structural analog of natural dynorphin(1-7). While natural dynorphin(1-7) exhibits potent an-
ti-inflammatory activity in the picomolar concentration range, its application is limited by low stability 
and a short half-life in biological media. Sirtuins are NAD-dependent class III histone deacetylases, rep-
resented in mammals by seven isoforms with distinct substrate selectivity and intracellular localization. 
Nuclear sirtuins 1 (SIRT1) and 6 (SIRT6) play a key role in the resolution of inflammation by deacetylating 
components of pro-inflammatory signaling pathways. This study aimed to evaluate the effects of inhaled 
[D-Ala2]-dynorphin(1-7)amide on the transcription of all seven sirtuin isoforms in the lungs of C57BL/6Y 
mice during simulated acute lung inflammation and acute respiratory distress syndrome. This study is the 
first to demonstrate that inhalation of the specified heptapeptide significantly increases the transcription 
of major sirtuins (SIRT1, SIRT6), as well as SIRT2, SIRT5, and SIRT7, in inflamed lungs. Thus, the find-
ings clarify the anti-inflammatory mechanism of [D-Ala2]-dynorphin(1-7)amide, which primarily involves 
enhancing the transcription of nuclear SIRT1 and SIRT6, established negative regulators of inflammation.
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Введение
Опиоидный гептадекапептид динорфин 

YGGFLRRIRPKLKWDNQ был впервые 
выделен в 1979 г. из гипофиза свиней [8, 9]. 
Свое название он получил из-за чрезвычай-
но высокой биологической активности — 
от греч. δύναμις, что переводится как «сила» 
[8, 9]. Динорфин высвобождается в мозге 
в ответ на стресс и запускает такие реакции, 
как анальгезия, дисфория и тревога [6]. Кроме 
того, он может секретироваться иммунными 
клетками в ответ на воспаление [10]. В зоне 
воспаления динорфин подвергается быстрой 
фрагментации под действием пептидаз с обра-
зованием короткоживущих N-терминальных 
фрагментов длиной от 6 до 11 аминокис-
лот, в т.ч. фрагментов (1-6) YGGFLR и (1-7) 
YGGFLRR, обладающих противовоспали-
тельным действием [7, 13, 14].

Возможность применения фрагментов ди-
норфина в качестве противовоспалительных 
лекарственных средств, однако, ограничена 
из-за низкой стабильности этих пептидов 
в биологических средах. Для решения этой 
проблемы в 80-х гг. XX века во Всесоюзном 
кардиологическом научном центре АМН 
СССР был разработан относительно бо-
лее стабильный синтетический аналог 
динорфина(1-6) — гексапептид [D-Ala2]-
динорфин(1-6) YdAGFLR, в котором оста-
ток Gly во втором положении был замещен 
на остаток D-Ala. [D-Ala2]-динорфин(1-6) 
был первым опиоидным пептидом, введен-
ным в практику здравоохранения в мире, 
и имеет длительную историю примене-
ния в гастроэнтерологии в России в форме 
инъекций под общим названием «далар-
гин» для лечения язвы желудка и острого 
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панкреатита [1]. Ингаляционная лекарст-
венная форма [D-Ala2]-динорфина(1-6) 
была зарегистрирована значительно позже 
и под названием «Лейтрагин» применяется 
как средство для лечения коронавирусной 
инфекции COVID-19 [2, 3]. Механизм про-
тивовоспалительного действия [D-Ala2]-
динорфина(1-6) был открыт сотрудниками 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России, которые 
обнаружили, что этот пептид в услови-
ях воспаления активирует транскрипцию 
сиртуина 1 (SIRT1) [18], одного из семи 
представителей семейства гистоновых деа-
цетилаз III класса (SIRT1-SIRT7) млекопи-
тающих, играющего ключевую роль в раз-
решении воспаления [19]. Помимо SIRT1, 
как недавно было обнаружено, [D-Ala2]-
динорфин(1-6) активирует транскрипцию 
SIRT6 [5], роль которого в разрешении вос-
паления также известна [11]. В целом из-
вестный к настоящему моменту механизм 
противовоспалительного действия гекса-
пептида [D-Ala2]-динорфин(1-6) включает 
активацию транскрипции SIRT1 и SIRT6, 
которые, в свою очередь, деацетилируют 
субстраты, участвующие в воспалительном 
ответе, включая транскрипционные факто-
ры и гистоны.

