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ЛАБОРАТОРИЯ НЕЙРОТЕХНОЛОГИЙ  
ФГБУН НЦБМТ ФМБА РОССИИ

В лаборатории нейротехнологий (зав. лаб. – к.б.н. Фокин Юрий Владимирович) выполняются ис-
следования активности мозга, поведенческих, когнитивных и коммуникативных функций животных, 
выносливости и работоспособности, параметров резистентности к условиям внешней среды с при-
менением современного высокотехнологичного оборудования, что позволяет создавать новые и опти-
мизировать существующие биомедицинские методы, тестировать биологически активные и фармако-
логические средства в доклинических исследованиях.

Задачи лаборатории:
• Изучение активности, функций и интрацентральных отношений головного мозга, в т.ч. по параме-

трам электрограмм, вызванным потенциалам, пороговым величинам чувствительности к различ-
ным применяемым воздействиям, включая транскраниальную стимуляцию.

• Анализ эффектов центрального генеза посредством регистрации периферического действия ис-
следуемых средств с помощью кардиографии, термометрии, пульсоксиметрии и других методов 
функциональной диагностики.

• Регистрация и интерпретация параметров системного поведения и ультразвуковой вокализации ла-
бораторных животных, отражающих их коммуникативные функции и являющихся индикаторами 
психоэмоционального состояния, в заданных условиях и при действии тестируемых веществ.

• Исследование когнитивных функций (внимания, памяти, обучения и др.), выносливости и работо-
способности животных в классических биомедицинских тестах (бега, плавания и т.д.) и при воз-
действии экстремальных факторов (электростимуляция, температура и проч.) окружающей среды.



Наш адрес: Москва, 2-й Вязовский проезд, д. 16, стр. 10
ООО «Лабораторкорм»

Телефоны: (495) 972-99-72, 972-16-87, 220-01-23
www.laboratorkorm.ru на
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Уважаемые коллеги!

Приглашаем Вас принять участие в ежегодной научно-практической 
конференции «Биомедицина и биомоделирование», которая будет про-
водиться 21-22 мая 2019 г. в Научном центре биомедицинских технологий 
ФМБА России по адресу:

143442, Московская обл., Красногорский р-н, пос. Светлые горы, владение 1
тел.: +7 (495) 561-52-64, факс: +7 (495) 561-52-73
e-mail: scbmt@yandex.ru

Предполагаемые темы для формирования программы Конференции:
1. Лабораторные животные (модели животных в биомедицинских исследованиях, био-

этические нормы и принципы в экспериментальной работе, новые методы оценки функцио-
нальных состояний животных, лабораторные животные в современных фармакологических 
и токсикологических исследованиях, животные-модели и модели животных в сравнительных 
биологических исследованиях, новые технологии содержания, требования GLP).

2. Альтернативное и биологическое моделирование в биомедицинских исследовани-
ях (биологические и клеточные, математические, физико-химические модели, животные-
модели).

3. Биомедицинская безопасность (безопасность нанобиотехнологических средств, 
клеточных технологий, иммунобиологических препаратов, лекарственная токсикология 
и безопасность фармакологических средств и фармацевтических субстанций). 

4. Новые биомедицинские технологии.
5. Методы биомедицинских исследований.
6. Работоспособность и выносливость в спортивной биомедицине.
7. Биомоделирование в интересах клинической фармакологии.

Время для доклада на пленарном заседании: 20 мин, на секциях – 10 мин. Возможно представ-
ление стендовых докладов. Просьба к участникам выслать материалы докладов с указанием 
фамилии, имени, отчества (полностью), учреждения и названия доклада до 1 мая 2019 года.

СХЕМА ПРОЕЗДА:
Адрес: 143442, Московская обл., 
Красногорский р-н, пос. Светлые 
горы, владение 1.
Проезд по Пятницкому шоссе от стан-
ции метро «Тушинская» на автобусе 575 
или маршрутном такси 460 до остановки 
«Марьино-Знаменское», далее пешком до 
Центра через поселок.
От станции метро «Митино» или «Пят-
ницкое шоссе» на автобусе 575, марш-
рутном такси 575, 460, 707 до остановки 
«Марьино-Знаменское», далее пешком до 
Центра через поселок, на автобусе 32 до 
остановки Светлые горы.
На автомобиле: по Пятницкому шоссе (6 км от 
МКАД) до поворота на Светлые горы, мимо 
пруда, до магазина, после него поворот налево 
между двух прудов по дамбе прямо до Центра.
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Научный журнал «Биомедицина» основан в 2005 году Научным центром биомеди-
цинских технологий Российской академии медицинских наук (в настоящее время —  
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий Федерального медико-биологи-
ческого агентства»). Журнал издается на русском и английском языках. В журнале пуб-
ликуются исследования по новым биомедицинским технологиям, спортивной медицине, 
новым регуляторным пептидам, спортивному питанию, лабораторным животным, мето-
дам биомедицинских исследований, генетике лабораторных животных, фармакологии 
и клинической фармакологии, восстановительной и спортивной медицине, лечебной 
физкультуре. Журнал предназначен для ученых, аспирантов, преподавателей и студентов 
вузов, специалистов, работающих в области биологии, ветеринарии, медицины и биоме-
дицины. В журнале опубликованы статьи авторов из 119 различных организаций (меди-
цинских и биологических вузов, НИИ, центров повышения квалификации специалистов), 
география организаций включает в себя Москву, Санкт-Петербург, Астрахань, Урал, Сара-
тов, Кабардино-Балкарию, Томск, Дальний Восток, Нидерланды.

Главный редактор
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дитель ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологическо-
го агентства» (пос. Светлые горы, Красногорский 
район, Московская область, Россия)

Заместитель главного редактора
Каркищенко Владислав Николаевич, доктор 
медицинских наук, профессор, директор ФГБУН 
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Редакционный совет
Анохин Константин Владимирович, доктор 
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космической медицины ФНКЦ Федерального ме-
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и профилактической медицины – филиал го-
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деральный исследовательский центр Институт 
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НЕЙРОВИЗУАЛИЗАЦИЯ ЭФФЕКТОВ ПСИХОАКТИВНЫХ 
СРЕДСТВ ПОСРЕДСТВОМ НОРМАЛИЗАЦИИ ЭЛЕКТРОГРАММ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА

Н. Н. Каркищенко*, В. Н. Каркищенко, Ю. В. Фокин, С. Ю. Харитонов
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России», Московская область 

143442, Московская область, Красногорский район, п. Светлые горы, владение 1

Дефицит адекватных методов выявления психотропных свойств резко затормозил поиск новых пси-
хоактивных соединений. Слабо исследованы роль и место в формировании психических процессов 
β- и γ-ритмов электрограмм мозга. С другой стороны, трудно выделить даже главные компонен-
ты психотропных средств на животных для экстраполяции в отношении человека. Этим вопросам  
и посвящена данная статья. Работа выполнена на кошках со стереотаксически имплантированны-
ми в разные отделы мозга электродами. Поскольку коммерческие электроэнцефалографы малопри-
емлемы для наших целей, в НЦБМТ ФМБА России были сконструированы специализированные 
устройства на микросхемах. Выбран оптимальный математический аппарат БПФ с оконным дис-
кретным преобразованием Фурье на основе функций семейства Хэмминга.
Выполнялись нормализация и нормирование БПФ-преобразованных электрограмм мозга под влия-
нием доксиламина, ксилазина, кофеина, сертралина, фенотропила. Показана адекватность подхода 
к оценке фармакодинамики исследованных препаратов, имеющих, как правило, фазный характер, 
совпадающий с основными фармакокинетическими точками. β- и γ-диапазоны являются важнейши-
ми показателями эффектов психотропных средств.
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The lack of adequate methods for identifying the psychotropic properties of various chemical compounds 
has dramatically hindered the search for new psychoactive substances. The role of β- and γ-rhythms of 
brain electrograms in the elucidation of mental processes is poorly investigated. On the other hand, even 
the isolation of the main acting components of psychotropic substances in animal studies for extrapolating 
to humans presents a challenge. This article is devoted to the aforementioned issues. This research was per-
formed on cats with electrodes that had been stereotactically implanted in different parts of the brain. Since 
commercial electroencephalographs were not suitable for our purposes, specialized microchip devices 
were designed at the Scientific Centre for Biomedical Technologies (SCBMT), Russia. As a mathematical 
instrument, the fast Fourier transform (FFT) algorithm with a window discrete Fourier transform based on 
Hamming functions was implemented.
Normalization of the FFT-transformed brain electrograms recorded under the influence of doxylamine, 
xylazine, caffeine, sertraline, phenotropyl was carried out. The suitability of the proposed approach for 
assessing the pharmacodynamics of the studied substances, which are characterized by a phase character 
coinciding with the main pharmacokinetic points, is demonstrated. The β- and γ- rhythms are shown to be 
the most important indicators of the effects of psychotropic substances.
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Введение
Впервые Ричард Катон [12] обнаружил 

возникновение в мозге электрических по-
тенциалов как при сенсорном раздражении, 
так и спонтанно, открыв и предложив тер-
мин «электроэнцефалография» (ЭЭГ). Ханс 
Бергер [11] дал толчок ЭЭГ, доказав, что ее 
частотные составляющие являются ритма-
ми самого мозга. Бурное развитие ЭЭГ про-
двинулось от Бергера-ритма (α-ритм), но до 
последних лет ориентировалось на диапазон 
0,5–35 Гц. Лишь в самые последние годы 
в поле зрения ученых попал гамма-ритм 
(γ-ритм), лежащий в диапазоне от 30 до 
120–170 Гц. Он труден для анализа, т.к. его 
амплитуда ниже 10 мкВ и выявляется у чело-
века лишь при работе мозга в критически со-
средоточенном внимании. Некоторые авторы 
расширяют диапазон γ-ритма за 500 Гц.

Одним из ограничений глубокого анали-
за β- и γ-ритмов служила малая величина 
потенциалов и трудность их выделения 
из шумов. Требование времени, особенно 

в военной физиологии, психофармаколо-
гии, спорте высших достижений, продик-
товало необходимость расшифровки сути 
когнитивных процессов, восприятия, эмо-
циональных реакций, мобилизации энер-
гетических, скоростных и волевых харак-
теристик спортсмена, летчика, космонавта, 
оператора в боевых условиях и заставило 
обратиться к их анализу.

Одним из авторов данной статьи [5] в 70–
80 гг. прошлого столетия было предложено 
решение этого вопроса путем нормирова-
ния ЭЭГ, преобразованной быстрым преоб-
разованием Фурье (БПФ). Это существен-
но повысило точность измерения эффектов 
нейропсихотропных средств. Метод полу-
чил название МППМ (модуль переходных 
процессов мозга), поскольку сами измене-
ния ЭЭГ «обезличивались» и количествен-
ные проявления действия психотропных 
средств и реакция самого мозга выступа-
ли в относительных единицах в наиболее 
ярком и четком виде. Выявлялись более  
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интимные механизмы воздействия препа-
ратов на мозг [3, 4, 5].

Развитие микроэлектроники, прикладной 
математики и психофармакологии дало нам 
ключ для принципиально новых исследо-
ваний в этом направлении. Мы отказались 
от лапидарных методов регистрации ЭЭГ. 
Это потребовало пересмотра рутинных  
взглядов и формирования новой концепции 
нормализации экспериментальных элек-
трограмм (ЭГ) по исходным, т.е. фоновым, 
характеристикам [7]. Для этого потребова-
лось создать усилители биопотенциалов 
на микросхемах, осуществлять оцифровку 
сигнала прямо с электрода.

Мы активно употребляем термин «элек-
трограммы головного мозга» (ЭГМ) вме-
сто ЭЭГ [7], поскольку последний принято 
понимать в чисто клиническом смысле как 
суммарный, хаотично замешанный поток 
импульсов, резко измененный при про-
хождении через структуры скальпа, элек-
тродных контактов и т.д. Из дальнейшего 
описания концепции будет ясно, что это не 
только новые методы, но и иные принципы 
и подходы к процессу.

Практически все, что известно сегодня 
о функциях и строении рецепторов, гене-
рации и проведении сигналов в головном 
мозге, их информативности [1, 4], полу-
чено фармакохимическими методами [5]. 
Важная роль принадлежит клинической 
психофармакологии как критерию фунда-
ментальных достижений.

Эффект фармакологического воздей-
ствия не только определяется «точкой 
приложения» на локальную констелля-
цию нейронов, но и через многие рецеп-
торные и метаболические системы изме-
няет функции организма и, естественно, 
мозга в целом [3]. Процессы фармако-
динамики и фармакокинетики лекарств 
тесно связаны, но не очевидны при экспе-
риментальном и клиническом изучении. 
Количественный подход ЭГМ позволяет 
получить «соприкосновение» информа-

тивных точек фармакодинамики и фарма-
кокинетики [7].

Другой стороной, интересующей нас, яв-
ляются реакции ЭГМ в высокочастотной 
области β- и γ-ритмов (по ЭЭГ) при дей-
ствии психотропных средств. Полагают, что 
γ-ритм — это пейсмейкерные посылки ре-
тикулярной формации при максимальной 
активизации работы мозга. Интересно, что 
амплитуда γ-ритмов ниже 10 мкВ, обратно 
пропорциональна частоте [2, 8, 10]. Пола-
гают, что γ-ритм связан с работой сознания 
и когнитивными функциями, а его амплитуда 
более 15 мкВ является патологической [3].

Недостаточная информативность ре-
зультатов стандартной энцефалографии 
побуждает создавать новые подходы к де-
текции и анализу биоэлектрической актив-
ности мозга по параметрам ЭГ.

Фармакологическая коррекция интрацен-
тральных отношений с помощью нейропси-
хоактивных средств и анализ получаемых 
данных посредством инновационных тех-
нологий детекции и распознавания может 
иметь большое значение для исследований 
сложных преобразований ЭГ мозга, прогно-
зирования психоактивных свойств биоло-
гически активных соединений и их комби-
наций [5] и повышения информативности 
результатов доклинических исследований.

Целью работы явилась оценка влияния 
и нейровизуализация эффектов психоак-
тивных средств разнонаправленного дей-
ствия на интрацентральные отношения 
головного мозга крупных лабораторных 
животных (кошек) посредством анализа 
электрограмм, проводимого с помощью 
современного высокотехнологичного обо-
рудования и программного обеспечения.

Материалы и методы
Объектами исследований явились взрос-

лые кошки обоего пола в возрасте более 
3 лет, не имеющие признаков чистопород-
ности, массой тела 4–6 кг.
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Кормление, содержание, карантин и об-
ращение с животными подробно описаны 
в наших предыдущих работах по данной 
тематике [6, 7, 9].

Вживление электродов в головной мозг 
животных производилось стереотаксиче-
ским путем в виде разработанных элек-
тродных конструкций [6, 7].

Регистрация и анализ параметров элек-
трограмм осуществлялись с помощью 
разработанных в НЦБМТ ФМБА России 
инновационных технических средств и про-
граммного обеспечения (микромодуль) [6, 7].

Выбор квазистационарных участков ЭГМ
Статистическая сложность электрограмм 

мозга, наличие в ней квазигармонических 
составляющих резко снижают эффектив-
ность их анализа. Это требует выбора 
достаточных для анализа стационарных 
участков, не менее 20–40 с.

Как известно из теоремы Котельникова 
(Шеннона — Найквиста), максимальная ча-
стота оцифровки сигнала должна быть как 
минимум в два раза выше максимальной ча-
стоты исследуемого амплитудного спектра. 
То есть любой аналоговый сигнал может 
быть восстановлен с какой угодно точно-
стью по своим дискретным отсчетам, взя-
тым с частотой f > 2fc, где fc — максималь-
ная частота, которая ограничена спектром 
реального сигнала. Таким образом, повышая 
частоту дискретизации, возможно исследо-
вать высокие диапазоны ЭГ мозга, получая 
информативные данные о структуре интра-
центральных отношений головного мозга.

Об изменениях стационарности можно 
судить по показателям автокорреляцион-
ных функций, матожидания, а также по мат- 
ожиданию (1) и дисперсии (2).

  
(1)

   
(2)

где Im — коэффициент нестационарности 
по матожиданию, Mi — среднее значение 
процесса на i-м участке, Di — значение дис-
персии на i-м участке, ID — коэффициент 
нестационарности дисперсии, k — число 
участков.

Выявление нестационарных участков по 
АКФ осуществлялось по формулам (3) и (4):

  
(3)

   
(4)

где Ri(t) — значение АКФ i-го участка, i=1, 
2, 3 … n.

Если Si превышала значение, допустимое 
для обычной статистической выборочной 
изменчивости, то этот участок исключался. 
Для выяснения независимости выборочных 
оценок и выявления монотонных и колеба-
тельных трендов нами использованы кри-
терии серии и тренда. Использование раз-
ностных фильтров приводило к снижению 
коэффициента нестационарности.

Исходя из комплексной программы элек-
тронного анализа ЭГ мозговых образова-
ний, нами определялись автокорреляци-
онные функции (АКФ) и нормированные 
спектральные плотности процесса. Если 
ряд не удовлетворял условию стационар-
ности, его пропускали через цифровой 
фильтр, устранявший нестационарную низ-
кочастотную составляющую, и вновь под-
вергали проверке на стационарность.

Для дискретного стационарного времен-
ного ряда Х1, Х2, Х3 … Хt выборочная оцен-
ка ковариационной функции определялась 
по формуле (5):

, (5)

где h — шаг квантования, определяемый 
из n=1/2fc; fc — наивысшая частота, при-
сутствующая в анализируемой реализации; 
t — временной сдвиг АКФ.
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Автокорреляционную функцию получа-

ем из
  

(6)

Исходя из формул (5) и (6), переходим 
к определению сглаженной выборочной 
оценки нормированной спектральной плот-
ности:

     
(7)

где k=0, 1, 2 … m; D(t) — весовая сглаживающая функция Тьюки, определяемая из следу-
ющего соотношения:

  

(8)

Длина анализируемых реализаций со-
ставляла 10 с. Максимальный сдвиг АКФ 
составлял 2 с, т.е. m=240. Ширина окна 
спектральной плотности составляла 0,7 Гц.

Алгоритмы нормирования данных ЭГМ
В рамках данной работы нами было раз-

работано программное обеспечение для 
математического анализа результатов нор-
мирования (нормализации) ЭГМ при дей-
ствии фармакологических факторов отно-
сительно фоновых значений ЭГМ.

В основе метода, обозначенного нами как 
НЭМ, для сравнительного анализа лежит 
методика оценки изменений в частотной 
области спектра снятых ЭГ до воздействия 
исследуемых факторов (фоновые данные) 
и после. Метод позволяет увидеть возбу-

ждение или депрессию активности иссле-
дуемых областей мозга в определенных 
ЭГ-ритмах.

Метод оценки спектра частотной области 
ЭГМ известен давно, но сравнительный 
анализ спектров с разницей по времени 
применяется впервые. Основой является 
преобразование отсчетов оцифрованного 
сигнала ЭГ x(t) в амплитудный спектр f(ω) 
посредством преобразования Фурье (9).

   
(9)

В реальной практике применен ва-
риант быстрого преобразования Фурье 
(БПФ) (10), поскольку он обеспечивает 
высокую скорость работы программного 
комплекса.

   
(10)

Имея определенное количество последо-
вательных чисел, мы можем оперировать 
ими как одним множеством (V). Любые 
операции над множествами выполняются 
поэлементно. То есть, например, множе-
ство {6, 2}, сложенное с множеством {2, 3}, 
будет равно множеству {8, 5}.

Аналогово-цифровой преобразователь 
(АЦП) непрерывно, в течение одной се-
кунды делает замеры с определенной 
частотой (в нашем случае — 128). По-
сле этого пакет входных данных отправ-

ляется с помощью микроконтроллера на 
компьютер.

Диапазон измерений напряжения на АЦП 
равен от -5 В до +5 В. Соответственно, одна 
единица данных представляет собой разни-
цу напряжения на АЦП между определен-
ной парой электродов.

После того как множество данных (дли-
ной 128) получено на компьютер, оно об-
рабатывается при помощи БПФ. После 
преобразования получается множество 
комплексных чисел, длина которого рав-



Н. Н. Каркищенко, В. Н. Каркищенко, Ю. В. Фокин, С. Ю. Харитонов
«Нейровизуализация эффектов психоактивных средств  

посредством нормализации электрограмм головного мозга»

БИОМЕДИЦИНА | BIOMEDICINE | 2019 | Toм 15 | № 1 | 12–34 17

на длине изначального множества. На 
этом этапе в множестве могут быть как 
положительные, так и отрицательные 
числа.

После этого от множества берется первая 
половина элементов, т.к. после БПФ мно-
жество симметрично относительно центра. 
Затем для каждого элемента множества 
вычисляется модуль комплексного числа. 
Теперь мы имеем множество длин векторов 
комплексных чисел. На этом этапе числа в 
множестве становятся больше или равны 
нулю, т.к. операция «модуль комплексного 
числа» возводит оба компонента в степень, 
равную двум. А любое рациональное чис-

ло, возведенное в степень, равную двум, 
будет положительным.

После набора необходимых данных (фо-
новые измерения + минимум одно измере-
ние после воздействия) выполняется нор-
мирование по формуле (11):

(11)

Под воздействием понимается множество, 
измеренное при действии фармакологиче-
ских, химических или физических факторов.

Для удобства вычислений нами исполь-
зована функция atan2 (арктангенс двойного 
угла):

  

(12)

Данная функция (12) позволяет обрабо-
тать возможные нули.

После этой операции получается множе-
ство, все элементы которого лежат в диапа-
зоне от 0 до +π/2.

Для борьбы с растеканием спектра при-
меняют более гладкую оконную функ-
цию спектра с более значимым главным 
лепестком к низким уровням боковых 
лепестков. Когда входной сигнал дискре-
тизируется по времени, а не непрерывно, 
анализ обычно выполняется с применени-
ем оконной функции, а затем — дискретно-
го преобразования Фурье (ДПФ).

Оконная функция — это математическая 
функция, которая имеет нулевое значение за 
пределами некоторого выбранного интер-
вала, обычно симметричная относительно 
середины интервала. Основным назначе-
нием оконных функций является сужение, 
а не сегментация.

В типичных приложениях использу-
емые оконные функции представляют 
собой неотрицательные гладкие колоко-
лообразные кривые. Прямоугольник, тре-
угольник и другие функции также могут 
быть использованы.

Для оптимизации и повышения точно-
сти преобразования Фурье мы просчитали 
наши данные с целью выбора окна (напри-
мер, окно Кайзера, преобразования Парзе-
на, Барлета, Чебышева, Уэлча, Гаусса и др. 
нижеприведенные), дающего наибольшее 
приближение экстремумов ритмов ЭГМ 
фона и воздействия. Рассмотрим пять сле-
дующих окон.

Прямоугольное окно (иногда называемое 
окном вагона или окном Дирихле) эквива-
лентно замене всех значений последователь-
ности данных, кроме N, нулями. Треугольное 
окно является B-сплайновым окном 2-го по-
рядка и может рассматриваться как свертка 
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двух прямоугольных окон шириной N/2. 
Синусоидальное окно — автокорреляция 
синусоидального окна создает функцию, 
известную как окно Бохмана, т.е. с линейно 
разделенным вектором. Окна Ханна и Хэм-
минга — функция, являющаяся членом се-
мейства косинусоумов и степеней синуса. 
В отличие от окна Хэмминга, конечные 
точки окна Ханна просто касаются нуля. 
Приближение коэффициентов к двум деся-
тичным разрядам существенно понижает 
уровень боковых лепестков до почти равно-
правного условия. Окно Блэкмена — Хар-
риса — функция, вышедшая из семейства 
функций Хэмминга (рис. 1). Обобщение 
семейства функций Хэмминга, полученное 

путем добавления более смещенных функ-
ций sinc, предназначено для минимизации 
уровней боковых лепестков. В настоящее 
время эта функция используется наиболее 
часто и позволяет получать информатив-
ные данные. Строго говоря, существуют 
еще десятки видов окон и их перекрытий, 
но окно Блэкмена — Харриса принято нами 
как оптимальное и перспективное. Именно 
окно Блэкмена — Харриса дает наибольшее 
приближение параметров отдельных ритмов 
в фоновых и экспериментальных ЭГМ, как 
бы концентрируя спектральные картины 
и повышая точность расчетов.

Для вычисления данной функции исполь-
зуется следующая формула:

 
,  (13)

где w(n) — мультипликатор для элемента n; n — индекс элемента; N — количество элемен-
тов (размер окна); а — коэффициенты: a0=0,35875, а1=0,487396, а2=0,144232, а3=0,01168.

Блок-схема устройства представлена на 
рис. 2.

Нейровизуализация параметров ЭГМ
Получаемые данные представлены на 

трех графиках, нанесенных на круговую 
векторную диаграмму и отражающих сред-
ние значения:

1) фоновых измерений — красные ли-
нии;

2) воздействия (экспериментальных дан-
ных) — синие линии;

3) НЭМ нормированных данных (деся-
тичный логарифм) — желтые линии.

На диаграмме отмечены:
• цифровое кодирование по перимет-

ру — частоты ЭГ (1–64 Гц);
• спектральные характеристики ЭГ (кру-

говые сектора) — от 0 (внутренний сектор) 
до lg10n (внешний сектор);

Рис. 1. Функция Хэмминга: А — окно Хэмминга, Б — нормированный спектр окна Хэмминга.
Fig. 1. Hamming function: A is the Hamming window; B is the normalized spectrum of the Hamming window.
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Рис. 2. Блок-схема устройства.
Первое действие (красные линии):
1) пользователь дает команду старта записи исследования и информацию об объекте исследования;
2) ЭВМ передает на микроконтроллер информацию об объекте исследования;
3) микроконтроллер настраивает мультиплексор с данными об объекте исследования;
4) микроконтроллер подготавливает АЦП к работе.
Второе действие (синие линии):
1) мультиплексор коммутирует сигнал от исследуемого объекта и передает его на АЦП;
2) АЦП, получая сигнал от мультиплексора, преобразует его в цифровую форму;
3) микроконтроллер забирает у АЦП результат преобразования;
4) микроконтроллер передает считанные данные из своей внутренней памяти в память ЭВМ на дальнейшую 
обработку;
5) после завершения записи ЭВМ оповещает об этом пользователя.
Fig. 2. A block diagram of the experimental device.
The first stage (red lines):
1) the user gives a command to start recording both the course of the study and information about the object under 
investigation;
2) the computer transmits the information about the object under investigation to a microcontroller;
3) the microcontroller adjusts the multiplexer to the information about the object under investigation;
4) the microcontroller prepares an ADC for operation.
The second stage (blue lines):
1) the multiplexer commutes the signal from the object under investigation and transmits it to the ADC;
2) having received the signal from the multiplexer, the ADC converts it into a digital form;
3) the microcontroller takes the conversion result from the ADC;
4) the microcontroller transfers the captured data from its internal memory to the computer memory for further 
processing;
5) upon the completion of the recording, the computer notifies the user thereof.
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• базисная линия нормирования — с ма-
тематической точки зрения, более коррект-
но должна представлять собой нулевую ли-
нию, но для удобства восприятия и анализа 
принята за единицу. Расположение кривой 
НЭМ внутри (ближе к внутреннему секто-
ру диаграммы) свидетельствует о сниже-
нии мощности частот ЭГ при воздействии 
по сравнению с фоновыми данными, распо-
ложение снаружи (ближе к внешнему сек-
тору) — о повышении мощности частот ЭГ 
по сравнению с фоном.

На диаграммах указаны все частоты ЭГ ана-
лизируемого диапазона, и для удобства вос-
приятия материала специалистами, привык-
шими к традиционной форме интерпретации 
ЭГ, мы разграничили частоты согласно при-
нятой классификации на дельта — δ (1–4 Гц), 
тета — θ (4–8 Гц), альфа — α (8–12 Гц), сиг-
ма — σ (12–16 Гц), бета — β (16–40 Гц) и гам-
ма — γ (40–64 Гц) диапазоны, хотя результа-
ты некоторых исследований показывают, что 
подобное деление не полностью соответству-
ет современным представлениям.

Оценка нейропсихоактивных средств 
разнонаправленного действия

Доксиламин («Донормил», Франция) — 
блокатор гистаминовых Н1-рецепторов из 
группы этаноламинов, оказывающий сно-
творное, седативное и м-холиноблокирующее 
действие, сокращающий время засыпания.

Ксилазин («Ксила», Нидерланды) — аго-
нист центральных α2-адренорецепторов, 
оказывающий седативное, анальгезирую-
щее и миорелаксирующее действие. Ис-
пользуется в ветеринарной практике как 
препарат для наркотизирования.

Кофеин («Кофеин-бензоат натрия», Рос-
сия) — психостимулирующее средство, 
усиливающее и регулирующее процессы 
возбуждения.

Сертралин («Стимулотон», Венгрия) — 
антидепрессант, селективный ингибитор 
обратного захвата серотонина (СИОЗС), 
а также норадреналина и допамина. Не 

оказывает стимулирующего, седативного 
или антихолинергического действия. Не 
обладает сродством к м-холино-, серото-
ниновым, допаминовым, гистаминовым, 
адрено-, ГАМК- и бензодиазепиновым ре-
цепторам.

Фенотропил («Фенотропил», Россия) — 
ноотроп, имеющий также ярко выраженное 
анксиолитическое и нейромодулирующее 
действия. Улучшает память, настроение 
и процесс обучения.

Данные препараты являются отдельны-
ми представителями разных фармакологи-
ческих групп, что и определило критерии 
выбора тестируемых средств. Поскольку 
изменения ритмических характеристик 
связаны в т.ч. со временем влияния на ак-
тивность мозга и ВНД, мы сочли необхо-
димым сопоставить временные изменения 
с фармакокинетическими параметрами 
тестируемых средств. В процессе анализа 
учитывались и их фармакодинамические 
показатели.

Все указанные препараты применялись 
в эквивалентных человеку терапевтических 
дозах, режим регистрации параметров ЭГ 
мозга определялся согласно имеющимся 
фармакокинетическим и фармакодинами-
ческим данным, на графиках представле-
ны наиболее характерные результаты по 
обозначенным реперным точкам.

Результаты исследований
Посредством регистрации и анализа ЭГ 

определены информативные параметры, 
свидетельствующие об изменении биоэлек-
трической активности мозга при действии 
тестируемых нейропсихоактивных средств.

Результаты влияния доксиламина на пара-
метры ЭГМ и НЭМ представлены на рис. 3–8.

Через 30 мин после введения тестируемо-
го препарата на ЭГ наблюдается преоблада-
ние мощности частот около 34 и 54–55 Гц, 
которые по ранее принятой классификации 
относятся к β- и γ-диапазонам. На данном 
этапе исследования препарат характеризу-



Н. Н. Каркищенко, В. Н. Каркищенко, Ю. В. Фокин, С. Ю. Харитонов
«Нейровизуализация эффектов психоактивных средств  

посредством нормализации электрограмм головного мозга»

БИОМЕДИЦИНА | BIOMEDICINE | 2019 | Toм 15 | № 1 | 12–34 21

ется активирующим действием в заднем 
ядре гипоталамуса, наиболее выраженно 
(здесь и далее — более чем на 50%) оно 
проявляется на частотах 7–11, 14–15, 36–
37, 39–43 Гц (около 80%), 53–55, 61–64 Гц 
(около 60%). Также прослеживаются эле-
менты угнетения в области 5–7, 11–14, 34–
36 Гц. По всей видимости, на данном эта-
пе анализа уже начинают прослеживаться 
тормозные эффекты препарата, вызванные 
активацией данной области мозга.

Через 2 ч после введения на ЭГМ наблю-
даются пики сходной мощности практи-
чески на всем анализируемом диапазоне, 
с преобладанием в области около 37 Гц, 

относящейся традиционно к β-диапазону. 
Общая картина НЭМ на данном этапе ис-
следования по-прежнему характеризуется 
активирующим действием в исследуемой 
области мозга, наиболее выраженно оно 
проявляется на частотах 14–15, 36–37 Гц 
(80–120%). Также прослеживаются эле-
менты угнетения в области 11–14, 15–16, 
35–36 Гц (σ- и β-диапазон). На основании 
чего можно судить о продолжающемся тор-
мозном действии тестируемого средства.

Через 4 ч после введения наблюдается 
аналогичная скачкообразная картина ЭГ 
с пиками сходной мощности практически 
на всем анализируемом диапазоне, однако 
кривая НЭМ существенно приблизилась 
к фоновой. В целом можно судить о не-
больших отличиях от фоновых данных — 
преимущественно в области около 9 и 29–
30 Гц, по ранее принятой классификации 
относящихся к α- и β-диапазонам.

Однако через 6 ч после введения снова 
наблюдается активация данного участка 
мозга в виде повышения мощности частот 
по сравнению с фоном, наиболее отчетли-
во прослеживающегося на частотах около 
14–15, 23–27, 36–37, 53–54 Гц.

Рис. 3. Параметры ЭГМ и НЭМ через 30 мин после 
введения доксиламина.
Отдел мозга: NHP — nucleus hyphothalamicus pos-
terior — заднее ядро гипоталамуса.
Красная кривая — фоновые измерения, синяя кри-
вая — воздействие, желтая кривая — НЭМ. Розовый 
контур — базисная линия нормирования. Цифровое 
кодирование по периметру — частоты, Гц. Круговые 
сектора — спектральные характеристики ЭГМ.
Fig. 3. Parameters of brain electrograms (BE) and nor-
malized brain electrograms (NBE) 30 min after the admin-
istration of doxylamine.
Brain division: NHP — nucleus hyphothalamicus pos-
terior — the posterior nucleus of the hypothalamus.
The red curve is background measurements, the blue curve 
is impact, the yellow curve is NBE. The pink contour is the 
basic line of valuation. Digital coding on the perimeter is 
the frequency, Hz. Circular sectors are the spectral char-
acteristics of BE.

Рис. 4. Параметры ЭГМ и НЭМ через 2 ч после вве-
дения доксиламина. Все обозначения — как на рис. 3. 
Fig. 4. BE and NBE parameters 2 h after the administration 
of doxylamine. For all designations, see Fig. 3
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Существенно картина ЭГМ меняется че-
рез 8 ч после введения. На данном этапе 
наблюдается угнетение гипоталамуса, наи-
более выраженное на 5–8 Гц (около 80%), 
11–14 Гц (около 100%), 33–37 Гц (около 
120%) и 58–59 Гц (около 80%). Наблюдают-
ся небольшие эпизоды активации (8–11 Гц, 

около 100%). Данные эффекты, вероятно, 
связаны с окончанием успокаивающего 
действия доксиламина.

Через 24 ч после введения параметры 
НЭМ вновь отражают активацию иссле-
дуемой зоны мозга. Наибольшие изме-
нения прослеживаются в области 7–10 

Рис. 8. Параметры ЭГМ и НЭМ через 24 ч после вве-
дения доксиламина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 8. BE and NBE parameters 24 h after the administra-
tion of doxylamine. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 6. Параметры ЭГМ и НЭМ через 6 ч после вве-
дения доксиламина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 6. BE and NBE parameters 6 h after the administra-
tion of doxylamine. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 7. Параметры ЭГМ и НЭМ через 8 ч после вве-
дения доксиламина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 7. BE and NBE parameters after 8 h after the adminis-
tration of doxylamine. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 5. Параметры ЭГМ и НЭМ через 4 ч после вве-
дения доксиламина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 5. BE and NBE parameters 4 h after the administra-
tion of doxylamine. For all designations, refer to Fig. 3.
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и 17–19, 39–40 Гц (т.е. α- и β-диапазонах, 
согласно традиционной интерпретации), 
отражающие эффекты их нормализации, 
выравнивания.

Многофазное действие доксиламина за-
ключается в преимущественной активации 
заднего ядра гипоталамуса, с угнетением 
через 8 ч после введения и восстановлением 
активности на следующие сутки. Согласно 
данным фармакокинетики, действие пре-
парата продолжается около 6–8 ч, т.е. при-
знаки угнетения связаны с процессом  

Рис. 9. Параметры ЭГМ и НЭМ через 20 мин после 
введения ксилазина.
Отдел мозга: Pr — Gyrus prorealis — прореальная из-
вилина.
Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 9. BE and NBE parameters 20 min after the 
administration of xylazine.
Brain department: Pr — Gyrus prorealis — proreal gyrus.
For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 10. Параметры ЭГМ и НЭМ через 45 мин после 
введения ксилазина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 10. BE and NBE parameters 45 min after the admin-
istration of xylazine. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 12. Параметры ЭГМ и НЭМ через 24 ч после вве-
дения ксилазина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 12. BE and NBE parameters 24 h after the adminis-
tration of xylazine. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 11. Параметры ЭГМ и НЭМ через 1 ч после введе-
ния ксилазина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 11. BE and NBE parameters 1 h after the adminis-
tration of xylazine. For all designations, refer to Fig. 3.
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элиминации, а наблюдаемые через 24 ч ре-
зультаты отражают остаточные эффекты 
препарата, имеющего достаточно длитель-
ный период полувыведения (около 10 ч).

Результаты влияния ксилазина на парамет-
ры ЭГМ и НЭМ представлены на рис. 9–12.

Депримирующее действие препарата 
прослеживается уже через 20 мин после 
введения: НЭМ отражает угнетение иссле-
дуемой области мозга, наибольшая мощ-
ность наблюдается на частотах около 54–56 
и 64 Гц (β- и γ-диапазоны по традиционной 
классификации).

Через 45 мин после введения данные эф-
фекты угнетения усиливаются. Спектральные 
характеристики ЭГМ на всем анализируемом 
частотном диапазоне минимальны (снижение 
на 60–80% по сравнению с фоном).

Однако уже через 1 ч после введения 
картина ЭГМ начинает восстанавливать-
ся. Наибольшая мощность приходится на 
частоты около 8–12 и 32–33 Гц. Наблю-
даемые эффекты отражают, по всей види-

мости, окончание действия тестируемого 
средства.

Через 24 ч общая картина ЭГМ практи-
чески не отличима от фоновых замеров. 
Преобладающие всплески регистрируются 
на 10 и 54 Гц, т.е. в α- и γ-диапазонах, со-
гласно принятому делению. Наблюдаемые 
эффекты позволяют заключить, что суще-
ственного влияния препарата на актив-
ность мозга на данном этапе исследования 
не имеется.

Таким образом, депримирующее, угне-
тающее действие ксилазина проявляется 
практически сразу после введения, что 
согласуется с фармакокинетическими па-
раметрами (Сmax = 20–30 мин). Эффект 
быстрый и короткий, в связи с чем препа-
рат используется в качестве наркоза при 
проведении хирургических вмешательств 
и других процедур, связанных с седацией, 
анальгезией и миорелаксацией.

Результаты влияния кофеина на парамет-
ры ЭГМ и НЭМ представлены на рис. 13–18.

Активирующее действие препарата, про-
являющееся в возбуждении переднего отде-
ла гиппокампа, прослеживается уже через 
10 мин после введения: наибольшая мощ-

Рис. 13. Параметры ЭГМ и НЭМ через 10 мин после 
введения кофеина.
Отдел мозга: HIPa — Hippocampus anterior — перед-
ний отдел гиппокампа.
Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 13. BE and NBE parameters 10 min after the 
administration of caffeine. Brain division: HIPa — 
Hippocampus anterior — anterior hippocampus.
For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 14. Параметры ЭГМ и НЭМ через 20 мин после 
введения кофеина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 14. BE and NBE parameters 20 min after the admin-
istration of caffeine. For all designations, refer to Fig. 3.
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ность ЭГМ наблюдается на частоте 2 Гц. 
На кривой НЭМ особенно выражены воз-
растания мощности на частотах около 8–9 
и 58–61 Гц (около 80% разницы по сравне-
нию с фоном).

Через 20 мин после введения общая кар-
тина сохраняется, однако исходная кривая 

имеет более скачкообразный вид. Указан-
ные выше преобразования спектральных 
характеристик прослеживаются еще более 
отчетливо (120% от фона).

Через 1 ч после введения также наблюда-
ется активация исследуемой зоны мозга, од-
нако на исходном графике преобладающая 

Рис. 18. Параметры ЭГМ и НЭМ через 24 ч после вве-
дения кофеина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 18. BE and NBE parameters 24 h after the adminis-
tration of caffeine. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 16. Параметры ЭГМ и НЭМ через 4 ч после вве-
дения кофеина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 16. BE and NBE parameters 4 h after the administra-
tion of caffeine. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 17. Параметры ЭГМ и НЭМ через 6 ч после вве-
дения кофеина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 17. BE and NBE parameters 6 h after the administra-
tion of caffeine. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 15. Параметры ЭГМ и НЭМ через 1 ч после вве-
дения кофеина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 15. BE and NBE parameters 1 h after the administra-
tion of caffeine. For all designations, refer to Fig. 3.
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мощность смещается в область 2–3, 17–19, 
33–41 и 51–52 Гц, т.е. δ-, β- и γ-диапазонов, 
согласно ранее принятой классификации.

Через 4 ч после введения препарата преоб-
ладающие диапазоны вновь сглаживаются, 
но эффекты активации сохраняются.

Те же результаты характерны и для пе-
риода 6 ч после введения, при этом вновь 
можно заметить преобладание на исходной 
кривой частоты 2–3 Гц (δ-диапазона, по 
принятому делению).

Через 24 ч после введения отмечается 
угнетение исследуемой зоны мозга в высо-
ких частотных диапазонах (30 Гц и выше), 
а в диапазоне от 1 до 30 Гц мощность ЭГ 
практически сходна с таковой в фоновых 
измерениях.

Длительное возбуждение переднего отде-
ла гиппокампа, характеризующее активиру-
ющее действие кофеина, проявляется прак-
тически сразу после введения и сохраняется 
на протяжении минимум 6 ч, что обуславли-

вает его применение в качестве эффективно-
го психостимулирующего средства.

Результаты влияния сертралина на парамет-
ры ЭГМ и НЭМ представлены на рис. 19–24.

Через 30 мин после введения тестируемо-
го средства наблюдаются депримирующие 
(угнетающие) эффекты в области поясной из-
вилины, основная мощность регистрируется 
на частотах 7 и 17–19 Гц, т.е. в θ- и β-диапа-
зонах, согласно ранее принятой классифи-
кации. На кривой НЭМ некоторые допол-
нительные пики обнаруживаются в области 
10–13 Гц (условно α- и σ-диапазоны).

Через 1 ч после введения исходная кривая 
имеет скачкообразный вид, спектральные 
характеристики распределяются по всему 
анализируемому частотному диапазону, 
при этом угнетение данной зоны мозга сме-
няется на активацию.

Через 2 ч после введения вновь наблю-
дается картина, характерная для 30 мин. 
Преобладающая мощность обнаруживает-
ся на частотах около 18 и 40 Гц (β-диапа-
зон, согласно принятому делению). Кривая 
НЭМ по-прежнему рваная (множество пи-
ков сходной мощности), превалируют эф-
фекты угнетения.

Рис. 19. Параметры ЭГМ и НЭМ через 30 мин после 
введения сертралина.
Отдел мозга: GC — Gyrus cyngule — поясная извилина.
Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 19. BE and NBE parameters 30 min after 
administration of sertraline.
Brain Department: GC — Gyrus cyngule — cingulate 
gyrus.
For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 20. Параметры ЭГМ и НЭМ через 1 ч после вве-
дения сертралина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 20. BE and NBE parameters 1 h after the adminis-
tration of sertraline. For all designations, refer to Fig. 3.
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Через 4 ч после введения вновь наблю-
дается возбуждение, пики мощности на ис-
ходной кривой смещаются в область 41–42, 
54–55, 64 Гц (условно γ-диапазона) Кривая 
НЭМ без видимых экстремумов.

Через 6 ч после введения картина НЭМ 
близка к фоновой, наибольшая мощ-

ность — в области 11, 32, 35, 57 Гц (α- 
и β-диапазоны, согласно традиционной 
классификации).

Через 24 ч после введения биоэлектри-
ческая активность в исследуемой зоне 
практически затухает, обнаруживаются 
единичные пики на частоте около 39 Гц. 

Рис. 24. Параметры ЭГМ и НЭМ через 24 ч после вве-
дения сертралина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 24. BE and NBE parameters 24 h after the adminis-
tration of sertraline. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 22. Параметры ЭГМ и НЭМ через 4 ч после вве-
дения сертралина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 22. BE and NBE parameters 4 h after the adminis-
tration of sertraline. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 23. Параметры ЭГМ и НЭМ через 6 ч после вве-
дения сертралина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 23. BE and NBE parameters 6 h after the adminis-
tration of sertraline. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 21. Параметры ЭГМ и НЭМ через 2 ч после вве-
дения сертралина. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 21. BE and NBE parameters 2 h after the adminis-
tration of sertraline. For all designations, refer to Fig. 3.
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Наблюдаемые депримирующие эффекты 
сходны с таковыми на 30 мин анализа.

Разнонаправленное действие сертралина 
на поясную извилину, по-видимому, отра-

жает особенности его антидепрессивного 
действия, а схожесть результатов анализа 
сразу после введения и на следующие сут-
ки может свидетельствовать о накопитель-
ных эффектах тестируемого препарата.

Результаты влияния фенотропила на па-
раметры ЭГМ и НЭМ представлены на 
рис. 25–28.

Рис. 25. Параметры ЭГМ и НЭМ через 1 ч после вве-
дения фенотропила.
Отдел мозга: Pr — Gyrus prorealis — прореальная из-
вилина.
Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 25. BE and NBE parameters 1 h after the 
administration of phenotropyl.
Brain department: Pr — Gyrus prorealis — proreal gyrus.
For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 26. Параметры ЭГМ и НЭМ через 2 ч после вве-
дения фенотропила. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 26. BE and NBE parameters 2 h after the administra-
tion of phenotropyl. For all designations, refer to Fig. 3.

Рис. 28. Параметры ЭГМ и НЭМ через 24 ч после вве-
дения фенотропила. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 28. BE and NBE parameters 24 h after the adminis-
tration of phenotropyl. For all designations, refer to Fig. 
3.

Рис. 27. Параметры ЭГМ и НЭМ через 4 ч после вве-
дения фенотропила. Все обозначения — как на рис. 3.
Fig. 27. BE and NBE parameters 4 h after the administra-
tion of phenotropyl. For all designations, refer to Fig. 3.
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Через 1 ч после введения тестируемого 
средства наблюдается его депримирующее 
действие на прореальную извилину: НЭМ от-
ражает угнетение исследуемой области моз-
га и имеет скачкообразный вид, наибольшая 
мощность обнаруживается в первой полови-
не частотного диапазона (1–36 Гц).

Через 2 ч после введения на исходной 
ЭГМ преобладающая мощность регистри-
руется в широком диапазоне частот: около 
2, 14–15, 19–20, 53–57, 60–64 Гц. Общая 
картина на данном этапе исследования ха-
рактеризуется активирующим действием 
в исследуемой области мозга, без явных 
экстремумов на кривой НЭМ.

Через 4 ч после введения вновь наблюдает-
ся обратный эффект: угнетение, наибольшая 
мощность обнаруживается в первой полови-
не частотного диапазона (до 37 Гц).

Через 24 ч после введения на исходной 
кривой преобладающие спектральные ха-
рактеристики обнаруживаются на частотах 
около 4, 27 и 31 Гц, картина НЭМ в целом 
близка к фоновым значениям.

Таким образом, разнонаправленное влия-
ние фенотропила на прореальную извили-
ну, по-видимому, отражает особенности 
его ноотропного действия, а отсутствие 
существенного влияния на мозг через 24 ч 
свидетельствует о выведении препарата  
(Т1/2=3–5 ч) на этом временном промежутке.

Заключение
Последние десятилетия стало тенденци-

ей говорить о системном кризисе психо-
фармакологии [21]. Так, с начала века ко-
личество исследовательских программ по 
поиску новых психотропных средств сокра-
тилось на 75–80%. Ряд фирм (Pfizer, Bayer, 
Novartis, Roche и др.) практически остано-
вили разработку новых психотропов. Стаг-
нация определяется отсутствием как новых 
предложений со стороны психиатрии, так 
и прорывных технологий в эксперимен-
тальной фармакологии [32]. Клиническая 

фармакология практически выпала из это-
го процесса, утонув в фармакоэкономике 
и фармакоэпидемиологии, работая по зака-
зам транснациональных фармацевтических 
гигантов. Кроме того, поиск новых инно-
вационных средств не может строиться на 
рутинных, «дедовских» методиках [27].

Созданные в самом начале 1950-х гг. ан-
типсихотические средства (хлорпромазин), 
антидепрессанты (имипрамин), бензодиа-
зепины до сих пор не рассматриваются как 
антидофаминовые, нейротрансмиттерные 
и ГАМК-эргические средства соответствен-
но [37]. Новые средства, такие как СИОЗС, 
атипичные нейролептики и т.д., уступают 
«старым» по эффективности [19]. Важ-
ным сдерживающим фактором прогресса 
психофармакологии является отсутствие 
адекватных методических приемов, вклю-
чая транскраниальную стимуляцию [22]. 
Ограничение с использованием животных 
в эксперименте стало всемирным, а чуть ли 
не единственным объектом исследования 
стала лабораторная крыса [13, 16].

Один пример. Брошенная в холодную 
воду крыса барахтается, а когда замирает, 
то это оценивают как «депрессию», пото-
му что имипрамин удлиняет ее барахтанье. 
Другой тест: взбегание крысы по скользя-
щей веревке «до отказа». Это также тест 
и на «депрессию», и на «тревожность» [3]. 
Но какая связь этих явлений с нозологиче-
скими и социальными процессами у чело-
века? А ведь эти данные с крыс без всяких 
поправок переносятся на человека [12, 29, 
36]. Но ведь сколько бы крыса ни взбегала 
по веревочке, ей никогда не придет мысль 
набросить ее себе на шею. Другой при-
мер: измерение времени, которое крыса 
проводит на освещенном, открытом про-
странстве, не прячась, принято за тест для 
оценки уровня тревожности [3]. Использу-
ются самцы крыс, тогда как тревожность 
у женщин встречается в 10 раз чаще, чем 
у мужчин [5, 15, 35].
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Зацикленность на молекулярных меха-
низмах поведения крыс, эволюционная 
дистанция между их мозгом и мозгом чело-
века колоссально разграничивает человече-
скую тревожность, депрессию [34], психоз 
и паркинсонизм [30, 31] от полученных на 
крысиных моделях. Более того, за послед-
ние 50 лет крысы использовались почти 
в 6500 масштабных экспериментах, и толь-
ко в 500 исследованиях задействованы дру-
гие животные [23].