Наибольшую противовоспалительную ак-
тивность из всех коротких N-терминальных 
фрагментов динорфина проявляет фрагмент 
(1-7) YGGFLRR, который уже в концентра-
ции 10 пМ ингибирует транслокацию в ядро 
транскрипционного фактора каппа B/p65 
(NF-κB/p65) и продукцию провоспалитель-
ных цитокинов интерлейкина-1бета (IL-1β) 
и фактора некроза опухоли-альфа (TNF-α) [7]. 
Учитывая высокую биологическую актив-
ность динорфина (1-7), последний послужил 
прототипом для синтеза стабилизирован-
ного гептапептида [D-Ala2]-динорфин(1-7)
амида (сокращенно «р7»), имеющего после-
довательность H-YdAGFLRR-NH2 [4].

Цель работы — изучить влияние ин-
галяционного гептапептида р7 на транс-

крипцию всех семи известных изоформ 
сиртуина млекопитающих в легких мышей 
линии C57BL/6Y в условиях моделирования 
острого воспаления легких и острого респи-
раторного дистресс-синдрома (ОРДС).

Материалы и методы
Расходные материалы

α-галактозилцерамид (α-GalCer) и липо-
полисахарид (LPS) (E. coli 055:B5) были 
приобретены в “Sigma-Aldrich” (“Merck”, 
США). Гептапептид р7 (H-Tyr-D-Ala-Gly-
Phe-Leu-Arg-Arg-NH2) был синтезирован 
в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Набор 
РНК-экстран для извлечения РНК был при-
обретён в ООО «Синтол» (Россия). Набор 
РЕВЕРТА-L для синтеза кДНК был получен 
от ООО «АмплиСенс» (Россия). Золетил 
100, седамидин и антиседан были полу-
чены от “Virbac” (Франция), “Interchemie” 
(Нидерланды) и “Orion Pharma” (Финляндия). 
Все остальные реагенты 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 микроизо-
ляторной системе Rair IsoSystem по 6 осо-
бей в группе. Животные соответствовали 
категории улучшенных конвенциональных. 
В качестве рациона получали стандартный 
комбикорм гранулированный полнорацион-
ный для лабораторных животных (экструди-
рованный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-2001 Р.5. 
Водопроводная очищенная вода всем жи-
вотным давалась ad libitum в стандартных 
поилках. Животные содержались в конт-
ролируемых условиях окружающей среды 
при температуре воздуха 18–22°С, относи-
тельной влажности 60–70% и искусствен-
ном освещении с циклом 12/12.
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Исследования проводились в соответст-
вии с Директивой 2010/63/EU Европейского 
парламента и Совета о защите живот-
ных, используемых в научных целях 
от 22.09.2010; Базельской декларацией 
(2011); Федеральным законом от 12.04.2010 
№ 61-ФЗ «Об обращении лекарственных 
средств»; ГОСТ 53434-2009 от 02.12.2009 
«Принципы надлежащей лаборатор-
ной практики (GLP)»; Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил 
проведения исследований биологических 
лекарственных средств Евразийского эко-
номического союза»; Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 81 «Об утверждении пра-
вил надлежащей лабораторной практики 
Евразийского экономического союза в сфе-
ре обращения лекарственных средств»; 
Решением Коллегии Евразийской эконо-
мической комиссии от 26.11.2019 № 202 
«Об утверждении Руководства по докли-
ническим исследованиям безопасности 
в целях проведения клинических исследо-
ваний и регистрации лекарственных препа-
ратов». Все эксперименты 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 — липополиса-
харида E. coli в дозе 300 мкг/мышь с до-
бавлением 100 мкг/мышь мурамилпептида 
и 10 мкл/мышь полного адъюванта Фрейнда, 
здесь и далее обозначаемой как «LPS», 
интратрахеально под инъекционным нар-
козом, 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 животных и введение препаратов

Животные были рандомизированы в две 
группы по 6 особей 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 гептапепти-
да р7 в виде 100 мкл р-ра с концентрацией 
0,02 мкг/мл. Через 30 мин после введения 
гептапептида р7 или физ. р-ра животные 
были выведены из эксперимента. Образцы 
ткани 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-
плементарную ДНК с помощью набора 
«РЕВЕРТА-Л» («АмплиСенс», Россия) 
в соответствии с инструкциями произ-
водителей. Уровни транскрипции генов, 
кодирующих белки SIRT1, SIRT2, SIRT3, 
SIRT4, SIRT5, SIRT6 и SIRT7, в исследу-
емых пробах определяли с помощью ам-
плификатора CFX-96 (“Bio-Rad”, США) 
с использованием специфических прайме-
ров и флуоресцентных зондов, указанных 
в таблице.