Роль вторичных мессенджеров, нейро-
трансмиссии, тривиальных крысиных ме-
тодик не отвечает современным вызовам 
инновационной медицины [25]. ПЭТ (по-
зитронно-эмиссионная томография), эпи-
генетика, генная инженерия, пептидный, 
метаболомный анализ, нейровизуализация, 
микроминиатюризация в физикохимии 
и технике уже стоят на пути открытий [24].

Нейровизуализация прогрессивно вне-
дряется в биологию и медицину. Например, 
с ее помощью удается четко диагностиро-
вать неврологические нарушения, маски-
рующиеся под психические расстройства 
[17]. К методам нейровизуализации отно-
сятся: ПЭТ, ОФЭКТ (однофотонная эмис-
сионная компьютерная томография), фМРТ 
(функциональная магнитнорезонансная 
томография), МЭГ (магнитоэнцефалогра-
фия), биохимические маркеры (например, 
TSPO с радиометкой, протеин-транслока-
тор) и др. Однако эти методы направлены 
на диагностику и никак не демонстрируют 
эффективность лечения, а тем более не рас-
крывают механизмы действия нейропсихо-
тропных средств [17, 20].

В общем виде нейровизуализация вклю-
чает в себя небольшой комплекс методов 
визуализации структуры, функции и био-
химических параметров мозга или его ча-
стей [3]. Хотя эти методы и постепенно 
пополняются, однако вопросы нейровизу-
ализации эффектов и механизмов действия 
нейропсихотропных средств нами рассмат-
риваются впервые.

Существует представление, что норма-
лизация — «это просто здравый смысл, 
а любой компетентный профессионал и сам 
«естественным образом» спроектирует пол-
ностью нормализованную базу данных (БД) 
без необходимости применять теорию» 
[14]. В то же время процесс преобразования 
отношений БД к виду, отвечающему нор-
мальным формам, совсем не прост и назы-
вается нормализацией. Объем БД при нор-
мализации обычно уменьшается [21, 33]. 
Не погружаясь в детали, следует отметить, 
что есть шесть основных нормальных БД. 
Цель нормализации в том и состоит, что-
бы исключить избыточное дублирование 
данных и множество малозначимых допу-
стимых значений [28] и результатов, далеко 
не всегда укладывающихся в устоявшиеся 
представления. Наши данные разрушают 
тривиальные представления, что, например, 
психостимуляторы оказывают лишь воз-
буждающее действие, а при введении ней-
ролептика будет доминировать тотальное 
депримирующее действие. Сам характер 
изменения интрацентральных отношений 
делает картину психотропных эффектов мо-
заичной и непредсказуемой заранее.

В статье показано, что изменения пара-
метров НЭМ, наблюдаемые при воздей-
ствии различных нейропсихоактивных 
средств, информативно и убедительно отра-
жают активность анализируемых участков 
мозга и являются маркерами преобразова-
ний интрацентральных отношений голов-
ного мозга животных.

Различные отделы мозга реагируют на 
нейротропные средства в одних случаях 
однотипно, в других — разнонаправленно. 
Седативные средства, антидепрессанты, 
ноотропы и СИОЗС (доксиламин, сертра-
лин, фенотропил) характеризуются фазно-
стью действия, т.е. чередованием периодов 
активации и угнетения компетентных отде-
лов головного мозга, а наркотизирующие 
и активирующие средства (ксилазин и ко-
феин соответственно) имеют более ста-
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бильные эффекты в ЭГМ, отличаясь одно-
направленностью действия в течение всего 
периода влияния, совпадающего с данными 
фармакодинамики и фармакокинетики.

Так, например, передний отдел гиппо-
кампа формирует и контролирует активи-
рующие реакции, а прореальная и поясная 
извилины, заднее ядро гипоталамуса — пре-
имущественно депримирующие процессы.

Многокомпонентное действие седатив-
ных, снотворных, ноотропных препаратов 
(доксиламин, сертралин, фенотропил) свя-
зано с выраженной активностью σ-ритма 
(13–15 Гц), который, по мнению ряда авто-
ров, характеризуется «сонными веретена-
ми». В действии ксилазина, оказывающе-
го наркотизирующее влияние, отмечается 

выраженная активация γ-ритма на частотах 
около 54–55 Гц, а на фоне влияния психо-
стимулятора кофеина — угнетение в обла-
сти 50–60 Гц. Наблюдаемые сходства и раз-
личия с этими областями в общем графике 
ЭГ могут свидетельствовать об информа-
тивности получаемых данных в высоких 
частотных диапазонах, которые ранее сла-
бо изучались.

Сопоставление наблюдаемых результа-
тов с известными фармакодинамическими 
и фармакокинетическими параметрами те-
стируемых средств позволяет считать ана-
лиз ЭГМ с помощью инновационных техно-
логий — нормализации электрограмм мозга 
(НЭМ) — перспективным методом биоме-
дицинских и доклинических исследований.
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ПРОТЕОМНЫЙ АНАЛИЗ 
В ИДЕНТИФИКАЦИИ БЕЛКОВЫХ КОМПОНЕНТОВ 

ПРЕПУЦИАЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ КАБАРГИ СИБИРСКОЙ

В.Н. Каркищенко, М.С. Дуля*, Д.В. Хвостов, Р.А. Агельдинов, С.Л. Люблинский
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий 

Федерального медико-биологического агентства России» 
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, 

п. Светлые горы, владение 1

Данные белкового компонентного состава мускуса и тканей кабарги представлены в научной ли-
тературе малоизученными и неполноценными. В данной работе выполнено протеомное исследо-
вание белкового состава биологически активных компонентов экстрактов препуциальной железы 
кабарги сибирской методами гель-размерной эксклюзионной хроматографии (ГРХ) и пептидного 
картирования методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-спектрометриче-
ским детектированием (ВЭЖХ-МС) высокого разрешения после ферментативного расщепления 
трипсином. Это эффективные методы для получения достоверных данных белкового состава тка-
ней кабарги сибирской, которые обращают пристальное внимание на белковую фракцию мускуса 
кабарги как источник биологически активных компонентов. Установлено молекулярно-массовое 
распределение, характерное для белковых экстрактов препуциальной железы кабарги сибирской. 
Выявлены оптимальные условия экстракции, хроматографического разделения и относительного 
количественного соотношения главных белковых компонентов. Подробно представлены результа-
ты идентификации наиболее значимых (мажорных и минорных) белковых компонентов в экстрак-
тах изучаемых объектов в соответствии с алгоритмом поисковой программы Spectrum Mill MS 
Proteomics Workbench и белковой базой данных Uniprot. Данные белкового профилирования класте-
ризованы по молекулярным и биологическим функциям. Отображены связи идентифицированных 
белков с возможными механизмами биологического действия и мишенями, на которые могут оказы-
вать воздействие белковые компоненты изучаемых объектов. По результатам исследования сделаны 
выводы о многокомпонентности белкового состава экстрактов препуциальной железы кабарги си-
бирской. Предложены маркерные белковые компоненты в составе изучаемых экстрактов и указаны 
возможные взаимосвязи обнаруженных белков в составе экстрактов с биологическими эффектами.

Ключевые слова: ВЭЖХ-МС, гель-размерная хроматография, мускус кабарги, пептидное картиро-
вание, PNOC
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PROTEOMIC ANALYSIS IN THE IDENTIFICATION  
OF ACTIVE COMPONENTS IN THE PREPUTIAL GLAND 

SECRETION OF THE SIBERIAN MUSK DEER 

Vladislav N. Karkischenko, Maxim S. Dulya*, Daniil V. Khvostov, 
Ruslan A. Ageldinov, Stanislav L. Lyublinskiy

Scientific Center of Biomedical Technologies 
of the Federal Medical Biological Agency of Russia 

143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk, 
Setllement Svetlye Gory, building 1

The Siberian musk deer (Moschus Moschiferus) is a deer-like animal. The substance that is secreted 
by sexually mature males is highly valued worldwide for its perceived pharmaceutical and perfumery 
properties. However, there is a lack of comprehensive information regarding the component composi-
tion of the musk and tissues of this species. A complex study of the protein composition of biologically 
active components in the preputial gland secretion of the Siberian musk deer was performed using the 
methods of size-exclusion chromatography and peptide mapping. The latter method was realized using 
high-performance liquid chromatography tandem mass-spectrometric detection following fermentation 
by trypsin. These are effective methods for generating vast amounts of data that can facilitate research 
on the Siberian musk deer. A molecular weight distribution characteristic of the investigated extracts 
was established. Optimal conditions for the extraction, chromatographic separation and relative quant-
itative determination of the main musk components were determined. Detailed information on the most 
significant (major and minor) protein components in the studied samples is presented in accordance with 
the algorithm of the Spectrum Mill MS Proteomics Workbench search program and the UniProt protein 
database. Protein profiling data was clustered according to their molecular and biological functions. 
The identified proteins were assessed in terms of possible mechanisms of biological action and targets, 
which can be affected by the protein components of the objects under the study. A conclusion is made 
about a multicomponent composition of the Siberian musk deer preputial gland secretion. Marker pro-
tein components in the studied extracts are suggested. Possible links between the identified proteins and 
biological effects are outlined.
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Введение
Кабарга сибирская (Moschus moschiferus) 

является оленевидным животным. Мускус, 
выделяемый половозрелыми самцами, вы-
соко ценится во всем мире за выраженные 
фармацевтические свойства и возможность 
использования в парфюмерии. Биоаналити-
ческие данные компонентного состава муску-

са кабарги представлены в научной литерату-
ре малоизученными и неполноценными.

Ранее авторами была предложена ме-
тодика развернутой идентификации низ-
комолекулярных биологически активных 
компонентов в составе препуциальной же-
лезы кабарги сибирской (ПЖК) методом га-
зовой хроматографии с масс-селективным 
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детектором с применением современных 
методических приемов пробоподготов-
ки, экстракции и дериватизации [1]. Были 
установлены оптимальные условия экс-
тракции, хроматографического разделения 
и относительного количественного опре-
деления главных летучих компонентов 
ПЖК в условиях лиофильного высушива-
ния с сохранением многокомпонентного 
спектра активных компонентов. Согласно 
установленному в ранней работе составу 
ПЖК нами предложено выделить 3 группы 
соединений, значимых с точки зрения био-
логического эффекта и его выраженности: 
1) стероидные компоненты, 2) жирные кис-
лоты, 3) пептиды и белки.

Широкий спектр показаний к применению 
экстрактов мускуса [5] является следствием 
описанного в предыдущей работе много-
компонентного состава ткани. В изучаемом 
материале особое внимание стоит обратить 
на регуляторные соединения пептидной 
природы, гормонально активные комплексы 
и ростовые факторы, в т.ч. активирующие 
жизненный цикл стволовых клеток [2, 4]. 
Регуляторные пептиды (РП), как известно, 
играют жизненно важную роль в различных 
системах контроля многих биологических 
процессов организма. Они могут сосуще-
ствовать с классическими медиаторами, мо-
дулируя и усиливая их активность. Каждый 
из пептидов, с одной стороны, обладает уни-
кальными свойствами, а с другой стороны, 
имеет перекрывающийся с остальными РП 
спектр биоактивностей. В совокупности все 
множество РП организма образует эффек-
тивный функциональный пул, решающий 
огромное число задач, связанных с про-
цессами регуляции и контроля. При этом 
большинство из них способны индуциро-
вать и ингибировать активность и произ-
водство других РП, формируя данным об-
разом разветвленную, взаимосопряженную 
систему регуляции биологических функций.

Трудность систематизации и анализа ре-
зультатов экспериментальных данных при 

изучении пептидов и белков обусловлена 
тем, что число известных РП животных 
и человека превышает уже 9000. Акцен-
тирование внимания на выявлении пеп-
тидных взаимосвязей позволяет провести 
анализ структурно-функциональных зако-
номерностей совокупности РП и дает тео-
ретические обоснования для применения 
данных комплексов и их аналогов в каче-
стве терапевтических агентов и лекарствен-
ных средств [2, 4, 8].

В мировом научном сообществе известны 
работы по выявлению взаимодействующих 
пар белков, ассоциированных с нейроде-
генеративными заболеваниями, серповид-
ноклеточной анемией, шизофренией и др. 
Картирование интерактомов нейродегене-
ративных заболеваний, таких как болезни 
Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона, 
амиотропный латеральный склероз, а так-
же прионовые болезни, позволило выявить, 
что белки, ассоциированные с этими забо-
леваниями, характеризуются наличием об-
щих взаимодействующих партнеров.

Изучение белок-белковых взаимодей-
ствий и выявление участвующих в данном 
процессе партнеров, специфичных для той 
или иной патологии, представляет собой 
важный инструмент в изучении механизмов 
возникновения и развития заболеваний, 
поиска биологических активных веществ 
и регуляторов в сложных источниках бел-
ков, которым и является выбранный объект 
исследования. В дополнение ко всему вы-
шесказанному структурно-функциональ-
ная информация о пептидах растительного 
и животного происхождения важна для си-
стемной биологии, может также использо-
ваться в различных прикладных областях, 
в сельском хозяйстве, в производстве ди-
етических продуктов, фармацевтических 
препаратов, продуктах функционального 
питания [4, 8]. Например, растительный 
пептид луназин, выделенный из сои и яч-
меня, обладает антионкогенным действием. 
Короткие растительные пептиды группы 
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циклотидов, обладающие инсектицидным 
действием, имеют также другие биологи-
ческие эффекты: снимают нервное напря-
жение, нарушают репликацию вируса им-
мунодефицита, обладают гемолитической 
и цитотоксической активностью. Все это 
указывает на наличие потенциала и у рас-
тительных пептидов в области разработки 
лекарств.

Актуальность исследования
Методы систематического, количествен-

ного и идентификационного изучения 
пептидов, содержащихся в живых клетках 
и тканевых жидкостях, в области биомеди-
цинских исследований в большинстве сво-
ем сосредоточены на изучении и создании 
новейших лекарственных препаратов, фор-
мирующихся из результатов поиска инди-
каторных и эффективных комбинаций раз-
личных субстанций пептидов и/или белков 
и их идентификации, для последующего 
использования в диагностике, эффектив-
ной терапии и применении их как функцио- 
нальных продуктов питания.

Оказывается весьма парадоксальным тот 
факт, что при наличии достаточно продол-
жительной истории применения изучае-
мых экстрактов и субпродуктов из тканей 
кабарги многая информация, касающаяся 
компонентного состава мускуса и тканей 
представителей данного вида, по-прежне-
му представляется малоизученной и непол-
ноценной. Надежно не идентифицированы 
компоненты, ассоциированные с широ-
ким спектром биологической активности 
данных тканей. Однако благодаря вкладу 
многих ученых, в т.ч. лаборатории биоана-
литических исследований НЦБМТ ФМБА 
России, на сегодняшний день известно, что 
в состав экстрактов из ПЖК входит огром-
ное число соединений различной природы 
[1, 12, 10]. Следующим логичным этапом 
в рамках цикла данных исследовательских 
работ предстает изучение пептидно-белко-
вого состава изучаемых тканей. Предпо-

лагается, что с помощью идентификации 
пептидно-белкового состава могут быть 
охарактеризованы многие виды биологиче-
ской активности субстанции и препаратов 
на основе экстрактов и субпродуктов изу-
чаемых тканей.

Анализируемые объекты представляют 
собой многокомпонентные белково-пеп-
тидные комплексы. Использование ряда ме-
тодов с применением хроматографического 
фракционирования позволяет получить 
данные о количественном и качественном 
составе белкового профиля с визуализаци-
ей пула белков изучаемых экстрактов.

Цель исследования
Целью исследования стала расшифровка 

белкового профиля и идентификация био-
логически активных соединений пептидно-
белковой фракции из ПЖК.

Задачи состояли в разработке методов 
пробоподготовки экстрактов исследуемых 
тканей в различных условиях, подборе ме-
тодик для дальнейшего белкового профи-
лирования и их идентификации в нативном 
сырье и лиофилизатах препуциальной же-
лезы кабарги сибирской методами гель-раз-
мерной эксклюзионной хроматографии 
(ГРХ) и высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометриче-
ским детектированием (ВЭЖХ-МС) после 
ферментативного гидролиза трипсином.

Материалы и методы
Образцы экстрактов ПЖК были получе-

ны из коллекции лаборатории биоанали-
тических исследований НЦБМТ ФМБА 
России. Они были выделены методами го-
могенизации под высоким давлением, тан-
генциального фракционирования в услови-
ях технологии водно-спиртовой экстракции 
и последующей лиофилизации.

Материалы исследования
В работе использовались следующие ре-

активы и материалы (Sigma, США): спирт 
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этиловый, ортофосфорная кислота, натрия 
хлорид, натриевая соль дезоксихолевой кис-
лоты, трис(гидроксиметил)-аминометан, 
1 М р-р дитиотреитола, 1 мМ р-р соляной 
кислоты, трипсин из свиной поджелудочной 
железы, эндопротеиназа Lys-C из Lysobacter 
enzymogenes. Раствор бычьего сывороточно-
го альбумина (Bio-Rad, США). Фильтры 
центрифужные с диаметром пор 0,22 мкм 
в комплекте с микроцентрифужными про-
бирками вместимостью 2,0 мл — для фер-
ментативного расщепления; калибровочный 
р-р для ВЭЖХ-МС ВР — для калибровки 
масс-спектрометра. А также: ацетонитрил 
для градиентной ВЭЖХ, метанол для ВЭЖХ 
(все — Merck, Германия); муравьиная кис-
лота (Fluka, Германия) — для приготовления 
подвижных фаз.

Все растворители и реагенты были ана-
литической степени чистоты, растворы для 
подготовки проб готовили с использовани-
ем деионизованной воды.

ВЭЖХ-МС/МС ВР анализ проводили 
с использованием жидкостного хрома-
тографа модели 1260 Infinity II Agilent 
Technologies, оснащенного насосом, двух-
канальным дегазатором, оборудованного 
системой автоматического ввода пробы 
Multisampler 1260 Analytical head 100 µl 
с масс-спектрометрическим детектором 
QTOF 6545XT с электрораспылитель-
ной ионизацией Dual Jet Stream (Agilent 
Technologies, США), хроматографиче-
ская колонка Advance Bio Peptide Mapping 
длиной 150 мм и внутренним диаметром 
2,1 мм, размер сорбента 2,7 мкм (Agilent 
Technologies, США).

ГРХ-анализ выполняли на хроматогра-
фической системе среднего давления NGC 
Discover (Bio-Rad, США), оснащенной 
многоволновым спектрофотометриче-
ским детектором, датчиком pH элюента, 
кондуктометрической ячейкой и хромато-
графической колонкой для ГРХ высокого 
разрешения Enrich SEC 650, в качестве 
калибровочных стандартов с известными 

молекулярными массами использовали 
Gel Filtration Standard (Bio-Rad, США).

Идентификацию белкового состава про-
водили с использованием базы данных по-
липептидных последовательностей UniProt 
в сети Интернет (https://www.uniprot.org) 
и программы для сбора и обработки данных 
Spectrum Mill MS Proteomics Workbench 
(Agilent, США).

Методы исследования
Определение общего белка проводили по 

методу Бредфорда без предварительного 
осаждения белка в соответствии с ГФ РФ, 
ОФС.1.2.3.0012.15, «Определение» белка». 
Образцы нативной ткани и лиофилизатов 
экстракта мускуса кабарги предваритель-
но растворяли в воде, очищенной до кон-
центрации 150 мг/мл в соответствующем 
объеме растворителя. Содержание белка 
определяли по калибровочной кривой для 
р-ра бычьего сывороточного альбумина.

Молекулярно-массовое фракционирова-
ние продукта проводили на жидкостном изо-
кратическом хроматографе высокого давле-
ния со спектрофотометрическим проточным 
детектором с длиной волны 280 нм с помо-
щью соответствующей хроматографической 
колонки, предварительно откалиброванной 
по стандартным глобулярным водораствори-
мым белкам известной молекулярной массы 
(рис. 1, табл. 1). При проведении исследова-
ния определяли суммарное содержание всех 
белков, а также отдельных белков (пепти-
дов) с соответствующими молекулярными 
массами. Далее анализировали соотношение 
суммы белков в диапазоне калибровочных 
молекулярных масс к общему их количеству 
и делали заключение о молекулярно-массо-
вом распределении белков и пептидов в ана-
лизируемом продукте.

Анализ на жидкостном хроматографе 
Agilent Technologies 1260 Infinity II проводи-
ли в режиме AutoMSMS. Хроматографиче-
ская колонка AdvanceBio Peptide Mapping, 
предколонка ZORBAX Extend-C18 Narrow-

https://www.uniprot.org
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Bore Guard Column. Элюирование осуще-
ствляли смесью, состоящей из компонентов 
А и В, в градиентном режиме: до 0,5 мин — 
5%В, с 0,5 до 15 мин увеличивается до 
35%В, с 17 мин — до 95% и удерживается 
в течение 13 мин, с 30,01 мин — возвраща-
ется в исходные условия. Время уравнове-
шивания колонки на исходных условиях —  
5 мин. Компонент А представлял собой 
0,1% р-р муравьиной кислоты в деиони-
зированной воде, компонент В — 0,1% р-р 
муравьиной кислоты и 10% деионизиро-
ванной воды в ацетонитриле. Скорость по-
тока — 400 мкл/мин, длительность анализа 
составила 30 мин. Условия масс-спектро-
метрического детектирования приведены 
в табл. 2.

Результаты и их обсуждение
Определение общего белка

Процентное содержание белка в изучае-
мых экстрактах демонстрирует, что сред-
нестатистическое содержание белка в экс-
трактах равно 3,2%, а дисперсия при этом 
равняется 0,98 (данные не приведены). 
В присутствии детергента дисперсия оста-
ется практически неизменной, а содержа-
ние белка в растворе увеличивается на 1%. 
Расчеты были проведены с применением 
программного обеспечения Microsoft Excel.

Гель-размерная хроматография
Результаты ГРХ свидетельствуют о низ-

комолекулярном пептидо-белковом про-
филе водных экстрактов ПЖК. Диапазон 

Таблица 1. Калибровочная таблица для ГРХ
Table 1. Calibration table for size exclusion chromatography

Название пика Vr, мл Vc, мл Vo, мл Kav Молекулярная 
масса, Да

Thyroglobulin 11,17 23,56 8 0,20 670 000

γ-globulin 13,39 23,56 8 0,35 158 000

Ovalbumin 15,13 23,56 8 0,46 44 000

Myoglobin 16,46 23,56 8 0,54 17 000

Vitamin B12 18,79 23,56 8 0,69 1350

Примечания: Vr — объем выхода с колонки пробы, Vc — объем колонки, Vo — «мертвый» объем колонки, Kav 
рассчитывается для каждого известного белка путем подстановки экспериментально определенных значений 
Vo, Vc и Vr в формулу: Kav = (Vr-Vo)/(Vt-Vo).
Notes: Vr is the output volume from the sample column, Vc is the column volume, Vo is the “dead” column volume, Kav 
is calculated for each known protein by substituting experimentally determined values of Vo, Vc and Vr into the formula: 
Kav = (Vr-Vo) / (Vt-Vo).

Рис. 1. Хроматограмма калибровочных стандартов по молекулярной массе для ГРХ.
Fig. 1. Chromatogram of the calibrated standards in terms of molecular mass for size exclusion chromatography.
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представленного распределения выходит за 
рамки разрешающей способности электро-
фореза.

Идентификация по молекулярной мас-
се была проведена с использованием про-
граммного обеспечения ChromLab (Bio-
Rad, США) (рис. 2) и проанализирована 
с помощью Microsoft Excel. В исследован-
ном образце было выделено 5 маркерных 
участков с молекулярными массами, пред-
ставленными в табл. 3.

Данные хроматограммы свидетельству-
ют о большом скоплении белков с массой 
до 3 кДа, что говорит о значительном коли-

честве низкомолекулярных белков и олиго-
пептидов. Доля белков с большими молеку-
лярными массами составляет не более 5%.

ВЭЖХ-МС
В методологической основе протеомного 

анализа (качественного и количественного) 
лежит масс-спектрометрия пептидов, кото-
рая в наши дни активно развивается и со-
вершенствуется [3].

Результатом расшифровки белкового 
профиля фракции из ПЖК и их класси-
фикации стали аннотированные груп-
пы белков, представленные на рис. 3 и 4. 

Таблица 2. Условия масс-спектрометрического детектирования
Table 2. Conditions for mass spectrometric detection

Наименование параметра Значение

Масс-спектрометрический детектор QTOF 6545XT

Режим источника ионизации Dual Agilent Jet Stream Electrospray Ionization (Dual AJS ESI)

Разрешающая способность 60 000

Тип ячейки соударительной диссоциации Ячейка соударительной диссоциации

Энергия ионизации (30±15)%

Детектируемое зарядовое состояние 2-5

Режим сканирования AutoMSMS

Диапазон детектируемых масс 100-2100

Полярность детектируемых ионов Детектирование положительных ионов

Напряжение на распылителе 3,5 кВ

Напряжение фрагментора 175 В

Скорость потока газа-осушителя 13 л/мин

Давление газа на небулайзере 35 psig

Температура распылителя 250 °С

Рис. 2. Гель-размерная хроматография водного р-ра экстракта мускуса кабарги ПЖК.
Fig. 2. Size-exclusion chromatography of the aqueous solution of musk extract obtained from the preputial gland of musk deer.
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ВЭЖХ-МС анализ после ферментативного 
гидролиза трипсином продемонстрировал 
идентификацию большого числа белковых 
компонентов. Полученные данные были 
проанализированы в базе данных UniProt. 
Заслуживает пристального внимания раз-
нообразие функций и биологических ро-
лей выявленных белковых компонентов 
мускуса кабарги. Суммарно из фракции 
ПЖК было идентифицировано 66 белковых 
компонентов различной природы, из кото-
рых 15 на момент анализа считались уста-
ревшими и не были подвергнуты анализу 
ранее.

Приведенные диаграммы демонстрируют 
общие направления функций и процессов 
с привлечением и участием идентифици-
рованных белков. На рис. 3, 4 и в табл. 4 
отображены наиболее яркие представители 
изучаемых профилей с наибольшим индек-
сом сходства.

В классификации по молекулярным 
функциям белковых компонентов из фрак-
ции ПЖК преобладают три направления: 
гидролазы, оксиредуктазы и трансферазы. 
По вовлеченности в биологические процес-
сы преобладают следующие направления: 
биогенез/деградация клеточной стенки, 
транскрипция, деление клеток. Приведен-
ные в табл. 4 результаты составляют лишь 
незначительную часть проанализирован-
ных белковых компонентов, однако они 
являются одними из известных и значимых 
среди них.

Особенно примечательно, что в экс-
трактах из ПЖК был идентифицирован 

предшественник нейропептидов, которые 
являются природными агонистами ноци-
цептинового опиоидного рецептора NOP 
(ORL1). Данный белок носит название пре-
проноцицептин (PNOC) и является пред-
шественником ноцистатина, ноцицептина 
и орфанина FQ2. Первое упоминание о нем 
было опубликовано менее 30 лет назад и 
задает направление будущих исследований 
в отрасль нейрофизиологии [9]. Нейро-
пептид ноцицептин является эндогенным 
лигандом рецептора NOP и индуцирует 
гипералгезию, аллодинию, тревожность  
и депрессию. Его предшественник также 
содержит и другой биологически активный 
пептид, который блокирует ноцицептин-ин-
дуцированные эффекты [11]. Таким об-
разом, идентифицированный предшествен-
ник содержит два пептида, которые играют 
противоположные роли в передаче болевых 
сигналов. Терапевтический потенциал ис-
пользования продуктов созревания PNOC 
демонстрируется и в современных иссле-
дованиях. Так, например, группой зарубеж-
ных ученых был обнаружен бифункцио-
нальный агонист рецепторов NOP и μ-(мю) 
опиоидного рецептора MOP [6]. Низко-
молекулярный лиганд AT-121 рассмат-
ривается как молекула-кандидат к PNOC  
и демонстрирует морфиноподобные 
анальгетические эффекты, при этом не 
вызывая побочных эффектов (депрессия, 
зависимость, гипералгезия). Также в литера-
туре присутствуют многочисленные упо-
минания о вовлеченности данных пептидов  
в процессы стресса, обучения и памяти. 

Таблица 3. Молекулярно-массовое распределение белкового профиля экстракта ПЖК
Table 3. Molecular weight distribution of the protein profile of the preputial glandular extract obtained from musk deer

Номер пика Vr, мл Vc, мл Vo, мл Kav Отн. содержание, % Молекулярная 
масса, кДа

1 18,03 23,56 8 0,64 40,18 2,8

2 18,78 23,56 8 0,69 13,00 1,6

3 18,97 23,56 8 0,71 28,33 1,3

4 19,87 23,56 8 0,76 11,78 0,7

5 21,56 23,56 8 0,87 6,71 0,2
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Рис. 3. Группы белков из экстрактов ПЖК, распределенные по 
молекулярным функциям (использована база белковых данных 
Uniprot).
Fig. 3. Groups of proteins in the preputial glandular extracts of musk 
deer, distributed by their molecular functions (using the Uniprot protein 
database).

Рис. 4. Группы белков из экстрактов ПЖК, распределенные по 
биологическим процессам (использована база белковых данных 
Uniprot).
Fig. 4. Groups of proteins in the preputial glandular extracts of musk 
deer, distributed by their biological processes (using the Uniprot protein 
database).
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Таблица 4. Молекулярно-массовые характеристики некоторых типичных аннотированных белков в составе 
экстракта ПЖК
Table 4. Molecular mass characteristics of some typical annotated proteins in the preputial glandular extracts of musk deer

Номер 
аннотир. 

белка

MS/MS 
Score

Покрытие 
а. п.

Общая 
спектральная 

интенсивность

Мол. масса, 
Да Наименование белка

1 11,54 3,7 - 32 744 LytR family transcriptional regulator

2 10,80 2,3 6,99E+04 52 108 NADH-ubiquinone oxidoreductase 
chain 4

3 9,48 1,9 2,34E+04 84 548 Translation initiation factor IF-2

4 9,19 0,8 2,97E+04 135 077 DNA-directed RNA polymerase 
subunit beta

5 7,45 13,6 2,48E+04 10 762 Prepronociceptin (Fragment)

6 6,35 6,0 2,34E+04 30 018 Abortive infection protein

7 6,34 5,6 0,00E+00 29 241 Class I SAM-dependent 
methyltransferase

8 6,00 11,6 - 17 775 ArsR family transcriptional regulator

9 5,67 0,9 - 97 710 Toll-like receptor 5

10 5,65 4,5 - 22 953 Hyaluronan synthase 2 (Fragment)

11 4,95 5,0 5,08E+03 32 640 Geranyl transferase

12 4,93 10,3 - 46 268 ATP-dependent Clp protease ATP-
binding subunit ClpX

13 4,66 2,2 1,18E+04 39 610

UDP-N-acetylglucosamine--N-
acetylmuramyl-(pentapeptide) 
pyrophosphoryl-undecaprenol 

N-acetylglucosamine transferase

14 4,59 5,3 - 30 488 Stonin 2 (Fragment)

15 4,49 6,1 - 19 822 G protein-coupled receptor family C 
group 5 member C (Fragment)

16 4,21 5,5 7,96E+03 26 728 Cell division protein DivIVA

17 3,78 1,8 1,84E+04 40 830 FAD-binding oxidoreductase

18 3,36 1,5 1,07E+05 50 779 Methylenetetrahydrofolate--tRNA-
(uracil-5-)-methyltransferase TrmFO

19 3,16 7,4 2,14E+04 21 117 Synaptotagmin IV (Fragment)

20 1,89 2,0 6,64E+04 38 816 S-adenosylmethionine:tRNA 
ribosyltransferase-isomerase
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Известна роль ноцицептина в данных про-
цессах с выраженным акцентом на вовле-
ченность системы NOP рецепторов в ши-
зофрении [7]. Таким образом, дальнейшее 
изучение данных пептидов представляется 
интересным с точки зрения поиска эффек-
тивных терапевтических агентов в аналь-
гезии, инициации процессов обучения 
и памяти, а также лечения злоупотребления 
опиоидами.

Выводы
В статье представлены данные протеом-

ного анализа нативной ткани и лиофилиза-
тов мускуса кабарги. Методом гель-размер-
ной хроматографии получены данные по 
белковому профилированию и молекуляр-
но-массовому распределению белков в экс-
трактах ПЖК в денатурирующих условиях.

С применением метода Брэдфорда уста-
новлено содержание общего водораствори-
мого белка в испытуемых экстрактах, выяв-
лено влияние добавок детергента и условий 
экстрагирования на общий уровень белка 
в лиофилизатах. Максимальное содержа-
ние белка достигается в условиях с детер-
гентами и составляет 10 масс.%.

Методом ВЭЖХ-МС ВР подвергнутых 
ферментативному гидролизу проб экс-
трактов идентифицированы обширные 
и представительные группы белков, харак-
теризующие особенности широкого спек-
тра биологической активности изучаемых 
объектов. Идентификация наиболее зна-
чимых (мажорных и минорных) белковых 
компонентов в экстрактах изучаемых 
объектов проведена в соответствии с ал-

горитмом поисковой программы Spectrum 
Mill MS Proteomics Workbench и белковой 
базой данных Uniprot.

В результате интерпретации белково-
го состава изучаемых экстрактов препу-
циальной железы кабарги сибирской все 
обнаруженные белки кластеризованы по 
молекулярным и биологическим функци-
ям. Отображены связи идентифицирован-
ных белков с возможными механизмами 
биологического действия и мишенями, на 
которые могут оказывать воздействие бел-
ковые компоненты изучаемых объектов. По 
результатам исследования сделаны выводы 
о многокомпонентности белкового состава 
экстрактов ПЖК, предложены маркерные 
белковые компоненты в составе изучаемых 
экстрактов и указаны возможные взаимо-
связи обнаруженных белков в составе экс-
трактов с биологическими эффектами. Осо-
бый интерес представляет группа белков 
и пептидов семейства препроноцицептина 
(PNOC), выступающего предшественником 
ряда эндогенных нейропептидов: ноциста-
тина, ноцицептина, орфанина FQ2 и других 
регуляторных пептидов. Перспективными 
нейропептидами с выраженным спектром 
описанной в литературе биологической ак-
тивности являются ноцицептин-подобные 
пептиды, тропные к рецептору ORL1. Так, 
сам ноцицептин индуцирует гипералгезию, 
аллодинию, тревожность и депрессию. 
Предшественники и пептидо-миметики 
ноцицептина также имеют выраженные но-
цицептин-индуцированные эффекты. Сум-
марно в экстракте ПЖК идентифицировано 
66 аннотированных белков.
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Type 2 diabetes is a major metabolic disorder that leads over time to serious complications. Tight glycemic 
control is considered to be an essential strategy for preventing diabetes-related complications. However, 
randomized clinical trials accrued over last decades have demonstrated no significant benefit of glycemic 
control in terms of decreasing micro- and macrovascular complications, except for a 15% reduction in the 
risk of nonfatal myocardial infarction. Emerging evidence suggests that vascular complications of diabetes 
correlate with a dysregulation of the angiogenic response governed by hypoxia-inducible transcription 
factor 1 (HIF-1) and succinate receptor 1 (SUCNR1). Type 2 diabetes affects HIF-1 activity at several 
levels, including HIF-1α subunit transcription, mRNA translation into the HIF-1α protein, degradation of 
the HIF-1α protein and binding of the HIF-1α protein to co-activators, which eventually results in a dys-
regulation of the adaptive angiogenic response to hypoxia. Both hyperglycemia and insulin resistance are 
involved in these impairments. Diabetes affects SUCNR1 signaling in a tissue-specific manner. A cross-talk 
between HIF-1 and SUCNR1 signaling explains, at least partially, paradoxical tissue-specific changes in 
the angiogenesis in diabetic microvascular complications, an excessive formation of blood vessels in the 
retina and a deficiency in small blood vessels in peripheral tissues, such as the skin. As a conclusion, tar-
geting HIF-1 and SUCNR1 signaling seems to represent a novel promising approach for the prevention and 
treatment of diabetes-related vascular complications. 
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Диабет 2 типа является основным метаболическим заболеванием, которое со временем приводит к се-
рьезным осложнениям. Жесткий контроль уровней глюкозы в крови считается важной мерой, поз-
воляющей предотвратить осложнения диабета. Однако рандомизированные клинические испытания, 
проведенные за последние десятилетия, не выявили существенной пользы гликемического контроля 
для предотвращения микро- и макрососудистых осложнений диабета, за исключением снижения рис-
ка нефатального инфаркта миокарда на 15%. В то же время появляются данные, что существует корре-
ляция между возникновением сосудистых осложнений сахарного диабета и нарушениями в регуляции 
ангиогенеза управляемой индуцируемым гипоксией фактором 1 (HIF-1) и сукцинатным рецептором 1 
(SUCNR1). Диабет 2 типа влияет на активность HIF-1 на нескольких уровнях, включая транскрипцию 
субъединицы HIF-1α, трансляцию мРНК в белок HIF-1α, деградацию белка HIF-1α и связывание белка 
HIF-1α с коактиваторами, что в итоге приводит к нарушению адаптивного ангиогенного ответа на 
гипоксию. Гипергликемия и инсулиновая резистентность участвуют в этих нарушениях. Кроме того, 
диабет влияет на передачу сигналов сукцинатного рецептора 1 тканеспецифическим образом. Пере-
крестное взаимодействие между HIF-1 и SUCNR1 объясняет, по крайней мере частично, парадоксаль-
ные тканеспецифические изменения ангиогенеза при диабетических микрососудистых осложнениях, 
а именно чрезмерное образование кровеносных сосудов в сетчатке и дефицит мелких кровеносных 
сосудов в периферических тканях, таких как кожа. В заключение, терапевтическое воздействие на сиг-
нальные системы HIF-1 и SUCNR1 может стать новым многообещающим подходом к профилактике и 
лечению сосудистых осложнений диабета 2 типа. 

Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа, гипергликемия, инсулин, индуцируемый гипоксией фак-
тор 1 (HIF-1), сукцинатный рецептор 1 (SUCNR1), микрососудистые осложнения, макрососудистые 
осложнения
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Introduction
Diabetes mellitus (DM) is a major metabolic 

disorder with a global prevalence of 8.5% [1]. 
Type 1 diabetes and type 2 diabetes are the 
two chronic forms of DM, formerly known as 
insulin-dependent and non-insulin-dependent 
diabetes mellitus, respectively. Type 2 diabetes 
accounts for approximately 90% of all dia-
betes cases and leads over time to serious com-
plications. In 1993, the Diabetes Control and 
Complications Trial demonstrated the benefit 
of tight glycemic control for delaying the onset 

and slowing the progression of diabetic retino-
pathy, nephropathy, and neuropathy, as well as 
for reducing the risk of macrovascular diseases 
in patients suffering from type 1 diabetes [2]. 
In 1998, the UK Prospective Diabetes Study 
Group showed that intensive blood-glucose 
control could substantially decrease the risk of 
microvascular complications, rather than mac-
rovascular diseases, in patients with type 2 dia-
betes [3]. Practice guideline recommendations 
and clinical care standards have since focused 
on achieving tight glycemic control to prevent 
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complications in patients with both type 1 and 
type 2 diabetes. Contrary to the emerged con-
sensus, findings from the ACCORD random-
ised trial (n=10,251) have demonstrated that 
intensive glucose lowering therapy does not 
reduce the risk of advanced measures of mi-
crovascular outcomes [4], nor does it reduce 
major cardiovascular events, while resulting 
in increased mortality [5]. Evidence from ran-
domized clinical trials accrued over last dec-
ades and recent meta-analyses has led to scep-
ticism about the value of tight glycemic control 
for the prevention of complications in patients 
with type 2 diabetes, since no significant bene-
fit of such a therapy has been shown in terms 
of patient-important micro- and macrovascular 
outcomes, with the exception of a 15% reduc-
tion in the risk of nonfatal myocardial infarc-
tion [6]. These findings spur the need to ex-
plore other factors beyong glycemic control in 
order to discover new therapeutic approaches 
for the prevention of vascular complications 
caused by type 2 diabetes. 

An impaired adaptive response to hypoxia is 
a key pathological characteristic of type 2 dia-
betes. In general, the adaptive response is me-
diated by signaling of two oxygen sensors, i.e. 
hypoxia-inducible transcription factors (HIFs) 
and succinate receptor 1 (SUCNR1). Growing 
evidence suggests that type 2 diabetes results 
in dysregulation of HIFs and SUCNR1 sig-
naling. It may contribute to vascular complic-
ations, given that the angiogenic response is 
an essential part of HIFs and SUCNR1 action. 
This review summarizes the role and regula-
tion of hypoxia-inducible transcription factors 
and SUCNR1 in type 2 diabetes, as well as the 
vascular complications thereof. 

Hypoxia-inducible transcription factors
Hypoxia-inducible transcription factors 

were originally discovered as oxygen sensors 
that play key roles in the transcriptional re-
sponse to hypoxia [7, 8]. HIFs are heterodi-
meric proteins consisting of a unique O2-reg-
ulated alpha subunit (HIF-1α, HIF-2α or 

HIF-3α) and an oxygen-independent HIF-1β 
subunit. HIF-1α is ubiquitously expressed in 
the body, whereas expression of a structur-
ally similar HIF-2α is restricted to certain cell 
types, mainly endothelial and epithelial cells, 
as well as neurons [9, 10]. There is a consensus 
that HIF-1 and HIF-2 are activators of the tran-
scriptional response to hypoxia, while HIF-3 
is generally viewed as a negative regulator of 
HIF-1/HIF-2 activity [11]. The most know-
ledge about the roles of HIFs in adaption to 
hypoxia was obtained from studies on HIF-1. 
Upon activation, HIF-1 directly regulates the 
expression of more than 1,000 human genes 
in a cell type-specific manner [12, 13]. In par-
ticular, HIF-1 activates expression of genes 
encoding glucose transporters 1 (GLUT1) and 
3 (GLUT3) and virtually all glycolytic en-
zymes to provide a metabolic shift from ox-
idative phosphorylation towards glycolysis. 
In addition, HIF-1 upregulates expression of 
a set of angiogenic factors, mainly vascular 
endothelium growth factor (VEGF), as well as 
receptors and signaling molecules involved in 
angiogenesis, vascular remodeling and vascu-
lar response (Table 1). Therefore, HIF-1 plays 
a key role in vascularization of body tissues, 
and its dysregulation may lead to vascular 
complications in type 2 diabetes. 

Regulation of HIF-1 activity
HIF-1 activity is controlled by a steady-state 

level of the HIF-1α protein through a tight reg-
ulation of the balance between its synthesis 
and degradation. Insulin stimulates HIF-1α 
synthesis via activation of the canonical phos-
phatidylinositol-3-kinase PI3K/AKT/mTOR 
signaling pathway that increases the rate of 
HIF-1α mRNA translation into the HIF-1α 
protein [25, 26, 27]. Certain cytokines and 
growth factors, including insulin-like growth 
factor 1 (IGF-1) and 2 (IGF-2) [28, 29], in-
crease HIF-1α synthesis in a manner similar to 
that for insulin [30]. 

HIF-1α degradation is a key process in the 
regulation of the cellular response to hypoxia. 
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Under normoxia, hydroxylation of HIF-1α at 
one or two proline residues with 4-prolyl hy-
droxylases (PHDs) triggers ubiquitination and 
a rapid proteasomal degradation of the HIF-1α 
protein. The degradation is rapid, with a half-
life of HIF-1α being less than 5 min at 21% 
O2 in well-oxygenated cells [31]. 4-Prolyl hy-
droxylases act as oxygen sensors, since their 
activity directly depend on oxygen concentra-
tions. All three isoforms — PHD1, PHD2 and 
PHD3 — utilize O2 and 2-oxoglutarate, the 
metabolite of the citric acid cycle, as substrates 
with the Km values of 230-250 µM and 55-
60 µM, respectively [32]. Since the Km values 
for O2 are slightly above the atmospheric con-
centration of O2 (about 200 μM), even a small 
shift to hypoxia dicreases the activity of PHDs 
and slows the rate of HIF-1α degradation. 
Accumulated HIF-1α dimerizes with HIF-1β, 
binds to the hypoxia response element (HRE), 
recruits the transcriptional co-activators p300/
CBP and activates the transcription of target 
genes [33, 15]. In parallel, hypoxia unlocks 
the HIF-1α/p300 interaction via downreguling 

HIF-1α protein hydroxylation at the aspar-
agine residue with a factor inhibiting HIF-1 
(FIH-1) [34, 35].

Among the three isoforms of 4-prolyl hy-
droxylases, PHD2 is the major negative reg-
ulator for HIF-1α and the most abundant 
isoform in normoxic cells [36]. PHD2 is the 
major negative regulator for VEGF [37] and 
the most potent inhibitor of vascular growth in 
tissues [38]. Therefore, PHD2 is considered to 
be a promising target for therapeutic interven-
tions, and several PHD2 antagonists are cur-
rently under development as drug candidates. 

Succinate and fumarate — intermediates 
of the citric acid cycle — are metabolic 
inhibitors of 4-prolyl hydroxylases [39]. 
The half-maximal inhibitory concentrations 
(IC50) values for succinate- and fumarate-in-
duced inhibition of 4-prolyl hydroxylases in 
comparison with Km values for 2-oxoglutar-
ate are presented in Table 2. 

Fumarate is a competitive inhibitor of 4-pro-
lyl hydroxylases due to its structural similarity 
with 2-oxoglutarate. The fumarate IC50 value 

Table 1. Examples of HIF-1 target genes encoding angiogenic factors
Таблица 1. Примеры генов-мишеней HIF-1, кодирующих факторы ангиогенеза

Encoding protein Gene Refs

Adrenomedullin ADM [14][15]

Angiopoietin 1 ANGPT1 [16] [17] 

Angiopoietin 2 ANGPT2 [17] [18] 

Apelin APLN [19] 

Endothelin 1 EDN1 [20] [21] 

Placental growth factor PGF [17] 

Platelet-derived growth factor B PDGFB [17] 

Vascular endothelial growth factor VEGF [22] 

VEGF receptor 1 FLT1 [23] [24] 

Table 2. IC50 values for inhibition of 4-prolyl hydroxylases with succinate and fumarate
Таблица 2. Значения IC50 для ингибирования 4-пролилгидроксилаз с сукцинатом и фумаратом

4-Prolyl hydroxylase
IC50, µM Km, µM

Succinate [39] Fumarate [39] 2-Oxoglutarate [32]

PHD1 830 120 60 

PHD2 510 80 60 

PHD3 570 60 55 
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for PHD2 inhibition is close to Km values for 
2-oxoglutarate, suggesting that fumarate can 
prevent a PHD2-induced degradation of the 
HIF-1α protein and may play a role in the reg-
ulation of HIF-1 activity under physiologically 
relevant conditions. 

Succinate is characterized by a much weaker 
inhibiting activity compared to fumarate, with 
its IC50 values of > 500 µM being distinct 
from its range of physiological concentrations. 
For the reference, succinate levels in human 
plasma vary from 1 to 9 µM at rest and in-
crease up to 125 µM under hypoxic conditions 
(treadmill running or breath-hold diving) [40, 
41]. Therefore, succinate plays a role in the in-
hibition of HIF-1α degradation only in cases 
of severe ischemia, when succinate levels can 
rise up to millimolar values [42]. 

Succinate receptor 1 
Succinate receptor 1 (SUCNR1) is an altern-

ative oxygen sensor that triggers an angiogenic 
response to hypoxia. SUCNR1 is a member of 
the rhodopsin-like G protein-coupled receptor 
family (GPCRs) [43]. It was discovered in 
2001 as a GPR91 receptor and was initially 
viewed as a new purinergic receptor due to its 
similarity with such molecules [44]. Later, the 
receptor was established to be highly specific 
towards succinate [45], subsequently being 
re-named as succinate receptor 1. Half-max-
imum potency (EC50) values for the succin-
ate-induced SUCNR1 activation vary within 
the 17-56 μM range, depending on the type of 
cells transfected with human SUCNR1 and as-
say methods [45, 46, 47]. The EC50 value for 
succinate in the SUCNR1-mediated calcium 
mobilization is at least by one-order lower 
compared to that for such intermediates of 
the citric acid cycle as oxaloacetate (171 μM), 
L-malate (207 μM), 2-oxoglutarate (7.3 mM) 
and fumarate (>1 mM) [45, 48]. Upon bind-
ing, succinate triggers the activation of the 
SUCNR1/MAPK/ERK signaling pathway, 
calcium mobilization and the Gi protein-me-
diated inhibition of cAMP production [43]. 

Under hypoxia, when succinate concentrations 
rise, the SUCNR1 receptor triggers angiogen-
esis in a way alternative to HIF-1. The succin-
ate/SUCNR1 signaling pathway upregulates 
the expression of VEGF, angiopoietins 1 and 
2, as well as other angiogenic genes in a tis-
sue-specific manner, which results in re-vascu-
larization of hypoxic tissues [49]. Therefore, 
dysregulation of SUCNR1 signaling may lead 
to vascular complications of type 2 diabetes. 

SUCNR1 expression in murine tissues was 
originally considered to be limited to the kid-
ney, liver, spleen and small intestine [45]. 
However, later studies have shown SUCNR1 
to be ubiquitously expressed, although its 
amount varying greatly between types of 
cells. The highest expression of SUCNR1 
mRNA and protein was observed in the peri-
pheral white adipose tissue and the kidney, 
followed by organs of various functional 
systems including the respiratory, urinary, di-
gestive, reproductive, central and peripheral 
nervous systems [50, 51]. At the organ level, 
SUCNR1 expression is cell-specific. In the 
kidney, SUCNR1 localizes to the renal vascu-
lar lumen, in particular the afferent arteriole 
and the glomerular vasculature, as well as in 
the luminal membrane of multiple segments 
of the renal tubules [52, 46]. In the liver, 
SUCNR1 is exclusively expressed in quies-
cent hepatic stellate cells [53]. In the heart, 
SUCNR1 expression is low [51], while some 
studies have demonstrated that SUCNR1 
is expressed in the ventricular cardiomyo-
cytes, mainly in the sarcolemma membrane 
and T-tubules [54, 55, 56]. In the retina, 
SUCNR1 is predominantly expressed in the 
cell bodies of the retinal ganglion cell layer 
[57]. In the brain, SUCNR1 is expressed in 
cortical neurons, astrocytes [49], and neural 
stem cells [58]. SUNCR1 plays a key role 
in haematopoiesis. Stimulation of SUCNR1 
on hematopoietic progenitor cells (HPC) of 
the bone marrow induces the proliferation of 
erythroid and megakaryocyte progenitor cells 
[59]. SUCNR1 is expressed in human plate-
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lets [60], dendritic cells, [61], T lymphocytes 
(CD4+ and CD8+) and B (CD19+) cells [62].