В качестве референсного гена был вы-
бран ген GAPDH. Результаты измерений 
представляли как кратное изменение уров-
ней мРНК целевого гена через 30 мин 
после введения препаратов (n=6) относи-
тельно соответствующего значения у ин-
тактных животных.
Статистический анализ

Критерий Шапиро—Уилка применяли 
для выбора параметрических или непара-
метрических методов статистического ана-
лиза. Статистический анализ проводили 
с помощью двустороннего U-теста Манна—
Уитни с использованием программного 
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обеспечения GraphPad Prism v.8.3.0 (США). 
Были использованы следующие обозначе-
ния: М — среднее, m — стандартная ошиб-
ка, n — объём выборки, р — достигнутый 
уровень значимости. Различия считали 
статистически значимыми при p<0,05.

Результаты исследований
ПЦР-анализ в реальном времени показы-

вает, что транскриптом сиртуинов в легких 
мышей линии C57BL/6Y, индуцированных 
α-GalCer/LPS, представлен в основном дву-
мя ядерными сиртуинами: SIRT1 и SIRT6, 

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

Рис. 1. Среднее содержание мРНК сиртуинов SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 и SIRT7 в легких мышей 
C57BL/6Y (n=6), индуцированных α-GalCer/LPS, по данным анализа ПЦР в реальном времени. Общее содержа-
ние мРНК семи сиртуинов принято за 100%.
Fig. 1. Mean mRNA levels of SIRT1–7 in the lungs of α-GalCer/LPS-challenged C57BL/6Y mice (n=6), as determined 
by real-time PCR analysis. The total mRNA content of the seven sirtuins is expressed as 100%.
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на долю которых приходится 98,4% от все-
го от общего содержания мРНК всех семи 
известных изоформ сиртуинов млекопита-
ющих (рис. 1).

Ингаляционное введение гептапептида 
р7 мышам линии C57BL/6Y с острым вос-
палением легких, вызванным интратрахе-
альным введением α-GalCer/LPS, вызывает 
статистически значимое повышение в лег-

ких уровней мРНК SIRT1 в 9,1 раза (p<0,01; 
рис. 2Б), мРНК SIRT2 — в 6,1 раза (p<0,01; 
рис. 2В), мРНК SIRT5 — в 4,2 раза (p<0,01; 
рис. 2Е), мРНК SIRT6 — в 3,6 раза (p<0,05; 
рис. 2Ж) и мРНК SIRT7 — в 3,2 раза 
(p<0,01; рис. 2З) по сравнению с соответст-
вующими уровнями мРНК у контрольных 
животных, получавших ингаляционно физ. 
р-р. При этом гептапептид р7 не влиял 

Рис. 2. Эффект гептапептида р7 на транскрипцию сиртуинов в легких мышей C57BL/6Y (n=6) с острым 
воспалением легких, индуцированным α-GalCer/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 α-GalCer/LPS 
и получавших ингаляционно гептапептид р7 (LPS+р7) или физ. р-р (LPS+Фр). За одну усл. единицу приня-
то среднее уровней мРНК соответствующих сиртуинов у интактных животных. M±m (n=6). ns — p≥0,05;  

* — p<0,05; ** — p<0,01 по сравнению с контролем (LPS+Фр).
Fig. 2. Effect of heptapeptide p7 on sirtuin transcription in the lungs of C57BL/6Y mice (n=6) with α-GalCer/LPS-
induced acute lung inflammation. 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 α-GalCer/LPS-challenged mice treated with inhaled heptapeptide 
p7 (LPS+p7) or saline (LPS+Saline). The mean mRNA level of the respective sirtuins in intact (control) animals was 
taken as one arbitrary unit. Data are presented as M±m (n=6). ns — p≥0.05; * — p<0.05; ** — p<0.01 compared 
to the control group (LPS+Saline).
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на транскрипцию мРНК SIRT3 (p=0,4848; 
рис. 2Г) и SIRT4 (p=0,093; рис. 2Д).