Diabetes affects an adaptive angiogenic re-
sponse to hypoxia

VEGF is the major angiogenic factor that 
mediates the HIF-1- and SUCNR1-induced 
adaptive response to hypoxia. VEGF induces 
vascular permeability and drives the prolifera-
tion and migration of vascular endothelial cells 
[63]. In 2002, Chou et al discovered that dia-
betes affects the VEGF-mediated angiogenesis 
in microvascular and cardiac tissues in an op-
posite manner [64]. The expression of mRNA 
and protein for VEGF and its receptors in dia-
betic rats was as twice as low in the myocar-
dium, while being as twice as high in the retina 
and glomeruli [64]. The differential regulation 
function of VEGF has since been shown for 
other diabetic tissues. 

1. Cardiovascular complications of diabetes
Cardiovascular complications of diabetes 

mellitus are the leading causes of diabetes-re-
lated morbidity and mortality [65]. Growing 
evidence suggests that coronary vessel an-
omalities correlate with a reduced HIF-1 and 
VEGF signaling in the diabetic heart. In the 
coronary circulation, impaired collateral ves-
sel formation has been demonstrated in the 
hearts of patients with diabetes [66, 67, 68]. 
A two-fold decrease in the VEGF mRNA and 
VEGF receptor 2 (VEGFR-2) mRNA levels 
was observed in cardiac samples from patients 
with type 1 and 2 diabetes compared to non-
diabetic donors [64]. Ventricular biopsy spe-
cimens from type 2 diabetic patients showed 
a decrease in the HIF-1α and VEGF levels in 
comparison with a non-diabetic control group 
[69]. Animal experiments have demonstrated 
that the HIF-1α reduction in ventricular cardi-
omyocytes leads to a significant reduction of 
vessel counts in the myocardium compared 
with controls [70], and that such an altered 
HIF-1 signaling coincides with the left and 
right coronary artery anomalies [71]. Collect-
ively, these findings indicate that a reduction 

in HIF-1/VEGF signaling in the diabetic heart 
correlates with cardiovascular complications 
and seems to underlie a diminished adaptive 
response to hypoxia. The mechanisms be-
hind the HIF-1α cardiac reduction in diabetes 
have been found to be of metabolic origin and 
driven by increased fatty acids [72] and hyper-
glycemia [73]. 

2. Diabetic nephropathy 
Diabetic nephropathy (DN) is a leading 

cause of end-stage renal disease that accounts 
for the increased mortality rate in type 1 and 
type 2 diabetes [74, 75]. Hypoxia represents 
an early event in the development and progres-
sion of DN. HIF-1 has been shown to medi-
ate the metabolic responses to renal hypoxia 
[76]. Renal expression of the HIF-1 target 
genes, VEGF and its receptors was up-reg-
ulated in experimental animals and patients 
with type 1 and type 2 diabetes, especially 
early in the course of diabetes [77]. Hyper-
glycemia upregulates HIF-1α transcription in 
the glomeruli of diabetic model mice through 
a glucose-responsive carbohydrate-responsive 
element-binding protein (ChREBP) [78, 79]. 
It still remains controversial whether HIF-1 
activation exerts a beneficial or harmful role 
in the development of diabetic nephropathy 
[80]. Evidence suggests that activation of HIF-
1 may even prevent diabetic nephropathy [81, 
82], whereas impairement of HIF-1 signaling 
accelerates progression of kidney disease [83]. 
A short, but not prolonged, therapeutic activ-
ation of HIF-1 has been proposed as a prom-
ising protective approach to the treatment of 
kidney disease in patients with diabetes [76]. 

3. Diabetic retinopathy 
Diabetic retinopathy remains a leading 

cause of blindness in persons with diabetes 
[84]. VEGF upregulation has been considered 
to be a major cause of retinal neovasculariza-
tion and vascular leakage that lead to the pro-
gression of proliferative diabetic retinopathy 
(PDR) and diabetic macular edema (DME) 
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[85, 86]. The reduction of VEGF in diabetic 
retina is believed to be an effective therapy 
against DME and PDR. In line with this, mul-
tiple anti-VEGF drugs are widely used as the 
first line of treatment [87]. The increase of 
HIF-1α correlates temporally and spatially 
with increased retinal VEGF levels in hypoxic 
retina [88]. However, SUCNR1-dependent, 
rather than HIF-1 dependent, VEGF produc-
tion is considered to be the major cause of 
proliferative diabetic retinopathy. SUCNR1 
is predominately expressed in retinal ganglion 
cells, with its activation triggering the release 
of pro-angiogenic factors, such as VEGF and 
angiopoietins [57]. Succinate levels rise re-
gionally in retina in response to hypergly-
cemia. Mean succinate concentrations in the 
vitreous fluid of patients with proliferative 
diabetic retinopathy were 1.7-fold higher than 
those in non-diabetic control groups [89]. A 
local rise in retinal succinate triggers VEGF 
expression through the SUCNR1/ERK1,2/
EBP β (c-Fos) and ERK1/2-COX-2/PGE2 
signaling pathways [90, 91]. The inhibition 
of retinal SUCNR1 signaling prevents a high 
glucose-induced VEGF protein production 
[90], identifying SUCNR1 as a promising tar-
get in the treatment of proliferative diabetic 
retinopathy. 

4. Diabetic foot ulceration
Diabetic foot ulceration (DFU) is a chronic 

major complication of diabetes mellitus char-
acterized by impaired wound healing that 
frequently leads to the lower limb amputa-
tions [92]. Hypoxia is an essential feature of 
a wound, thus being a critical stimulus for 
normal wound healing [93]. Transcutaneous 
oxygen tension has been shown to be predict-
ive of ulcer healing in patients with diabetes 
and chronic foot ulcers [94]. Emerging evid-
ence suggests that impaired cellular response 
to hypoxia is a causative factor for delayed 
wound healing in diabetic patients. Biopsy 
specimens from patients with DFU demon-
strated lower HIF-1α protein levels in com-

parison with those from patients with chronic 
venous ulcers [95]. Fibroblasts from the 
dermis of diabetic db/db mice exhibited a sev-
en-fold decrease in the basal VEGF production 
(P < 0.001) compared to wild-type fibroblasts, 
thus having lost responsiveness to hypoxia 
[96]. Markedly lower levels of VEGF expres-
sion in the skin were found in streptozotocin 
(STZ)-induced mice and db/db mice following 
cutaneous ischemia compared to wild-type 
mice [97]. Dermal fibroblasts from patients 
with type 2 diabetes demonstrated a two-fold 
decrease in the production of VEGF protein 
in respose to hypoxia (0.5% O2) compared to 
age-matched nondiabetic control, which effect 
was linked to hyperglycemia [97, 98]. Hyper-
glycemia is believed to be central to the repres-
sion of HIF-1 signaling in diabetic wounds. In 
vitro studies in primary human dermal fibro-
blasts and endothelial cells, as well as in db/db 
mouse primary fibroblasts [99], have demon-
strated hyperglycemia to destabilize HIF-1α 
protein and down-regulate the transcription 
of several HIF-1 target genes essential for 
wound healing, including heat shock protein 
90, VEGF-A, VEGF-R1, stromal cell-derived 
factor (SDF)-1α and stromal cell factor (SCF) 
[99]. Non-selective inhibitors of 4-prolyl hy-
droxylases counteract the hyperglycemia-in-
duced repressive effect on HIF-1 functions 
and improve wound healing in db/db mice 
[99]. PHD2 silencing improves diabetic mur-
ine wound closure [100]. The molecular basis 
for the repression of HIF-1 signaling under 
hyperglycemia is still debated. The glyoxalase 
1 (GLO1) substrate methylglyoxal was shown 
to modify HIF-1α and co-activator p300 under 
hyperglycemia, hampering its interaction crit-
ical for the activation of transcription of HIF-1 
target genes [101, 97]. 

Mechanisms underlying diabetes-
induced impairment of the adaptive 
response to hypoxia 

The aforepresented data demonstrate the 
dysregulation of HIF-1 and SUCNR1 signal-
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ing to correlate with both an impaired adaptive 
response to hypoxia and vascular complica-
tions in type 2 diabetes. Reduced HIF-1 levels 
are a major factor in vascular complications in 
type 2 diabetes, with the exception of prolifer-
ative diabetic retinopathy caused by SUCNR1 
overactivity. 

Type 2 diabetes affects HIF-1 signaling at 
least at five regulatory points (Figure). 

Hyperglycemia upregulates HIF-1α tran-
scription through the glucose-responsive car-

bohydrate- responsive element-binding pro-
tein (ChREBP) [78, 79], but destabilizes the 
HIF-1α protein under hypoxia [95, 99]. This 
destabilizing effect is mediated by methyl-
gyoxal, a highly reactive metabolite of spon-
taneous decomposition of triose phosphate 
intermediates in glycolysis, which levels in-
crease under hyperglycemia [73]. Addition-
ally, methylglyoxal modifies the arginine and 
lysine residues in proteins involved in HIF-1 
signaling, such as HIF-1α and co-activator 

Fig. Type 2 diabetes affects the HIF-1-mediated angiogenic response to hypoxia.
Under hypoxic conditions, the HIF-1α protein accumulates, dimerizes with HIF-1β, recruits co-activators p300/CBP and 
binds to hypoxia response elements (HREs) to activate the transcription of target genes encoding angiogenic factors. 
Type 2 diabetes affects the HIF-1-mediated angiogenic response at least at five levels. Red circles indicate regulatory 
points at which HIF-1 signaling is affected by type 2 diabetes. ① — Hyperglycemia upregulates transcription of HIF-
1α mRNA; ②,③ — Methylglyoxal/hyperglycemia downregulates transcription of HIF-1 target genes, preventing 
HIF-1α/HIF-1β and HIF-1α/p300 interactions within the transcription complex; ④ — Methylglyoxal/hyperglycemia 
downregulates HIF-1α accumulation, promoting degradation of HIF-1α protein; ⑤ — Insulin resistance presumably 
downregulates HIF-1α protein synthesis, affecting the insulin-stimulated translation of HIF-1α mRNA to protein.
Рис. Диабет 2 типа влияет на ангиогенный ответ на гипоксию опосредованный HIF-1. 
В условиях гипоксии белок HIF-1α накапливается, образует димер с HIF-1β, рекрутирует ко-активаторы 
p300 / CBP и связывается с HIF-чувствительными элементами в промоторах (HRE) и, так, активирует транс-
крипции генов-мишеней, кодирующих факторы ангиогенеза. Диабет 2 типа влияет на HIF-1-опосредованный 
ангиогенный ответ, по меньшей мере, на пяти уровнях. Красным отмечены регуляторные точки, в которых 
диабет 2 типа влияет на передачу сигналов HIF-1. ① — Гипергликемия активирует транскрипцию мРНК HIF-
1α субъединицы. ②, ③ — Метилглиоксаль / гипергликемия подавляют транскрипцию генов-мишеней HIF-1, 
предотвращая взаимодействия между HIF-1α / HIF-1β и HIF-1α / p300 в транскрипционном комплексе. ④ — 
Метилглиоксаль / гипергликемия способствуют деградации белка HIF-1α и, так, подавляют накопление HIF-1α 
при гипоксии. ⑤ — Инсулиновая резистентность подавляет синтез белка HIF-1α, влияя на стимулированный 
инсулином процесс трансляции мРНК HIF-1α.
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p300, which results in hampering interactions 
between HIF-1α, HIF-1β and p300 within the 
transcription complex and inhibiting activa-
tion of the transcription of HIF-1 target genes 
[101, 97]. 

Insulin resistance is a hallmark of type 2 dia-
betes. The Consensus Development Confer-
ence on Insulin Resistance has defined insulin 
resistance as an impaired biological response 
to insulin, which should not be confined solely 
to glucose metabolism parameters, but should 
apply to all biological actions of insulin [102]. 
Previous studies have demonstrated that in-
sulin directly upregulates HIF-1α protein syn-
thesis, leading to HIF-1α accumulation even 
under normoxic conditions [25, 26, 27]. How-
ever, the effect of insulin resistance on HIF-1α 
protein synthesis in type 2 diabetes is yet to be 
revealed. It seems likely that insulin resistance 
can downregulate HIF-1α protein synthesis. In 
this context, insulin resistance and hypergly-
cemia, acting as pathologic factors in type 2 
diabetes, will both lead to a reduction in HIF-
1α protein, although by two different mechan-
isms. Hyperglycemia affects HIF-1α degrad-
ation, while insulin resistance is likely affect 
HIF-1α protein synthesis. The undervalued 
role of insulin resistance in HIF-1-mediated 
angiogenic response seems to explain why 
tight glycemic control alone is not sufficient 
for the prevention of vascular complications in 
type 2 diabetes.

Succinate deficiency caused by a switch to 
free fatty acid metabolism has been shown to 
be an alternative factor behind the HIF-1α re-
duction in diabetic hearts, in view that succin-
ate can promote HIF-1α accumulation through 
inhibition of regulatory 4-prolyl hydroxylases 
(Table 2) [72]. 

Conclusion and prospects
In general, a tissue-specific dysregulation 

of the HIF-1-mediated angiogenic response to 
hypoxia correlates with micro- and macrovas-
cular complications of type 2 diabetes. The 
retina-specific overactivation of succinate/
SUCNR1 signaling explains, at least partially, 
paradoxical tissue-specific changes in the an-
giogenesis in diabetic microvascular complic-
ations, an excessive formation of premature 
blood vessels in the retina and a deficiency in 
the formation of small blood vessels in peri-
pheral tissues, such as the skin. 

Although current research is mainly focused 
on the role of hyperglycemia in the vascular 
complications of diabetes, hyperglycemia 
seems to be not the sole factor causal to dysreg-
ulation of HIF-1 signaling in type 2 diabetes. 
There is strong evidence that insulin directly 
upregulates HIF-1α protein synthesis. There-
fore, local insulin resistance might downregu-
late the HIF-1-mediated response to hypoxia, 
thus contributing to the development of vas-
cular complications in type 2 diabetes. This 
seems to explain, at least partially, recent find-
ings that have showen no significant benefit of 
tight glucose control in terms of patient-im-
portant micro- and macrovascular outcomes, 
with the exception of a 15% reduction in the 
relative risk of nonfatal myocardial infarction 
[6]. Future research should aim at veryfying 
the hypothesis about the role of insulin resist-
ance in the HIF-1 related angiogenic response 
in type 2 diabetes. 

In addition, the improvement of insulin 
receptor signaling at target hypoxic regions 
seems to be a novel promising approach to the 
treatment of vascular complications caused by 
type 2 diabetes. 
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НЕЙРОПРОТЕКТОРНАЯ АКТИВНОСТЬ АГОНИСТА АЛЬФА-2 
АДРЕНОРЕЦЕПТОРОВ МАФЕДИНА НА МОДЕЛИ  

ЧЕРЕПНО-МОЗГОВОЙ ТРАВМЫ У КРЫС
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Оценена нейропротекторная активность агониста альфа-2 адренорецепторов 6-оксо-1- 
фенил-2-(фениламино)-1,6-дигидропиримидин-4-олята натрия (мафедина) в дозах 2,5 и 5 мг/кг на 
модели черепно-мозговой травмы у крыс. Изучено влияние мафедина на поведение и двигатель-
ную функцию травмированных животных в тестах «Стимулирование конечностей», «Открытое 
поле», «Приподнятый крестообразный лабиринт», «Цилиндр», «Сужающаяся дорожка» и Staircase. 
Проведен морфометрический анализ объемов повреждения головного мозга крыс на 7 сутки по-
сле ЧМТ на фоне недельного введения изучаемого соединения, а также анализ белкового состава 
спинномозговой жидкости экспериментальных животных. Оценку эффектов мафедина проводили в 
сравнении с клонидином и на фоне йохимбина. Введение мафедина крысам в дозе 2,5 мг/кг спустя 
час после ЧМТ и в течение последующих 6 дней приводило к увеличению их общей двигательной 
активности, улучшению функции передних и задних конечностей без негативного влияния на пове-
денческие показатели. Изучаемое соединение не влияло на белковый состав СМЖ травмированных 
крыс, однако у данных животных наблюдалось уменьшение объема повреждения головного мозга 
на 7 день после травмы и снижение выраженности воспалительных процессов в области поврежде-
ния. В сравнении с клонидином при данном режиме введения мафедин был более эффективным 
в большинстве тестов. Йохимбин отменял большую часть положительных эффектов изучаемого 
соединения, что позволяет говорить о том, что в положительном эффекте последнего принимают 
участие альфа-2 адренорецепторы.
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STUDY OF THE NEUROPROTECTIVE ACTIVITY OF MAFEDINE, 
AN ALPHA-2 ADRENERGIC RECEPTOR AGONIST, BY MODELING 
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In this study, the neuroprotective activity of alpha-2 adrenergic receptor agonist (6-oxo-1-phenyl-2- 
(phenylamino)-1,6-dihydropyrimidine-4-sodium olate) (mafedine) at the doses of 2.5 and 5 mg/kg was 
estimated by modelling a traumatic brain injury in rats. The effect of mafedine on rat behaviour and their 
motor activity was also assessed following such conventional tests as limb placing, open field, elevated 
plus maze, cylinder, beam walking and staircase. A morphological analysis of the amount of brain damage 
in the experimental animals was carried out on the 7th day following injury. In addition, the protein com-
position of the cerebrospinal fluid was investigated. The effects of mafedine were assessed in a comparative 
perspective with clonidine. The administration of mafedine at a dose of 2.5 mg/kg to rats after brain trauma 
is shown to lead to an increase in their overall motor activity and an improvement of fore- and hindlimb 
motor function without any negative behavioural effects. The studied compound is established to have no 
effect on the protein composition of the cerebrospinal fluid; however, it decreased the overall size of the 
damaged area by the 7th day after injury. Moreover, mafedine is shown to decrease the intensity of inflam-
mation processes in the damaged area in rats with traumatic brain injuries. In comparison with clonidine, 
mafedine demonstrated a higher efficacy in most of the tests. Yohimbine abolished most of the beneficial 
effects of mafedine; therefore, the positive effects of mafedine are likely to be related to its action on al-
pha-2 adrenergic receptors. 
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Введение
Черепно-мозговая травма (ЧМТ) являет-

ся одной из ведущих причин смертности 
и стойкой утраты нетрудоспособности на-
селения как в РФ, так и за рубежом. По-
следствиями травматического повреждения 
мозга являются двигательные нарушения, 
ухудшение запоминания / потеря памя-
ти, аффективные расстройства, снижение  

работоспособности, эпилепсия и др. нару-
шения [20].

Определенные перспективы в лечении 
ЧМТ могут быть связаны с использова-
нием агонистов альфа-2 адренорецепто-
ров, которые начиная с 70-х годов про-
шлого столетия в основном применяли 
как антигипертензивные средства. Кро-
ме того, у этих препаратов обнаружены  
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седативные, анальгетические и противотре-
вожные свойства [11]. Позже ряд исследо-
ваний продемонстрировал, что в условиях 
эксперимента агонисты альфа-2 адреноре-
цепторов способны снижать выраженность 
неврологического дефицита, улучшая ги-
стоморфологическую картину головного 
мозга у животных после инсульта при вве-
дении до или во время ишемии [23].

Метаанализ, включающий в себя 9 рандо-
мизированных плацебо-контролируемых ис-
следований с участием 879 пациентов с ише-
мией головного мозга, показал, что альфа-2 
адреномиметик дексмедетомидин способен 
снижать выброс провоспалительных медиа-
торов и нейроэндокринных гормонов, поддер-
живать внутричерепной гомеостаз и снижать 
объем повреждения головного мозга [10].

Целью исследования явилось изучение 
нейропротекторной активности агониста 
альфа-2 адренорецепторов мафедина на 
модели черепно-мозговой травмы у крыс.

Материалы и методы
Эксперименты проводили в соответствии 

с Приказом Минздрава РФ от 01.04.16 
№ 199н «Об утверждении правил надлежа-
щей лабораторной практики» после одобре-
ния биоэтической комиссии СПХФУ. Крыс 
содержали в стандартных условиях вивария 
на обычном пищевом рационе, со свободным 

доступом к воде. Все опытные и контроль-
ные животные были взяты из одного привоза 
и прошли карантин в течение 14 суток.

Исследования выполнены на 90 бе-
лых беспородных крысах самцах массой 
250–300 г, полученных из ФГУП ПЛЖ 
«Рапполово» (Ленинградская обл.). Во 
всех экспериментальных группах было по 
10 животных.

Черепно-мозговую травму моделировали 
в соответствии с описанной ранее методи-
кой [5]. У наркотизированных хлоралгид-
ратом (400 мг/кг) животных проводили тре-
панацию черепа в левой лобной части над 
зоной сенсомоторной коры. Центр трепа-
национного отверстия находился на 2,5 мм 
ростральнее и 1,5 мм медиальнее брегмы. 
Далее по открытой твердой мозговой обо-
лочке наносили дозируемый удар, высвер-
ленную пластину возвращали на место, 
ушивали разрез кожи.

Поведенческие и функциональные тесты 
у экспериментальных животных проводили 
на 1-е, 3-и и 7-е сутки. После тестирова-
ния на 7-е сутки у крыс осуществляли за-
бор спинномозговой жидкости и мозга для 
дальнейшего исследования.

На первые сутки после травмы у живот-
ных оценивали выраженность неврологи-
ческого дефицита в тесте «Стимулирова-
ние конечностей» (Limb placing test). Тест 
заключался в ответе задних и передних 

Таблица 1. Расписание проводимых экспериментов и процедур
Table 1. Schedule of experiments and procedures

День травмы 1-й день 2-й день 3-й день 4-й день 5-й день 6-й день 7-й день

Утро: ЧМТ
↓

1 час спустя 
травмы: вве-

дение ЛС

12.00 «Сти-
мулирование 
конечностей»

↓
Введение ЛС

12.00 
Введе-
ние ЛС

12.00 «ОП»
↓

«Стимулиро-
вание конеч-

ностей»
↓

Введение ЛС

12.00 
Введе-
ние ЛС

12.00 
Введе-
ние ЛС

12.00 
Введе-
ние ЛС

12.00 «ПКЛ»
↓

«Цилиндр»
↓

Staircase test
↓

«Сужающаяся 
дорожка»

↓
Взятие биома-

териала

Примечание: «ОП» — открытое поле, «ПКЛ» — приподнятый крестообразный лабиринт.
Note: “ОП” — open field, “ПКЛ” — elevated plus maze.
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конечностей на тактильную и проприо-
цептивную стимуляцию. Процесс тестиро-
вания состоял из 7 различных испытаний, 
результаты выражали в сумме баллов. Для 
оценки нарушений в работе конечностей 
использовалась следующая система подсче-
та: 2 балла — крыса полностью выполняла 
испытание; 1 балл — крыса выполняла ис-
пытание с задержкой в более чем 2 с и/или 
не полностью; 0 баллов — крыса не отвеча-
ла на стимулирование конечности. Макси-
мально возможное суммарное количество 
баллов было равно 14. Результат выражали 
в сумме баллов [4].

На третьи сутки повторяли тест «Стиму-
лирование конечностей», дополнительно 
оценивали общую двигательную (ОДА) 
и поисково-исследовательскую активность 
(ПИА) в тесте «Открытое поле» (ОП). 
ОДА рассчитывали как сумму пересечений 
квадратов, стоек, заглядываний в норки и 
грумингов, а ПИА — как сумму стоек и за-
глядываний. Длительность тестирования 
составляла 3 мин, результат выражали в 
сумме баллов.

На 7-е сутки проводили тесты «Припод-
нятый крестообразный лабиринт» (ПКЛ) 
[18], «Стимулирование конечностей», «Ци-
линдр», «Сужающаяся дорожка» и Staircase 
test [4].

В тесте ПКЛ у крыс оценивали время на-
хождения в открытых (ОР) и закрытых ру-
кавах (ЗР), а также ОДА, складывающуюся 
из количества заходов в темные/светлые 
рукава, стоек, выглядываний из темных ру-
кавов, свисаний и грумингов.

В тесте «Цилиндр» оценивали асиммет-
рию использования животным передних 
конечностей в процессе исследования сте-
нок цилиндра. Для тестирования крысу по-
мещали в цилидр и проводили видеореги-
страцию движений животного в течение 
8–10 мин. Просмотр видеозаписи прово-
дили в покадровом режиме, подсчитывая 
количество независимого использования 
латеральной и контралатеральной к месту 

повреждения конечностей во время иссле-
дования стенки цилиндра после подъема на 
задние лапы, а также одновременное (сов-
местное) использование обеих лап. Данные 
представляли как процент использования 
контралатеральной конечности от общего 
числа поведенческих актов по формуле:

(контр+1/2 x одновр) /  
(ипси+контр+одновр)×100,

где контр — контралатеральная к месту по-
вреждения конечность, одновр — одновре-
менное использование передних конеч-
ностей, ипси — ипсилатеральная к месту 
повреждения конечность [4].

Тест «Сужающаяся дорожка» использо-
вался для оценки сенсомоторной функции 
передних и задних конечностей [4]. Уста-
новка представляет собой две сужающиеся 
дорожки длиной 165 см, расположенные 
друг под другом, причем нижняя имеет 
бортики для расположения конечностей 
животного во время соскальзывания с верх-
ней доски. В конце установки располагает-
ся черная коробка, являющаяся конечной 
целью перемещения животного. Перед мо-
делированием черепно-мозговой травмы 
животных в течение 3 дней приучали пере-
секать «сужающуюся дорожку». Во время 
тестирования движения крыс записывались 
на видеокамеру. В покадровом режиме 
просмотра видео для каждой конечности 
отдельно подсчитывали количество поста-
новок конечности на нижнюю доску (оши-
бок), количество соскальзываний с верхней 
доски на нижнюю, а также общее количе-
ство шагов. Полученные по трем попыткам 
данные усреднялись, степень выраженно-
сти сенсомоторного дефицита рассчитыва-
лась по формуле в процентах:

Ошибки+0,5×Соскальзывания/ 
Общее кол-во шагов×100

Staircase test («Лестничный тест», «тест 
Монтойа»), предложенный Montoya et al., 
позволяет оценить навыки использования 
передних конечностей при поедании се-
мечек (или шариков корма), находящихся  
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на различных уровнях двух лестниц, распо-
ложенных соответственно с левой и с пра-
вой стороны относительно животного. 
Предварительно, за несколько дней до 
операции, крысы ежедневно приучались 
к установке в течение 15–20 мин. Данная 
процедура позволяет снизить стрессоген-
ность замкнутого пространства во время 
тестирования, тем самым увеличить ко-
личество съеденного корма, что позволяет 
более точно оценить функцию передних ко-
нечностей. С этой же целью за день до те-
стирования животные лишались корма (при 
оставшемся свободном доступе к воде). 
Длительность теста составляла 20–30 мин, 
по окончании с каждой стороны подсчиты-
вали количество съеденных семечек. Дан-
ные представляли как процент съеденных 
семечек с контралатеральной к месту трав-
мы стороны к их общему количеству с обе-
их сторон [4].

Важным характерным признаком че-
репно-мозговой травмы является пато-
логическое повышение проницаемости 
гематоэнцефалического барьера (ГЭБ). 
В исследованиях с использованием жи-
вотных моделей ЧМТ было показано, что 
у крыс нарушение целостности ГЭБ влечет 
за собой увеличение содержания в спин-
номозговой жидкости (СМЖ) альбуминов 
и других белков с высокой молекулярной 
массой. Более того, после травмы в СМЖ 
могут регистрироваться отдельные белки, 
которые в норме не обнаруживаются, —  
например, S100-B, GFAP и др. [22]

После проведения всех поведенческих 
и функциональных тестов на 7-е сутки 
после травмы животных осуществляли 
взятие спинномозговой жидкости из cis-
terna magna [16]. Далее ликвор центри-
фугировали при 2000 об/мин в течение 
5 мин, забирали верхний надосадочный 
слой и замораживали при температуре 
–40°C для дальнейшего анализа. В образ-
це спинномозговой жидкости определяли 
белок по методу Lowry [13], после чего 

производили его электрофоретическое 
разделение методом диск-электрофореза 
[12] в градиенте полиакриламидного геля 
от 4 до 30%. Полученные форезы окраши-
вали р-ром коллоидного Кумасси G-250 
в 15% спиртоуксусной смеси (1:1), от-
мывку осуществляли 15% спиртоуксус-
ной смесью. Влажный гель сканировали 
с помощью калиброванного денситометра 
GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad, 
США). Данные обрабатывали в программе 
Quantity One 1-D Analysis Software (Bio-
Rad, США). Идентификацию масс белка от 
10 и более КДа проводили методом сред-
них пропорциональных отрезков на осно-
вании молекулярных масс стандартных 
белков (Bio-Rad, США).

Для определения объема очага поврежде-
ния по окончанию взятия спинномозговой 
жидкости у крыс извлекали головной мозг 
и фиксировали его в течение суток в 10% 
забуференном формалине. На вибротоме 
(Campden Instruments Ltd, Великобритания) 
осуществляли серийные срезы мозга с по-
следующим их окрашиванием раствором 
крезилвиолета. Объем повреждения (мм3) 
определяли с помощью программы анализа 
изображений ImageJ [8].

Гистологический материал обезжирива-
ли в спиртах возрастающей концентрации, 
обрабатывали хлороформом и заливали 
в парафин по стандартной методике [3]. 
Затем изготовляли гистологические срезы 
толщиной 5–7 микрон. Все микропрепара-
ты окрашивали гематоксилином и эозином. 
Просмотр препаратов осуществляли на ми-
кроскопе Leica DM 1000 (Leica, Германия), 
фотосъемку камерой Nikon (Nikon, США). 
Обработку видеоматериала проводили на 
персональном компьютере c помощью про-
граммы NIS-Elements F 3.2 (Nikon, США).

В качестве объекта исследования было 
выбрано соединение 6-оксо-1-фенил-2- 
(фениламино)-1,6-дигидропиримидин-4-о-
лят натрия (мафедин) в дозах 2,5 и 5 мг/кг,  
обладающее альфа-2 агонистической ак-
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тивностью [1]. В качестве референсного 
средства использовали клонидин в дозе 
40 мкг/кг. Выбор доз мафедина был сде-
лан на основании проведенных ранее 
скрининговых исследований, выбор дозы 
референсного средства — на основании 
данных литературы [23]. В эксперименте 1 
сравнивали эффективность двух доз мафе-
дина с клонидином. В эксперименте 2 для 
оценки вклада альфа-2 адренорецепторов 
в действие мафедина была добавлена груп-
па животных, которым после травмы од-
новременно с мафедином в эквимолярных 
количествах вводили антагонист альфа-2 
адренорецепторов йохимбин (ООО «Здоро-
вье», Украина). Все фармакологические ве-
щества вводили спустя 1 ч после нанесения 
травмы и далее каждый день в одно и то же 
время в течение 6 дней.

Статистическую обработку полученных 
данных проводили с помощью пакета про-
граммы GraphPad Prism 7.00. Осуществляли 
проверку нормальности распределения ко-
личественных признаков при малом числе 
наблюдений с использованием W-критерия 
Шапиро — Уилка, оценивали значимость 
различий при нормальном распределении 
количественных признаков с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа 
ANOVA c постхок-тестом по Тьюки, а при 
ненормальном распределении — с помощью 
непараметрического критерия Краскела — 

Уоллиса с постхок-тестом по Данну. При 
проведении морфометрического анализа 
использовали непараметрический критерий 
Манна — Уитни. Числовые данные, при-
водимые в таблицах, представлены в виде 
среднего арифметического (М) ± ошибка 
среднего (m). В тесте «Стимулирование ко-
нечностей» данные представлены как медиа-
на (нижний квартиль; верхний квартиль).

Результаты исследований
Проведенными исследованиями уста-

новлено, что травматическое повреждение 
зоны сенсомоторной коры у крыс вызывает 
стойкие нарушения двигательных и пове-
денческих функций, наиболее выраженные 
в первые сутки после травмы, с их посте-
пенным восстановлением в течение после-
дующих дней [5].

В эксперименте 1 было установлено, что 
все испытуемые фармакологические аген-
ты на 7-е сутки давали достоверное улуч-
шение функции передних и задних лап 
в тесте «Стимулирование конечностей». 
В то же время достоверных различий меж-
ду активностью испытуемых лекарствен-
ных средств получено не было (табл. 2).

В тесте ОП мафедин, вводимый в дозе 
2,5 мг/кг, статистически значимо увеличивал 
показатель ОДА (p=0,0096) по сравнению 
с контрольной группой. Важно отметить, 
что при введении данного средства в дозе  

Таблица 2. Влияние исследуемых препаратов на функции конечностей животных после ЧМТ в тесте «Стиму-
лирование конечностей» (эксперимент 1). Результаты представлены в сумме баллов
Table 2. Effects of the studied drugs on limb functions in experimental animals after traumatic brain injury in the Limb 
Placing test (Experiment 1). The results are presented as the sum of points

Группа 1-й день 3-й день 7-й день

Интактные 14 (14; 14)** 14 (14; 14)** 14 (14; 14)**

Контроль (травма) 0 (0; 1,5) 5 (4; 7) 8 (6; 8)

Клонидин, 40 мкг/кг 0,5 (0; 3,5) 9,5 (7,25; 12)** 10 (9,5; 12)**

Мафедин 2,5 мг/кг 0 (0; 4) 8 (5; 10) 12 (7; 12)*

Мафедин 5 мг/кг 2 (0,25; 3) 9 (7,5; 9,25)** 11 (9,25; 12)**

Примечание: * — достоверное отличие (p<0,05), ** — достоверное отличие (p<0,01) от соответствующего 
контрольного показателя.
Note: * — significant difference (p <0.05), ** — significant difference (p<0.01) from the corresponding control indicator.
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5 мг/кг положительный эффект не наблю-
дался. Клонидин не продемонстрировал ста-
тистически значимого улучшения показатей 
ОДА и ПИА в данном тесте (табл. 3).

Ни клонидин, ни мафедин в обеих дозах 
не приводили к изменению времени нахо-
ждения крыс в открытых и закрытых рука-
вах в тесте ПКЛ. ОДА и время нахождения 
в центре лабиринта у животных данных 
групп также не отличались от контроля.

Ни одно из испытуемых лекарственных 
средств не увеличивало частоту использо-
вания контралатеральной лапы в тесте «Ци-
линдр».

В тесте «Сужающаяся дорожка» как клони-
дин, так и мафедин в обеих дозах улучшали 
состояние двигательной функции передней 

конечности. Мафедин в дозах 2,5 и 5 мг/кг  
в данном тесте также улучшал функцию 
задней конечности травмированных крыс 
(p=0,0381 и p=0,0205 соответственно). Досто-
верных различий между результатами двух 
доз мафедина получено не было (табл. 4).

Введение мафедина или клонидина 
травмированным животным несколько 
улучшало функцию передних конечностей 
в Staircase тесте. Однако из-за большого 
разброса результатов внутри группы дан-
ные улучшения не были статистически до-
стоверными.

В эксперименте 2 в тесте «Стимулирова-
ние конечностей» мафедин в дозе 2,5 мг/кг 
на 3-е сутки достоверно улучшал функцию 
передних и задних конечностей травмиро-

Таблица 3. ОДА и ПИА животных в тесте ОП на 3-и сутки после травмы (эксперимент 1)
Table 3. Total motor activity and exploratory activity of the experimental animals in the Open Field test on the 3rd day 
after injury (Experiment 1)

Группа ОДА, баллы ПИА, баллы

Интактные 26,4±3,1** 8,1±1,8**

Контроль (травма) 2,4±1,5 0,4±0,4

Клонидин, 40 мкг/кг 16,9±3,7 2,2±0,8

Мафедин 2,5 мг/кг 31,9±10,6** 3,3±1,3

Мафедин 5 мг/кг 3,2±1,5 0,7±0,7

Примечание: * — достоверное отличие (p<0,05), ** — достоверное отличие (p<0,01) от соответствующего 
контрольного показателя.
Note: * — significant difference (p <0.05), ** — significant difference (p<0.01) from the corresponding control indicator.

Таблица 4. Степень выраженности сенсомоторного дефицита передней (СД-П) и задней (СД-З) контрала-
теральных конечностей животных в тесте «Сужающаяся дорожка» на 7-е сутки после травмы (экспери-
мент 1)
Table 4. The severity of sensory-motor deficit in the anterior (SD-A) and hind (SD-H) contralateral limbs of the experi-
mental animals in the Beam Walking test on the 7th day after injury (Experiment 1)

Группа СД-П, % СД-З, %

Интактные 1,5±0,5** 2,7±0,7**

Контроль (травма) 29,2±3,4 25,5±4,8

Клонидин, 40 мкг/кг 8,1±0,8** 17,2±1,4

Мафедин 2,5 мг/кг 9,7±1,5** 14,5±2,3*

Мафедин 5 мг/кг 8,7±2,1** 13,3±2,5*

Примечание: СД-П — сенсомоторный дефицит передней лапы, СД-З — сенсомоторный дефицит задней лапы; 
* — достоверное отличие (p<0,05) от соответствующего контрольного показателя.
Note: СД-П (Rus.) is the sensory-motor deficit of the anterior paw, СД-З (Rus.) is the sensory-motor deficit of the hind 
paw; * — significant difference (p<0.05) from the corresponding control indicator.
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ванных животных в данном тесте по срав-
нению с контролем (p=0,0484). Йохимбин 
отменял положительный эффект мафедина 
в данном тесте на 3-е сутки после травмы 
(p=0,0071) (рис. 1).

В тесте ОП в эксперименте 2, как и в экс-
перименте 1, мафедин увеличивал ОДА 
у травмированных животных (p=0,0158), 
при этом введение йохимбина в эквимоляр-
ных количествах блокировало данный эф-
фект (p=0,0012). Мафедин не продемонстри-
ровал статистически значимого увеличения 
ПИА, однако было получено достоверное 
отличие между группами мафедина и мафе-
дина с йохимбином (p=0,0238) (рис. 2).

Мафедин в дозе 2,5 мг/кг не оказывал влия-
ния на поведение травмированных живот-
ных в тесте ПКЛ в эксперименте 2. Однако 
одновременное введение йохимбина с мафе-
дином приводило к достоверному снижению 
времени нахождения в открытых рукавах 
(p=0,0196) и общей двигательной активности 
у травмированных животных (p=0,0030) по 
сравнению с группой мафедина.

В эксперименте 2 мафедин в дозе  
2,5 мг/кг увеличивал частоту использова-
ния контралатеральной конечности трав-
мированными животными в тесте «Ци-
линдр» (p=0,0361), при этом йохимбин не 
отменял его положительного эффекта.

В тесте «Сужающаяся дорожка» в экс-
перименте 2 мафедин в дозе 2,5 мг/кг, как  
и в эксперименте 1, улучшал функцию 
передней и задней конечностей у трав-
мированных животных. Введение йохим-
бина не отменяло положительного эффек-
та мафедина.

В эксперименте 2 так же, как и в экс-
перименте 1, мафедин в дозе 2,5 мг/кг не 
оказывал статистически значимого поло-
жительного эффекта на функцию перед-
ней контралатеральной конечности в тесте 
Staircase.

Объем повреждения головного мозга 
у крыс на 7-е сутки после недельного вве-
дения мафедина в дозе 2,5 мг/кг был досто-
верно меньше по сравнению с контрольной 
группой (рис. 3). Введение же клонидина  

Рис. 1. Влияние исследуемых препаратов на функции конечностей животных после ЧМТ в тесте «Стимулиро-
вание конечностей» (эксперимент 2). * — достоверное отличие (p<0,05), ** — достоверное отличие (p<0,01) 
от соответствующего контрольного показателя.
Fig. 1. Effects of the studied drugs on limb function in experimental animals after traumatic brain injury in the Limb 
Placing test (Experiment 2). * — significant difference (p<0.05), ** — significant difference (p<0.01) from the corre-
sponding control indicator.
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в течение недели не приводило к статисти-
чески значимому уменьшению объема по-
вреждения.

При гистологическом исследовании 
в ткани мозга крыс после травмы в не-
травмированном полушарии наблюдались 
реактивные изменения, проявлявшиеся 

в основном в значительном расширении пе-
риваскулярных пространств, цитоархетик-
тоника коры не была нарушена (рис. 4А). 
В противоположном полушарии отчетливо 
виден очаг повреждения ткани мозга, где 
на большом протяжении структуры коры 
и белого вещества не определяются, вид-
ны небольшие свободные пространства, но 
в основном разрушенная ткань замещена 
зернистыми шарами — макрофагами, ути-
лизирующими разрушенную ткань мозга 
(рис. 4Б). У животных с такой же травмой, 
но получавших в качестве лечения мафедин 
в дозе 2,5 мг/кг, очаг некроза также опреде-
ляется, видны небольшие полости, мелкие 
кровоизлияния и небольшие участки ткани, 
лишенные клеток, но, в отличие от живот-
ных контрольной группы, в этом случае 
зернистые шары практически отсутствуют, 
а количество глиальных клеток и тканевых 
макрофагов в некоторых участках не увели-
чено, в других даже уменьшено (рис. 4В).

У крыс, перенесших черепно-мозговую 
травму, на 7-е сутки наблюдали достовер-
ное увеличение содержание общего белка 
по сравнению с контрольными животны-

Рис. 2. ОДА и ПИА животных в тесте ОП на 3-и сутки после травмы (эксперимент 2). *  — достоверное от-
личие (p<0,05), ** — достоверное отличие (p<0,01) от соответствующего контрольного показателя.
Fig. 2. Total motor activity and exploratory activity of the experimental animals in the Open Field test on the 3rd 
day after injury (Experiment 2). * — significant difference (p<0.05), ** — significant difference (p<0.01) from the 
corresponding control indicator.

Рис. 3. Влияние мафедина на объем повреждения го-
ловного мозга крыс после ЧМТ. * — достоверное от-
личие (p<0,05) от соответствующего контрольного 
показателя.
Fig. 3. Effect of mafedin on the amount of brain damage 
in rats after traumatic brain injury. * — significant differ-
ence (p<0.05) from the corresponding control indicator.
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ми (p=0,0426). При электрофоретическом 
разделении белков СМЖ крыс отчетливо 
определялись полосы белков, которые мож-
но условно разделить на несколько диапа-
зонов относительно их молекулярных масс. 
У травмированных животных наблюдали 
достоверное увеличение фракций 60, 61 
и 69–85 кДа. Ни мафедин, ни клонидин не 
оказывали достоверного влияния на содер-
жание общего белка в СМЖ и его фракций 
(табл. 5).

Обсуждение результатов
Проведенными исследованиями уста-

новлено, что мафедин улучшал функцию 
передних и задних конечностей крыс 
в тестах «Стимулирование конечностей» 
и «Сужающаяся дорожка», однако не ока-
зывал достоверного эффекта на частоту 
использования контралатеральной конеч-
ности в тестах «Цилиндр» и Staircase. Та-
кая избирательность действия может быть 
связана с тем, что он действует только на 

Рис. 4. А — головной мозг здорового полушария травмированных животных на 7-е сутки после травмы. Ци-
тоархетектоника коры сохранена, периваскулярные пространства резко расширены. Б — головной мозг трав-
мированного полушария животных на 7-е сутки после травмы. Ткань мозга разрушена, замещена грануляцион-
ной тканью с большим количеством зернистых шаров. В — ткань головного мозга травмированного полушария 
животных, которым вводили мафедин в дозе 2,5 мг/кг в течение 7 дней. Ткань мозга разрушена, нейропиль 
несколько разрежен, количество глиальных клеток и макрофагов не увеличено. А, Б, В — окраска гематоксили-
ном и эозином. ув. ×400.
Fig. 4. А — the brain of the healthy hemisphere in the experimental animals on the 7th day after injury. The cytoar-
chitectonics of the cortex is preserved, the perivascular spaces are markedly enlarged. Б — the brain of the injured 
hemisphere in the experimental animals on the 7th day after injury. The brain tissue is destroyed and replaced with a 
granulation tissue with a large number of granular balls. В — the brain tissue of the injured hemisphere in experimental 
animals having been injected with mafedin at a dose of 2.5 mg/kg for 7 days. The brain tissue is destroyed, the neuropil 
is somewhat sparse, the number of glial cells and macrophages is not increased. А, Б, В — stained with hematoxylin and 
eosin, magn. ×400.

Таблица 5. Содержание общего белка и его фракций в СМЖ крыс на 7-е сутки после травмы
Table 5. Amount of the total protein and its fractions in the spinal fluid of rats on the 7th day after injury

Показатель Интактные Контроль (травма) Мафедин Клонидин

Общий белок, мкг/мл 212,0±24,1 432,7±60,9* 555,9±108,0 324,0±26,4

165–260 кДа, мкг/мл 50,6±24,8 92,6±23,7 190,4±49,9 74,0±30,2

135–150 кДа, мкг/мл 51,9±10,6 134,6±45,8 166,2±56,5 81,1±9,3

69–85 кДа, мкг/мл 65,7±25,5 193,3±18,1* 108,5±37,3 109,2±33,4

61 кДа, мкг/мл 16,6±5,3 46,9±10,3* 41,8±3,0 30,1±11,9

60 кДа, мкг/мл 27,2±7,9 100,8±29,5* 110,8±13,5 49,7±12,3

Примечание: * — достоверное отличие (p<0,05) по сравнению с интактными животными. Статистическая 
значимость различий оценивалась с помощью непараметрического критерия Краскела — Уоллиса с постхок- 
тестом по Данну.
Note: * — significant difference (p<0.05) compared with intact animals. The statistical significance of differences was 
assessed using the non-parametric Kruskall — Wallis test with a post hoc Dunn’s test.
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определенные системы в пределах ЦНС, 
инициирующие и/или контролирующие 
движения. При выполнении тестов «Стиму-
лирование конечностей» и «Сужающаяся 
дорожка» участвует в большей степени экс-
трапирамидная система и спинально-ство-
ловые рефлексы, в то время как в тестах 
«Цилиндр» и Staircase реализует свое дей-
ствие пирамидная система, одной из клю-
чевых функциональных структур которой 
является двигательная кора. Полученные 
результаты позволяют предполагать, что 
мафедин реализует свое действие именно 
через модуляцию спинально-стволовых 
рефлексов. Данное предположение может 
быть подкреплено тем, что другие агони-
сты альфа-2 адренорецепторов участвуют  
в инициации и/или модуляции локомотор-
ных и постуральных рефлексов [6], кото-
рые по своему происхождению являются 
спинально-стволовыми [2].

Несмотря на данную избирательность 
действия, в тестах «Цилиндр» и «Сужаю-
щаяся дорожка» наблюдалась некоторая 
положительная динамика, например, в экс-
перименте 2 в тесте «Цилиндр» мафедин 
улучшал двигательную функцию передней 
лапы. Данные эффекты можно объяснить 
тем, что мафедин все же в некоторой степе-
ни действует на работу пирамидной систе-
мы, что не противоречит предположению 
о его действии на спинально-стволовые 
рефлексы, хотя в двигательной коре крыс  
в большей степени преобладают альфа-1 
адренорецепторы [25].

Наиболее вероятным обьяснением дан-
ной особенности действия мафедина пред-
ставляется то, что при моделировании 
травмы глубина повреждения головного 
мозга у крыс была достаточно большой. 
Тем самым двигательная кора попадала 
не в область «полутени», а в область ядра, 
т.е. очага некроза, следовательно, тести-
руемые соединения уже не могли оказать 
нейропротекторного действия, и в тестах, 
где в большей степени требовалось участие  

коры, животные, которым вводили мафе-
дин или клонидин, были не способны по-
казать достаточно высокий результат.

В отличие от клонидина, мафедин уве-
личивал общую двигательную активность 
травмированных крыс в тесте ОП. Увеличе-
ние ОДА может свидетельствовать о психо-
стимулирующем действии, что в классиче-
ском понимании является нехарактерным 
для агонистов альфа-2 адренорецепторов 
[21]. Это различие в спектре фармаколо-
гического действия, возможно, обуслов-
лено тем, что мафедин может действовать 
на другие подтипы альфа-2 адренорецеп-
торов, в отличие от клонидина. Клонидин  
в бóльшей степени активен по отноше-
нию к альфа-2А адренорецепторам [9], хотя 
в классическом понимании он является 
неизбирательным агонистом. В то же вре-
мя в проводимых тестах множественное 
сравнение не показало достоверной раз-
ницы между результатами групп мафедина  
в дозе 2,5 мг/кг и клонидина. Несмотря на 
то, что на моделях ишемии головного моз-
га доза клонидина 40 мкг/кг указывается 
как наиболее эффективная [23], сниже-
ние или увеличение дозы может привести 
к тому, что эффекты мафедина и клониди-
на будут одинаковыми. Данное предполо-
жение подтверждается тем, что клонидин  
в зависимости от дозы может вызывать 
у экспериментальных животных как анк-
сиогенное, так и анксиолитическое дей-
ствие [17]. Дозозависимость эффекта на-
блюдалась и у мафедина: доза 2,5 мг/кг, в 
отличие от дозы 5 мг/кг, увеличивала об-
щую двигательную активность травмиро-
ванных животных.

Ни мафедин, ни клонидин не изменяли 
времени нахождения крыс с ЧМТ в центре, 
в открытых и закрытых «рукавах», а также 
ОДА в тесте ПКЛ, что может говорить о том, 
что в данных дозах при курсовом введении 
изучаемые соединения не оказывают влия-
ния на поведение и, в частности, уровень 
тревожности травмированных животных.
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Поскольку йохимбин отменял положи-
тельные эффекты мафедина в тестах «Сти-
мулирование конечностей» и ОП, можно 
говорить, что улучшение функций перед-
них и задних конечностей, а также увели-
чение общей двигательной активности жи-
вотных обусловлено действием мафедина 
на альфа-2 адренорецепторы. Важно, что 
в тесте ПКЛ при одновременном введении 
с мафедином йохимбина у животных сни-
жались время в открытых «рукавах», а так-
же ОДА, что может быть связано с тем, что 
йохимбин блокирует не только альфа-2 ад-
ренорецепторы, но также и различные под-
типы серотониновых рецепторов [14]. Сни-
жение серотонинергической иннервации  
в головном мозге у крыс приводит к депрес-
сивно- и тревожно-подобному поведению 
[7], которое может проявляться в снижении 
времени нахождения в открытых «рукавах»  
и снижению общей двигательной активно-
сти в тесте ПКЛ [18].