Обсуждение результатов
В настоящей работе впервые показано, 

что ингаляционное введение синтетическо-
го опиоидного гептапептида р7 статисти-
чески значимо повышает транскрипцию 
сиртуинов 1, 2, 5, 6 и 7 в легких в услови-
ях острого воспаления, индуцированного 
α-GalCer/LPS.

С учетом того, что транскриптом сир-
туинов в легких мышей линии C57BL/6Y 
в условиях воспаления представлен глав-
ным образом двумя ядерными сиртуинами 
SIRT1 и SIRT6, вызванное гептапептидом 
р7 повышение транскрипции этих сиртуи-
нов, по-видимому, является определяющим 
фактором в противовоспалительном дейст-
вии гептапептида р7.

Как известно, SIRT1 проявляет противо-
воспалительную активность, деацетилируя 
и тем самым инактивируя субстраты, во-
влеченные в активацию воспалительного 
ответа. В частности, SIRT1 деацетилирует 
Lys310 в составе транскрипционного фак-
тора NF-κB [20], тем самым снижая его 
транскрипционную активность [12]. SIRT1 
блокирует экспрессию провоспалительных 
цитокинов интерлейкина-6 (IL-6) и TNF-α, 
деацетилируя гистоны H3K9 [21] и H4K16 
[17] соответственно. Помимо этого, SIRT1 
деацетилирует сайты ядерной локализации 
в составе ядерного белка высокой подвиж-
ности бокс 1 (HMGB1), предотвращая его 
транслокацию из ядра во внеклеточное 
пространство и последующую активацию 
провоспалительного канонического пути 
активации NF-κB, опосредуемую связыва-
нием HMGB1 c толл-подобным рецептором 
4 (TLR4) [15, 16]. Деацетилаза SIRT6 также 
проявляет противовоспалительную актив-
ность, деацетилируя гистон H3K9 и блоки-
руя тем самым транскрипцию генов про-
воспалительных цитокинов, регулируемых 
NF-κB [11].

Следует отметить, что механизм проти-
вовоспалительного действия опиоидного 
гептапептида р7 аналогичен механизму, 
обнаруженному ранее для гексапептида 
[D-Ala2]-динорфина(1-6), где противово-
спалительный эффект последнего также был 
связан с повышением транскрипции SIRT1 
и SIRT6 в условиях воспаления [5].

Заключение
В настоящей работе впервые изуче-

ны эффекты опиоидного гептапептида 
[D-Ala2]-динорфин(1-7)амида, синтетиче-
ского аналога природного динорфина(1-7), 
на транскрипцию всех семи изоформ сир-
туинов в условиях острого воспаления 
легких, вызванного интратрахеальным 
введением α-GalCer/LPS мышам линии 
C57BL/6Y.

Впервые показано, что ингаляцион-
ное введение гептапептида [D-Ala2]-
динорфин(1-7)амида статистически значи-
мо повышает транскрипцию в легких двух 
ядерных сиртуинов, SIRT1 и SIRT6, на долю 
которых приходится более 98% мРНК в об-
щем транскриптоме всех сиртуинов. В этом 
состоит основной результат работы. Также 
впервые показано, что Лейтрагин стати-
стически значимо повышает транскрип-
цию минорных сиртуинов 2, 3 и 7 в легких 
в условиях острого воспаления, доля кото-
рых в общем транскриптоме всех семи сир-
туинов приближается к 2%.

Полученные в настоящей работе резуль-
таты позволяют уточнить механизм проти-
вовоспалительного действия гептапептида 
[D-Ala2]-динорфин(1-7)амида, связанного 
со способностью указанного гептапептида 
активировать транскрипцию ядерных сир-
туинов SIRT1 и SIRT6, для которых спо-
собность блокировать действие провоспа-
лительного транскрипционного фактора 
NF-κB через деацетилирование как самого 
фактора (эффект SIRT1), так и гистонов 
(эффекты SIRT1 и SIRT6), известна из ли-
тературных источников.
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