Предполагается, что возможными механиз-
мами нейропротекторного действия агони-
стов альфа-2 адренорецепторов могут быть:

1) снижение избыточного выброса нор- 
адреналина и глутамата из синапсов нейро-
нов при возникающем энергетическом дис-
балансе [24];

2) закрытие потенциал-зависимых каль-
циевых каналов, открываемых при NMDA-
деполяризации и вызывающих избыточное 
накопление Ca2+ в нейронах [15];

3) стимуляция синтеза трофических фак-
торов в ЦНС [19]. 

Можно предположить, что в ответ на трав-
матическое повреждение мафедин, подобно 
другим альфа-2 адреномиметикам, способен 
увеличивать продукцию нейротрофинов, 
тем самым снижая выраженность невроло-
гического дефицита у травмированных жи-
вотных. Однако молекулярные массы дан-
ных белков достаточно малы (<20 кДа), что 
не позволяет их идентифицировать простым 
электрофоретическим разделением спинно-
мозговой жидкости травмированных крыс. 

Для оценки возможности данного механиз-
ма вносить свой вклад в положительный 
эффект мафедина необходимы дальнейшие 
исследования.

Поскольку мафедин не уменьшал содержа-
ние общего белка спинномозговой жидкости 
у травмированных крыс, а также не снижал 
содержание ни одной из основных фракций 
белков, можно говорить о том, что механизм 
положительного действия мафедина не свя-
зан с нормализацией проницаемости ГЭБ.

Морфологический анализ показал, что 
введение мафедина животным, перенес-
шим черепно-мозговую травму, приводит 
к снижению интенсивности воспаления 
в области повреждения. Скорее всего, дан-
ный эффект является не самостоятельным, 
а следствием снижения выброса провос-
палительных факторов (например ФНО-α 
и IL-6), т.е. снижения интенсивности вос-
палительного процесса под влиянием аль-
фа-2 адреномиметиков при повреждении 
головного мозга [10].

Заключение
Таким образом, введение мафедина кры-

сам в дозе 2,5 мг/кг спустя 1 ч после ЧМТ 
и в течение последующих 6 дней приводит 
к увеличению их общей двигательной ак-
тивности и улучшению функции передних 
и задних конечностей без влияния на по-
веденческие показатели. При этом проис-
ходит уменьшение объема повреждения 
головного мозга и снижение выраженности 
воспалительных процессов в области по-
вреждения. В сравнении с клонидином при 
данном режиме введения мафедин более 
эффективен в большинстве тестов. Йохим-
бин отменяет большинство положительных 
эффектов изучаемого соединения, что поз-
воляет говорить о том, что в положитель-
ном действии последнего принимают уча-
стие альфа-2 адренорецепторы. Отсутствие 
влияния мафедина на общий белок и бел-
ковый состав СМЖ травмированных крыс 
позволяет говорить о том, что его положи-



РЕЛЕВАНТНОЕ И АЛЬТЕРНАТИВНОЕ БИОМОДЕЛИРОВАНИЕ | RELEVANT AND ALTERNATIVE BIOMODELING

БИОМЕДИЦИНА | BIOMEDICINE | 2019 | Toм 15 | № 1 | 62–7774

тельный эффект не связан с нормализацией 
проницаемости ГЭБ.

Выводы
1. Мафедин (6-оксо-1-фенил-2-(фенил- 

амино)-1,6-дигидропиримидин-4-олята 
натрия) способствует снижению невроло-
гического дефицита и увеличению общей 
двигательной активности у крыс после че-
репно-мозговой травмы, вызванной методом 
контролируемого кортикального ушиба.

2. Исследуемое соединение у крыс, пере-
несших черепно-мозговую травму, позво-

ляет достичь уменьшения объема повре-
ждения головного мозга, а также снижения 
интенсивности воспалительного процесса 
в очаге повреждения.

3. Наибольшая нейрореабилитационная 
активность мафедина наблюдается в дозе 
2,5 мг/кг, сопоставимая с таковой клониди-
на в дозе 40 мкг/кг.

4. В реализации фармакологичекого эф-
фекта мафедина основной эффект оказыва-
ет его агонистическое влияние на альфа-2 
адренорецепторы, а не на процессы прони-
цаемости ГЭБ после ЧМТ.
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Изучена частота носительства полиморфного маркера гена CES1 (c.1168-33A>C, rs2244613) среди 
представителей двенадцати этнических групп, проживающих на территории Российской Федера-
ции. В исследовании приняли участие 1630 здоровых добровольцев. Сравнение полученных ре-
зультатов с данными широкомасштабного исследования RE-LY по ассоциации носительства марке-
ра rs2244613 с концентрацией дабигатрана и риском развития кровотечений наличие статистически 
значимых различий. Это обстоятельство позволяет предположить, что у пациентов, принимающих 
дабигатран, из числа этнических групп, проживающих на территории России, возможен более низ-
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Dabigatran is a relatively new direct and reversible thrombin inhibitor characterized by a low molecu-
lar weight. Dabigatran is included in the latest clinical guidelines as part of anticoagulant therapy for 
patients with non-valvular atrial fibrillation and an involved high risk of bleeding. Dabigatran can be 
used in the prevention of venous thromboembolic events in patients who have undergone total knee 
arthroplasty. However, there is a large interindividual variability in the therapeutic effect of dabigatran, 
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Введение
Несмотря на значительный прогресс 

в терапии, практике выявления факторов 
риска, профилактике и улучшении фарма-
кологической помощи, группа сердечно-
сосудистых заболеваний (ССЗ) остается 
ведущей причиной смертности населения 
во всем мире. По данным ВОЗ, ежегодно от 
заболеваний сердечно-сосудистой системы 
в мире умирают около 17,5 млн человек [24]. 
В частности, венозные тромбоэмболические 
осложнения (ВТЭО) являются третьими по 
летальности среди острых кардиоваскуляр-
ных заболеваний после инфаркта миокарда 
(ИМ) и ишемического инсульта (ИИ) [10].

До недавнего времени основной тактикой 
лечения и профилактики венозных тромбо-
эмболий (ВТЭ) у пациентов после операций 
по эндопротезированию суставов, профилак-
тики системных тромбоэмболий и инсультов 
у пациентов с ФП являлись препараты груп-
пы антагонистов витамина К (АВК). Вар-
фарин является наиболее используемым 
антикоагулянтом из группы АВК, имеющим 
высокую доказательную базу, и входит в по-
следние руководства по лечению и вторич-
ной профилактике венозных тромбоэмбо-
лических заболеваний [25]. Однако терапия 

варфарином характеризуется довольно зна-
чительными ограничениями: узкий терапев-
тический диапазон, необходимость жесткого 
контроля лабораторных показателей МНО 
(в пределах 2–3), большое число межлекар-
ственных взаимодействий, медленное разви-
тие эффекта и вариабельность индивидуаль-
ного ответа на лечение [5, 9].

Основными генетическими детерминан-
тами, влияющими на фармакокинетику 
и фармакодинамику варфарина, являются 
фермент CYP2C9 и ген VKORC1 [9]. По 
данным множества исследований извест-
но, что однонуклеотидные полиморфизмы 
генов CYP2C9 и VKORC1 обуславливают 
большую вариабельность дозы варфарина, 
что характеризуется изменением парамет-
ров безопасности препарата [5, 9]. Есть 
мнение, что в таком случае необходимо из-
менять тактику антикоагулянтной терапии 
и выбирать препараты из группы новых 
оральных антикоагулянтов (НОАК) [13].

Дабигатран — относительно новый перо-
ральный антикоагулянт на основе низкомо-
лекулярного прямого ингибитора тромбина. 
Молекула дабигатрана является полярной, 
поэтому для увеличения биодоступно-
сти при оральном приеме его используют  

which is reflected in its safety profile. Among the most studied genetic determinants of dabigatran safety 
has so far been CES1 gene SNP rs2244613. However, the racial and ethnic homogeneity among human 
subjects participating in NOAC clinical trials creates a problem of an adequate extrapolation of their res-
ults on the representatives of other ethnic population groups. In this regard, the aim of this study was to 
investigate the prevalence of the CES1 gene rs2244613 polymorphism among 12 different ethnic groups 
residing in Russia to provide a basis for future clinical studies concerned with the investigation of the 
genetic determinants of dabigatran safety. 
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в виде пролекарства — дабигатрана этек-
силата (ДЭ). ДЭ обладает низкой биодо-
ступностью в 3–7%, Tmax составляет при-
близительно 2 ч [19]. ДЭ как пролекарство 
подвергается метаболизму под действи-
ем карбоксилэстераз 1 и 2 (CES1, CES2). 
В исследовании [18] было показано, что 
метаболизм ДЭ в значительно большей 
степени зависел от активности CES1, 
чем от активности CES2, что позволяет 
рассматривать CES1 как главное звено 
в биотрансформации ДЭ.

Несмотря на большое количество препа-
ратов, метаболизируемых с участием CES1, 
его клиническое значение недостаточно 
оценено. Отмечается значительная межин-
дивидуальная вариабельность терапевти-
ческого эффекта препаратов — субстратов 
CES1, что может объясняться большим 
количеством функционально-генетических 
вариантов гена CES1 [16].

Ген CES1 у человека находится в локу-
се 16q13-q22.1. За последнее десятилетие 
в базе NCBI [23] появилось огромное коли-
чество данных по однонуклеотидным поли-
морфизмам гена CES1. В субисследовании 
RE-LY [15] Pare G. и соавт. было проведе-
но генотипирование 2944 пациентов с ФП 
и факторами риска развития тромбоэмбо-
лических осложнений, принимавших да-
бигатран. У 1490 пациентов в плазме крови 
была определена концентрация дабигатра-
на. Результаты показали, что носительство 
полиморфизма c.1168-33A>C (rs2244613) 
гена CES1 встречалось у 38,2% пациен-
тов и было ассоциировано с более низкими 
значениями остаточной равновесной кон-
центрации (Cssmin) активного метаболита 
дабигатрана. У гетерозигот по минорному 
аллелю С rs2244613 значение Cssmin было 
ниже на 15%, в то время как у гомозигот 
(СС) — на 28% по сравнению с неносите-
лями. Носительство другого полиморфиз-
ма — c.257+885T>C (rs8192935) — было 
ассоциировано с уменьшением пиковой 
равновесной концентрации (Cssmax) ак-

тивного метаболита дабигатрана на 12% 
(p=3,2×10–8), но не Cssmin. У носителей поли-
морфизма rs2244613 отмечается тенденция 
к снижению риска «больших» кровотече-
ний, носительство же rs8192935 не влияло 
на риск развития кровотечений. Данные по 
риску кровотечений согласуются со значе-
ниями сниженной остаточной концентра-
ции дабигатрана у носителей данного по-
лиморфизма [15]: снижение минимальной 
концентрации дабигатрана на 15% соответ-
ствовало снижению на 27% относительно-
го риска развития кровотечений, стандар-
тизованного с учетом дозы дабигатрана, 
возраста, пола, оценки по шкале CHADS2, 
сопутствующего применения аспирина  
и клиренса креатинина. При сравнении схем 
лечения (варфарин или дабигатран) и носи-
тельства rs2244613 доказано статистически 
значимое снижение количества кровотече-
ний у носителей rs2244613 (p=5,2×10–5), 
принимавших ДЭ, по сравнению с пациен-
тами, принимавшими варфарин, в то время 
как при отсутствии носительства отличий 
по риску кровотечения не наблюдалось 
(p=0,65). Следует отметить, что носитель-
ство rs2244613 не влияло на основной пока-
затель эффективности — частоту развития 
ИИ или эмболии в сосудах большого круга 
кровообращения (p=0,34) [15].

В другом исследовании [8] изуча-
лось влияние полиморфизмов rs2244613 
и rs8192935 гена CES1 на фармакокинетику 
ДЭ, участвовало 92 пациента с ФП европео-
идной расы, итальянской этнической груп-
пы. Результаты выявили, снижение Cssmin 
дабигатрана по полиморфизму rs8192935 
на 3% у гетерозигот (CT) (p=0,055) и на 
11% — у гомозигот (TT) (p=0,033).

Полиморфизм c.428G>A (rs71647871) 
кодирует фермент со сниженной функци-
ональной активностью [18]. Данный ал-
лельный вариант характеризуется сниже-
нием образования активного метаболита 
дабигатрана в клетках печени в условиях 
in vitro. Однако никаких полноценных  
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исследований с участием пациентов, при-
нимающих ДЭ, по данному полиморфизму 
не проводилось. В этом же исследовании 
[18] Shi J. и соавт. не обнаружили никаких 
значимых ассоциаций между rs2244613 
и rs8192935, экспрессией CES1 и актив-
ностью метаболизма ДЭ. Авторы отмеча-
ют необходимость продолжения изучения 
влияния носительства вышеупомянутых 
полиморфизмов на функцию CES1 и мета-
болизм ДЭ.

Приведенные работы подчеркивают по-
тенциальную перспективность фармакоге-
нетических исследований при персонали-
зации антикоагулянтной терапии и выборе 
НОАК, таких как дабигатран. Однако ны-
нешняя ситуация расовой и этнической 
однородности участников клинических 
исследований НОАК [12] создает проблему 
адекватной экстраполяции результатов та-
ких исследований на представителей дру-
гих народов и этносов.

На настоящий момент наиболее изучен-
ной генетической детерминантой безопас-
ности дабигатрана является полиморфизм 
rs2244613 гена CES1. Возможным примене-
нием результатов фармакогенетических 
исследований по данному полиморфизму 
является выбор тактики антикоагулянтной 
терапии пациентов с неклапанной ФП с вы-
соким риском развития кровотечений и для 

профилактики ВТЭО у пациентов после 
операций по эндопротезированию суста-
вов. Другая проблема — большая часть 
фармакогенетических исследований по 
дабигатрану в целом и по интересующему 
нас полиморфизму rs2244613 в частности 
проводилась с участием пациентов евро-
пеоидной расы (см. табл. 1). Перечислен-
ные аспекты особенно актуальны для такой 
многонациональной страны, как Россия, 
и таких ее регионов, как Кавказ, Поволжье, 
Сибирь и Дальний Восток.

Таким образом, главной целью данного 
исследования являлось изучение распро-
страненности генетической детерминанты 
безопасности дабигатрана — полиморфиз-
ма rs2244613 гена CES1 — среди предста-
вителей разных этносов, проживающих на 
территории Российской Федерации.

Материалы и методы
Изучаемая популяция. В исследова-

нии приняли участие 1630 условно здоро-
вых добровольцев (мужчин и женщин) из 
разных этнических групп, проживающих 
на территории Российской Федерации: 136 
из русской этнической группы (г. Иркутск), 
90 аварцев, 50 даргинцев и 46 лакцев, 
112 балкарцев, 120 кабардинцев, 244 осе-
тина, 206 марийцев, 204 мордвы, 238 чува-
шей, 114 бурятов и 70 нанайцев.

Таблица 1. Частота генотипов и аллелей по rs2244613 среди участников фармакогенетических исследований 
в ранее опубликованных работах
Table 1. Frequency of genotypes and alleles at rs2244613 among the participants of pharmacogenetic studies 
in previously published works

Расовая (этническая 
принадлежность) Заболевание N

Генотип, % Частота 
аллелей, % Исследование

AA AC CC A C

Европеоидная НФП 1490 67,2 29,4 3,4 81,9 18,1 RE-LY
[15]

Европеоидная (итальянцы) НФП 90 57,6 40,2 2,2 77,7 22,3 Dimatteo et al.
[8]

Европеоидная (новозеландцы) НФП 52 73,1 23,1 3,8 84,7 15,3 Chin et al.
[7]

Примечание: НФП — неклапанная фибрилляция предсердий.
Note: НФП (Rus.) is non-valvular atrial fibrillation. 
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Все участники дали свое добровольное 
информированное согласие на участие 
в исследовании и на забор и сохранение ге-
нетического материала.

Популяция сравнения. Распространен-
ность полиморфного маркера rs2244613 
гена CES1 среди изучаемых групп сравни-
вали между собой и с аналогичными пока-
зателями популяции европеоидов, прини-
мавших участие в исследовании RE-LY [15] 
как наиболее полной работы по фармакоге-
нетическому изучению rs2244613.

Критерии включения: этническая при-
надлежность определялась путем самои-
дентификации участников и их родителей. 
Как показано в ранее проведенных иссле-
дованиях, отмечается высокая корреляция 
между использованным методом самоиден-
тификации и определением микросател-
литных маркеров этнической принадлеж-
ности [20].

Критерии невключения: в исследова-
ние не включали потомков разноэтниче-
ских браков.

Генотипирование. Материалом для 
определения полиморфизмов послужили 
4 мл крови из вен локтевого сгиба, собран-
ной с помощью вакуумной системы для 
взятия венозной крови VACUETTE (Greiner 
Bio-One, Австрия) в пробирки с ЭДТА. Вы-
деление ДНК осуществляли с помощью 
набора реагентов «ДНК-Экстран-1» для 
выделения геномной ДНК из цельной кро-
ви (ЗАО «Синтол», Москва, Россия). Носи-
тельство полиморфного маркера rs2244613 
гена CES1 выявлялось методом полимераз-
ной цепной реакции в режиме реального 
времени (Real-Time PCR) с помощью набо-
ров реагентов «ГенТест CES1» (ООО «Но-
мотек», Москва, Россия) на амплификаторе 
Real-Time CFX96 Touch (Bio-Rad Laborato-
ries, Inc., USA). Программа амплификации 
включала предварительную инкубацию 
при 95°С в течение 3 мин, затем в течение 
50 циклов денатурация при 95°C — 10 с 
и отжиг при 60°C — 30 с.

Статистический анализ. Оценивалось 
соответствие независимому распределе-
нию аллелей по закону Харди — Вайнбер-
га с использованием критерия Хи-квад-
рат Пирсона. Для оценки различий частот 
встречаемости различных аллелей между 
группами использовали точный тест Фи-
шера. Для всех показателей статистически 
значимым считали значение p<0,05. В ка-
честве средств статистической обработки 
применялся пакет программ IBM SPSS 
Statistics 22, GraphPad InStat.

Результаты исследований
Результаты генотипирования участников 

по частоте генотипов и носительству ми-
норного аллеля полиморфизма rs2244613 
представлены в табл. 2.

Соответствие равновесному распределе-
нию частот генотипов согласно закону Хар-
ди — Вайнберга (p>0,05) наблюдалось во 
всех изучаемых нами этнических группах, 
кроме нанайцев.

До этого распространенность данной 
мутации гена CES1 не была изучена в по-
пуляциях, относящихся к различным эт-
носам. Нами впервые было проведено 
широкомасштабное исследование по опре-
делению частоты носительства полимор-
физма rs2244613 гена CES1 среди пред-
ставителей разных этнических групп, 
населяющих Российскую Федерацию.

Русский этнос является самым многочис-
ленным на территории России, и поэтому 
именно с ним мы сравнивали результаты 
генотипирования остальных этнических 
групп в первую очередь. Для полноты ана-
лиза мы провели сравнение частоты алле-
лей попарно между собой во всех группах 
(табл. 3).

При генотипировании условно здоровых 
участников из русской этнической группы 
у 70 (51,5%) установлен генотип АА, у 55 
(40,4%) — генотип АС и у 11 (8,1%) — ге-
нотип СС. Частота минорного аллеля со-
ставила 28,3%.
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Таблица 2. Частота распределения генотипов и соответствие закону Харди — Вайнберга
Тable 2. Frequency of the distribution of genotypes and compliance with the Hardy — Weinberg principle

Этническая 
группа N Частота

Генотип Частота 
минорного 

аллеля C, %

Соответствие распределению 
по закону Харди — Вайнберга

AA AC CC χ2 p

Русские 136

набл. 70 55 11

28,3 0,0018 0,999ожид. 69,9 55,2 10,9

% 51,5 40,4 8,1

КАВКАЗ

Аварцы 90

набл. 34 43 13

38,3 0,008 0,996ожид. 34,2 42,6 13,2

% 37,8 47,8 14,4

Даргинцы 50

набл. 18 24 8

40,0 3,944*
10-31 1ожид. 18,0 24,0 8,0

% 36,0 48,0 16,0

Лакцы 46

набл. 24 17 5

29,3 0,504 0,777ожид. 23,0 19,1 4,0

% 52,2 37,0 10,9

Кабардинцы 120

набл. 40 64 16

40,0 1,304 0,521ожид. 43,2 57,6 19,2

% 33,3 53,3 13,3

Балкарцы 112

набл. 48 54 10

33,0 0,733 0,693ожид. 50,2 49,6 12,2

% 42,9 48,2 8,9

Осетины 244

набл. 134 87 23

27,3 2,614 0,2707ожид. 129,1 96,8 18,1

% 54,9 35,7 9,4

ПОВОЛЖЬЕ

Марийцы 206

набл. 75 96 35

40,3 0,226 0,8933ожид. 73,4 99,1 33,4

% 36,4 46,6 17,0

Мордва 204

набл. 113 78 13

25,5 0,022 0,9892ожид. 113,3 77,5 13,3

% 55,4 38,2 6,4

Чуваши 238

набл. 97 104 37

37,4 1,228 0,5411ожид. 93,3 111,4 33,3

% 40,8 43,7 15,5

СИБИРЬ и ДАЛЬНИЙ ВОСТОК

Буряты 114

набл. 17 52 45

62,3 0,159 0,9234ожид. 16,2 53,6 44,2

% 14,9 45,6 39,5
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В отличие от русского этноса, прожива-
ющего относительно равномерно по всей 
территории России, народы северокавказ-
ского региона отличает более компактная 
область проживания. Северный Кавказ 
является прекрасным примером изучения 
влияния географического фактора на гене-
тическую структуру населения [21]. Рели-
гиозная разобщенность, отсутствие lingua 
franca определяют и генетическую изоли-
рованность кавказских этносов.

В Дагестане, северо-восточном кавказ-
ском регионе России, проживает 26 из 
50 автохтонных кавказских этнических 
групп, характеризующихся большими гене-
тическими различиями между отдельными 
популяциями проживающих на относи-
тельно маленькой территории [14]. Однако 
сравнение частоты носительства изучаемо-
го полиморфизма в трех этнических груп-
пах Дагестана (аварцы, даргинцы, лакцы) 
не выявило статистически значимых раз-
личий по распространенности маркера 
rs2244613 между группами (p>0,05). В то 
же время при сравнении с русской группой 
выявлены различия между аварцами и рус-
скими (p=0,0309), даргинцами и русскими 
(p=0,0332). Частота данного аллельного ва-
рианта среди аварцев (38,3%) и даргинцев 
(40,0%) была выше, чем частота среди рус-
ских (28,3%). Различий в частоте носитель-
ства rs2244613 между русскими и лакцами 
не обнаружено.

Кабардинцы — народ, относящийся 
к абхазо-адыгской языковой группе, — со-
ставляют большинство населения Кабар-

дино-Балкарской Республики. Вторым по 
численности этносом республики являются 
балкарцы, тюркоязычный народ алтайской 
языковой семьи. Языковая разобщенность 
кабардинцев и балкарцев обуславливает не-
значительное смешение и относительную 
генетическую изолированность народов. 
Следует отметить, что, несмотря на принад-
лежность к разным языковым и этническим 
группам, между кабардинцами и балкарца-
ми не выявлено статистически значимых 
различий в частоте носительства маркера 
rs2244613 (p>0,05). Сравнение с русскими 
показало наличие различий только с кабар-
динцами (p=0,0066). Частота носительства 
минорного аллеля С у кабардинцев соста-
вила 40,0% против 28,3% у русских.

Следующей этнической группой, вклю-
ченной в наше исследование, являются 
осетины — народ, проживающий на север-
ном и южном склоне Большого Кавказско-
го хребта. В группе осетин частота носи-
тельства минорного аллеля не различалась 
в сравнении с русской этнической группой 
(p>0,05). Но сравнение частоты распро-
страненности rs2244613 с изучаемыми 
кавказскими этносами выявило наличие 
статистически значимых различий с авар-
цами (p=0,0077), даргинцами (p=0,0156) 
и кабардинцами (p=0,0007) — так же, как 
и у русских. Частота минорного аллеля 
была примерно одинаковой с русскими — 
27,3%, но ниже, чем у аварцев, даргинцев 
и кабардинцев (табл. 2).

Другим этнически многообразным регио-
ном России является Поволжье. Здесь на 

Нанайцы 70

набл. 3 40 27

67,1 6,254 0,0438ожид. 7,56 30,89 31,56

% 4,3 57,1 38,6

Примечание: набл. — наблюдаемая частота генотипов, ожид. — ожидаемая частота генотипов, χ2 — значе-
ние хи-квадрата Пирсона.
Note: набл. (Rus.) is the observed frequency of genotypes, ожид. (Rus.) is the expected frequency of genotypes, χ2 is the 
value of Pearson’s chi-squared test.

Продолжение таблицы 2



МЕТОДЫ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ | BIOMEDICAL METHODS

БИОМЕДИЦИНА | BIOMEDICINE | 2019 | Toм 15 | № 1 | 78–9486

Та
бл

иц
а 

3.
 П

ар
но

е 
ср

ав
не

ни
е 

ча
ст

от
ы

 а
лл

ел
ей

 п
ол

им
ор

ф
из

ма
 rs

22
44

61
3 

ге
на

 C
ES

1 
в 

дв
ен

ад
ца

т
и 

из
уч

ае
мы

х 
по

пу
ля

ци
ях

 и
 р

ез
ул

ьт
ат

ов
 и

сс
ле

до
ва

ни
я 

RE
-L

Y 
[1

5]
 (p

 v
al

ue
)

Ta
bl

e 
3.

 P
ai

r 
co

m
pa

ri
so

n 
of

 th
e 

al
le

le
 fr

eq
ue

nc
y 

at
 th

e 
rs

22
44

61
3 

po
ly

m
or

ph
is

m
 o

f t
he

 C
ES

1 
ge

ne
 in

 1
2 

st
ud

ie
d 

po
pu

la
tio

ns
 a

nd
 th

e 
re

su
lts

 o
f t

he
 R

E-
LY

 s
tu

dy
 [

15
] 

(p
-v

al
ue

)

Э
тн

ич
ес

ка
я

гр
уп

па
Ру

сс
ки

е
А

ва
рц

ы
Д

ар
ги

н-
цы

Л
ак

цы
Ка

ба
р-

ди
нц

ы
Б

ал
ка

р-
цы

О
се

ти
ны

М
ар

ий
-

цы
М

ор
дв

а
Ч

ув
аш

и
Б

ур
ят

ы
Н

ан
ай

цы

Р
ус

ск
ие

-
0,

03
09

0,
03

32
0,

89
40

0,
00

66
0,

28
11

0,
79

97
0,

00
14

0,
42

64
0,

01
29

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1

А
ва

рц
ы

-
-

0,
79

92
0,

17
98

0,
76

25
0,

29
57

0,
00

77
0,

71
50

0,
00

23
0,

85
68

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1

Д
ар

ги
нц

ы
-

-
-

0,
13

22
1,

00
00

0,
25

73
0,

01
56

1,
00

00
0,

00
62

0,
65

09
0,

00
03

<0
,0

00
1

Ла
кц

ы
-

-
-

-
0,

07
67

0,
59

58
0,

70
34

0,
05

77
0,

43
46

0,
15

57
<0

,0
00

1
<0

,0
00

1

Ка
ба

рд
ин

цы
-

-
-

-
-

0,
12

41
0,

00
07

1,
00

00
0,

00
01

0,
51

53
<0

,0
00

1
<0

,0
00

1

Ба
лк

ар
цы

-
-

-
-

-
-

0,
13

08
0,

07
29

0,
05

21
0,

27
36

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1

О
се

ти
ны

-
-

-
-

-
-

-
<0

,0
00

1
0,

59
46

0,
00

09
<0

,0
00

1
<0

,0
00

1

М
ар

ий
цы

-
-

-
-

-
-

-
-

<0
,0

00
1

0,
40

73
<0

,0
00

1
<0

,0
00

1

М
ор

дв
а

-
-

-
-

-
-

-
-

-
0,

00
02

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1

Ч
ув

аш
и

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1

Бу
ря

ты
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

0,
37

17

Н
ан

ай
цы

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

-
-

Ре
зу

ль
та

ты
 с

ра
вн

ен
ия

 с
 у

ча
ст

ни
ка

м
и 

ис
сл

ед
ов

ан
ия

 R
E

-L
Y

R
E

-L
Y

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1

0,
00

94
<0

,0
00

1
<0

,0
00

1
<0

,0
00

1
<0

,0
00

1
0,

00
05

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1

<0
,0

00
1



БИОМЕДИЦИНА | BIOMEDICINE | 2019 | Toм 15 | № 1 | 78–94 87

Д. А. Сычев, Ш. П. Абдуллаев, К. Б. Мирзаев, К. А. Рыжикова, Г. Н. Шуев, Е. А. Гришина, Ж. А. Созаева, С. Н. Маммаев, Д. М. Гафуров, Е. Ю. Китаева, 
В. В. Шпрах, С. Ш. Сулейманов, Л. З. Болиева, М. С.-Х. Созаева, С. М. Жучкова, Н. Е. Гималдинова, Е. Е. Сидукова, А. В. Асоскова, Р. Б. Мумладзе

«Генетические детерминанаты безопасности применения прямого ингибитора тромбина среди этнических групп Российской Федерации»

территории бассейнов рек Волга и Кама 
уживаются народы тюркской и финно- 
угорской языковых групп, преимуществен-
но относящихся к европеоидной расе. При 
сравнении частоты носительства аллелей 
у русских с марийцами, мордвой и чува-
шами статистически значимые различия 
выявлены в этнических группах марийцев 
(p=0,0014) и чувашей (p=0,0129): частота 
аллеля С у марийцев и чувашей выше, чем 
у русских, и составляет 40,3 и 37,4% соот-
ветственно. Сравнение частоты минорного 
аллеля С среди представителей народов 
Поволжья между собой выявило наличие 
различий между мордвой с марийцами 
(p<0,0001) и с чувашами (p=0,0002) — 
также как у русских. Мордву отличает бо-
лее низкий процент носительства маркера 
rs2244613 — 25,5%, что близко к частоте 
среди русских (табл. 2).

Сравнение частоты носительства мар-
кера среди этнических групп поволжского 
региона и Кавказа показало наличие разли-
чий у марийцев и чувашей только в сравне-
нии с осетинами (p<0,0001 и p=0,0009 со-
ответственно), тогда как среди мордовцев 
статистически значимые различия наблю-
дались с аварцами (p=0,0023), даргинцами 
(p=0,0062) и кабардинцами (p=0,0001).

Сибирь и Дальний Восток обладают 
уникальной этнической гетерогенностью 
популяций. Несоразмерное распределение 
малых популяций на обширной террито-
рии этих регионов при средней плотности 
населения около 3 человек на 1 км2 при-
водит к тому, что некоторые автохтонные 
группы остаются антропологически, лин-
гвистически и генетически отличными 
друг от друга. Буряты — коренной народ 
Республики Бурятия, находящейся на юге 
Сибири, нанайцы — коренной малочис-
ленный народ регионов Дальнего Восто-
ка. Оба этноса относятся к монголоидам. 
Сравнение носительства аллелей rs2244613 
показало наличие статистически значимых 
различий между бурятами и нанайцами со 

всеми сравниваемыми этническими груп-
пами (p<0,0001) (табл. 3) и отсутствие та-
ковых при сравнении между собой. Высо-
кая частота встречаемости С аллели (62,3%  
у бурятов и 67,1% у нанайцев) по сравне-
нию с остальными этническими группами 
говорит о значительном отличии монголо-
идной расы от европеоидной по частоте но-
сительства данного полиморфизма. Схожие 
показатели относительно частоты носи-
тельства минорного аллеля С по rs2244613 
у монголоидов (китайцев) были отмечены 
в работе [11] — 60%.

Для формирования обобщенных выводов 
по результатам исследования мы сравни-
ли частоты распространенности аллелей 
rs2244613 среди изучаемых этнических 
групп с европеоидами из работы RE-LY 
(см. табл. 3). Во всех группах были обна-
ружены статистически значимые различия 
(p<0,05), что требует особого внимания, 
учитывая большую разницу в частоте но-
сительства минорного аллеля С среди евро-
пеоидов RE-LY по сравнению с европеои-
дами России (от 22,5% у мордвы до 40,3% 
у марийцев). У русских частота минорно-
го аллеля составляла 28,3%, что в 1,5 раза 
выше, чем у участников RE-LY. У бурят  
и нанайцев эта разница составила 3,5 раза: 
62,3 и 67,1% против 18,3%.

Обсуждение результатов
Несмотря на прогресс в фармакогенети-

ческих исследованиях и растущее количе-
ство примеров внедрения принципов фар-
макогенетики в рутинную клиническую 
практику стран Европы и США, остается 
нерешенным вопрос адекватности при-
менения результатов таких исследований 
в популяциях, отличных от европейской 
и американской. Это ключевой момент, по-
скольку сообщаемая частота аллелей и ге-
нотипов для одной популяции может быть 
неприменима для другой [2].

Этническая чувствительность к ле-
карственным препаратам ассоциирована  
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с генетическими особенностями ферментов 
биотрансформации препаратов [12]. Так, 
печеночный фермент CYP2C19 способ-
ствует метаболизму большого количества 
клинически значимых препаратов (бензо-
диазепины, некоторые ингибиторы протон-
ной помпы, клопидогрел). Ген CYP2C19, 
как и многие другие члены надсемейства 
P450, является высокополиморфным, имеет 
более 25 известных вариантов аллелей и ха-
рактеризуется высокой этнической гетеро-
генностью [1, 14]. Ярким примером межэт-
нических различий в распространенности 
генов, определяющих чувствительность 
организма на воздействие лекарственных 
препаратов, в частности варфарина, яв-
ляется ген CYP2C9 [4, 13, 14]. Аллельные 
варианты CYP2C9*2 и CYP2C9*3 могут 
являться маркерами предрасположенности 
к сниженной функциональной активности 
этих изоферментов и повышенной концен-
трации варфарина, что увеличивает риск 
кровотечений и гипокоагуляции у предста-
вителей отдельных этносов [5]. Эти выво-
ды свидетельствуют о перспективности 
внедрения фармакогенетического тестиро-
вания как нового инструмента повышения 
эффективности и безопасности фармако-
терапии в рамках принципов персонализи-
рованной медицины.

Учитывая наличие генетических разли-
чий между расами и этносами по фермен-
там семейства P450, ответственных за ме-
таболизм различных препаратов, разумно 
предположить наличие таковых и для груп-
пы ферментов, метаболизирующих НОАК, 
в частности дабигатрана. Данные ресурса 
www.pharmgkb.org подтверждают этот ар-
гумент [22].

Дабигатран является одной из альтерна-
тив варфарину в профилактике инсультов 
и системных тромбоэмболий у пациентов 
с неклапанной ФП. Более благоприятный 
профиль межлекарственного взаимодей-
ствия, широкое значение терапевтического 
окна, фиксированные дозировки отменя-

ют необходимость мониторинга МНО, что 
выгодно отличает дабигатран от традици-
онных антикоагулянтов из группы АВК. 
Однако остаются нерешенными вопросы 
межиндивидуальной вариабельности кон-
центрации дабигатрана и связанные с этим 
риски геморрагических осложнений.

Полиморфизм гена CES1 rs2244613 мо-
жет влиять на биотрансформацию ДЭ 
и, соответственно, на концентрацию да-
бигатрана [6, 8, 15], что, в свою очередь, 
может определять профиль безопасности. 
Имеются работы, в которых отмечается 
корреляция между плазменной концентра-
цией дабигатрана и антикоагуляционным 
эффектом, а также связанные с этим риски 
развития инсульта и кровотечений [17].

Исследования по ассоциации rs2244613 
гена CES1 с концентрацией дабигатрана 
и риском развития сердечно-сосудистых 
осложнений показывают, что пациенты — 
носители минорного аллеля С по данному 
полиморфизму имеют более низкий риск 
развития кровотечений. Предполагается, 
что данный полиморфизм играет ключевую 
роль в межиндивидуальных изменениях 
концентрации активного метаболита в кро-
ви и, возможно, обуславливает наличие 
этнических различий в чувствительности 
к дабигатрану. Это предположение может 
служить основой создания региональных 
формуляров по фармакотерапии с учетом 
национального состава. Подобные исследо-
вания особенно актуальны для России с ее 
регионами компактного проживания раз-
личных расово-этнических групп, в частно-
сти регионов Кавказа, Поволжья, Сибири и 
Дальнего Востока.

Заключение
Наши результаты ярко иллюстрируют 

генетическую гетерогенность популя-
ций разных этических групп по rs2244613 
в России. Сравнение полученных нами ре-
зультатов с данными широкомасштабного 
исследования RE-LY по ассоциации носи-
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тельства маркера rs2244613 с концентраци-
ей дабигатрана и риском развития крово-
течений в популяции европеоидов показало 
наличие статистически значимых различий 
(p<0,05).

В работе [3] было показано, что полимор-
физм rs2244613 одинаково часто встречает-
ся как у здоровых, так и у больных ССЗ. Это 
говорит об отсутствии связи полиморфизма 
с заболеванием и возможности экстраполя-
ции результатов и выводов исследования 
между группами.

Исходя из полученных нами результа-
тов, факта об отсутствии различий по ча-
стоте носительства rs2244613 между здо-
ровыми людьми и пациентами с ССЗ [3] 
и выводов исследования RE-LY, мы можем 

предположить, что у пациентов, прини-
мающих дабигатран, из числа этнических 
групп, проживающих на территории Рос-
сии, возможен более низкий риск развития 
кровотечений (как побочный эффект даби-
гатрана).

Однако для более полного понимания 
взаимосвязи носительства полиморфного 
маркера rs2244613 и клинических исходов 
фармакотерапии, персонализации режимов 
дозирования для пациентов, принимающих 
дабигатран, необходимо проведение даль-
нейших проспективных фармакогенетиче-
ских исследований с параллельным анали-
зом фармакокинетических и клинических 
особенностей препарата у разных этниче-
ских групп.
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БИОЭЛЕКТРИЧЕСКИЙ ИМПЕДАНС ТЕЛА КРЫС ПРИ 
МОНОКРОТАЛИНОВОЙ МОДЕЛИ ЛЕГОЧНОЙ ГИПЕРТЕНЗИИ

Н.Л. Коломеец1,*, О.В. Суслонова1, С.Л. Смирнова1, И.М. Рощевская2

1 ФГБУН ФИЦ «Коми научный центр Уральского отделения Российской академии наук» 
167982, Российская Федерация, Сыктывкар, ул. Коммунистическая, д. 24

2 ФГБОУ ВО «Сыктывкарский государственный университет им. Питирима Сорокина» 
167001, Российская Федерация, Сыктывкар, Октябрьский пр., д. 55

Показатели биоэлектрического импеданса тела и легких изучены у крыс популяции линий Wistar 
с экспериментально вызванной легочной гипертензией. Выявлено значимо меньшее абсолютное 
значение реактивного сопротивления (32,9±4,9 Ом в сравнении с 39,3±5,3 Ом в контрольной группе, 
ρ=0,023), фазового угла (7,1±0,6º в сравнении с 8,2±0,6º в контрольной группе, ρ=0,002) при низкой 
частоте переменного тока и тенденция к снижению активного сопротивления биоэлектрического им-
педанса тела у крыс после введения монокроталина, что свидетельствует о накоплении внеклеточ-
ной жидкости в организме при развитии легочной гипертензии. Электрическое сопротивление лег-
ких у крыс с экспериментальной моделью легочной гипертензии снижается (значимо при 150 кГц:  
Rопыт=398,9±240,2 Ом, Rконтр=647,2±270,5 Ом, ρ=0,043), что может быть связано со структурными 
изменениями в легких.

Ключевые слова: биоэлектрический импеданс тела, монокроталиновая модель легочной гипертензии
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
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BIOELECTRICAL IMPEDANCE OF THE BODY IN RATS WITH 
MONOCROTALINE-INDUCED PULMONARY HYPERTENSION

Nataliia L. Kolomeyets1,*, Olga V. Suslonova1, Svetlana L. Smirnova1,  
Irina M. Roshchevskaya2

1 Komi Scientific Centre of the Ural Branch of the Russian Academy of Sciences 
167982, Russian Federation, Syktyvkar, Kommunisticheskaya str., 24

2 Pitirim Sorokin Syktyvkar State University 
167001, Russian Federation, Syktyvkar, Octjabrskii prospect, 55

Wistar rats with monocrotaline-induced pulmonary hypertension were investigated using bioelectrical 
impedance analysis. Monocrotaline-treated rats compared to sham-treated rats demonstrated significantly 
lower absolute values of such components of bioelectrical impedance as the reactive resistance (32.9±4.9 
Ohm vs. 39.3±5.3 Ohm in the sham control, ρ=0.023) and the phase angle (7.1±0.6º vs. 8.2±0.6º in the 
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sham control, ρ=0.002). The active resistance of the bioelectrical impedance of the lung showed a down-
ward trend in rats having undergone monocrotaline treatment (with a significantly lower value at 150 kHz: 
398.9±240.2 Ohm vs. 647.2±270.5 Ohm in the sham control, ρ=0.043). A decrease in the whole-body and 
pulmonary bioimpedance values under our experimental conditions is shown to result from accumulation 
of the whole-body or intrathoracic fluid and physiological changes in the tissues during the development of 
pulmonary arterial hypertension.

Keywords: bioelectrical impedance of the body, monocrotaline-induced pulmonary arterial hypertension
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Введение
Легочная гипертензия — патофизиоло-

гическое состояние, сопровождающееся 
прогрессивным увеличением легочного 
сосудистого сопротивления, гипертрофией 
правого желудочка и правожелудочковой 
недостаточностью [12]. Изучение механиз-
мов развития легочной гипертензии осуще-
ствляется на модельных животных, одной 
из которых является введение монокрота-
лина для развития структурных изменений 
легочных артерий [13]. В зависимости от 
введенной дозы препарата развивается ги-
пертрофия правого желудочка [7], правоже-
лудочковая недостаточность с ее признака-
ми: плевральным выпотом, асцитом [11].

Биоимпедансный анализ позволяет 
контролировать динамику изменений вод-
ного баланса у больных сердечно-cосуди-
стыми заболеваниями [4]; в т. ч. увеличение 
общей жидкости организма при правожелу-
дочковой сердечной недостаточности [14]. 
Разработана процедура биоимпедансного 
анализа у животных для оценки содержа-
ния воды и состава тела [8].

Цель работы — оценка параметров 
биоэлектрического импеданса тела крыс с 
индуцированной монокроталином легоч-
ной гипертензией.

Материалы и методы
Исследования проведены на самцах крыс 

популяции линий Wistar (20 особей) массой 
тела 308,1±34,5 г, возрастом 3–4 мес., полу-
ченных из питомника ФГУП ПЛЖ «Раппо-
лово» (Санкт-Петербург). Животных со-
держали в условиях свободного доступа 
к водопроводной питьевой воде и корму 
в помещении с естественно-искусственным 
освещением. Крысы находились в вентили-
руемых клетках группами по 2–3 особи при 
температуре 20–22°C на подстилке из дре-
весных стружек.

Эксперименты проведены на крысах под 
золетиловым наркозом (2,5 мг/100 г мас-
сы тела внутримышечно). Первую груп-
пу (опытную) составили 15 животных, 
которым моделировали легочную гипер-
тензию путем подкожного введения одно-
кратной дозы монокроталина (80 мг/кг; 
Sigma-Aldrich, Germany). Крысам в группе 
контроля (n=5) вводили сопоставимую дозу 
физ. р-ра (0,9% NaCl).

Биоимпедансные исследования у крыс 
были проведены спустя 1 мес. после вве-
дения препарата или физ. р-ра. Биоэлек-
трический импеданс регистрировали при 
помощи анализатора физических свойств 
материалов и веществ 126094W (Solartron 
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Analytical, Великобритания). Полученные 
измерения отражали усредненную во вре-
мени характеристику электрического со-
противления.

Измерения биоэлектрического импеданса 
тела выполняли тетраполярным методом. 
Игольчатые электроды из нержавеющей 
стали размещали согласно рекомендациям 
[8], предложенным для оценки состава тела 
у крысы.

Наркотизированным животным перед 
вскрытием грудной клетки проводили тра-
хеотомию и переводили их на искусствен-
ное дыхание. Частоту и глубину дыхания 
подбирали индивидуально для каждого жи-
вотного, поддерживали постоянную темпе-
ратуру тела (37ºС). Измерение электриче-
ского импеданса проводили на поверхности 
легких с использованием датчика с медны-
ми электродами [3].

Массу тела (г) крыс определяли с по-
мощью лабораторных электронных весов 
Acom JW-1 (Корея), измеряли длину тела без 
хвоста (см), вычисляли индекс массы тела.

По окончании эксперимента сердца 
вырезали, изготавливали поперечные ги-
стологические срезы толщиной 7 мкм на 
микротоме-криостате (Leica СМ 1510S, 
Германия), окрашивали гемотоксилином 
и эозином по стандартной методике. Ги-
стологические срезы фотографировали 
камерой-окуляром DCM 500 (Бельгия) 
и анализировали с помощью программы 
для визуализации и математического из-
мерения Scope Photo. Оценивали толщину 
правого, левого желудочков и межжелу-
дочковой перегородки на уровне папил-
лярных мышц левого желудочка.

Сравнивали значения компонентов био-
электрического импеданса тела крыс: актив-
ное сопротивление (R) биоэлектрического 
импеданса при 10–200 кГц синусоидального 
тока, реактивное сопротивление (Im), фазо-
вый угол (ϕ) биоэлектрического импеданса 
при 10–100 кГц; электрическое сопротивле-
ние (R) легких крыс при 30–200 кГц.

Для проверки нормальности распреде-
ления количественных признаков исполь-
зовали критерий Шапиро — Уилка. Равен-
ство дисперсий распределений признаков 
в группах проверяли по критерию Левена. 
Количественные признаки представлены 
как среднее арифметическое ± стандарт-
ное отклонение. Сравнения двух групп из 
совокупностей с нормальным распреде-
лением проводили с помощью t-критерия 
Стьюдента, отличающихся от нормального 
распределения — по критерию Манна — 
Уитни. Для множественных сравнений (при 
разных частотах тока) использовали одноф-
акторный дисперсионный анализ с после-
дующим тестом Бонферрони. Уровень зна-
чимости различий принимали равным 0,05. 
В качестве меры тенденции использовали 
выборочное среднее.

Результаты и их обсуждение
Монокроталиновая модель легочной ги-

пертензии характеризуется общим воспа-
лением, токсическим повреждением пери-
ферических сосудов легких, сердца и др. 
органов [13]. При однократном введении 
монокроталина у животных наблюдали око-
лососудистый отек, значимое утолщение 
альвеолярной стенки, аномальную эпители-
альную гиперплазию легких, интерстици-
альную пневмонию, миокардит [6, 10].

Нами были отмечены значимо большие 
значения относительной массы сердца (3,7± 
0,4 г/кг) у крыс с экспериментальной ле-
гочной гипертензией, чем у крыс контроль-
ной группы (3,2±0,2 г/кг, ρ=0,021), связан-
ные с развитием гипертрофии миокарда. 
У 87% крыс опытной группы гистоло-
гически выявили гипертрофию право-
го желудочка, существенное увеличение 
толщины правого желудочка от 0,98±0,11 
до 1,86±0,21 мм по сравнению с крысами 
контрольной группы. У 13% крыс опыт-
ной группы показана дилатация правого 
желудочка. Толщины левого желудочка 
и межжелудочковой перегородки у живот-
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ных опытной и контрольной групп досто-
верно не отличались.

Электрическое сопротивление легочной 
ткани у крыс с монокроталиновой моде-
лью гипертензии было значимо меньше по 
сравнению с контрольными при 150 кГц  
(R150,опыт=398,9±240,2 Ом, R150,контр=647,2± 
270,5 Ом, ρ=0,043), при остальных частотах 
имело тенденцию к снижению в сравнении 
с контролем (рис. 1).

Достоверное снижение электрического 
сопротивления мягких тканей было пока-
зано в стадии инфильтрации [5]. При ин-
терстициальной пневмонии, характеризу-
ющейся утолщением альвеолярной стенки 
и уменьшением содержания воздуха в ле-
гочной ткани, и при отеке растет электри-
ческая проводимость легочной ткани [9]. 
Нами показано уменьшение сопротивления 
легочной ткани у крыс при иных формах 
артериальной гипертензии: у животных 
со спонтанной гипертензией линии SHR 
[2] и стрессиндуцированной артериальной 
гипертензией линии НИСАГ [3], свиде-

тельствующее об увеличении объема крови 
и интерстициальной жидкости.

Снижение активного сопротивления ле-
гочной ткани у крыс спустя 1 мес. после 
введения монокроталина может указывать 
на увеличение объема внеклеточной жид-
кости при пролиферативных изменениях, 
воспалительном процессе в легких, разви-
тии правожелудочковой гипертрофии и ле-
гочной артериальной гипертензии.

У крыс опытной группы не обнаруже-
но значимых различий в массе, длине 
тела и индексе массы тела по сравнению 
с контрольными.

У крыс с монокроталиновой моделью ле-
гочной гипертензии в сравнении с крысами 
контрольной группы значимо изменились 
реактивное электрическое сопротивление 
(Imопыт=–32,9±4,9 Ом и Imконтр=–39,3±5,3 Ом; 
ρ=0,023) и фазовый угол (ϕопыт=–7,1±0,6º 
и ϕконтр=–8,2±0,6º; ρ=0,002) биоэлектрическо-
го импеданса тела при частоте синусоидаль-
ного тока 30 кГц. При большинстве частот 
наблюдалась тенденция снижения абсолют-
ного значения реактивного сопротивления 
и фазового угла биоэлектрического импе-
данса тела у крыс в опытной группе в срав-
нении с контролем (рис. 2, 3). Выявлена тен-
денция снижения активного сопротивления 
биоэлектрического импеданса тела у крыс 
опытной группы в сравнении с контролем.

Увеличение биоэлектрического импедан-
са тела отмечено у пациентов с плевраль-
ным выпотом при низких частотах при уда-
лении жидкости при плевральной пункции 
[15]. Сниженные (абсолютные) значения 
реактивного сопротивления и фазового 
угла электрического импеданса тканей, 
сегментов тела у пациентов с тяжелыми 
хроническими заболеваниями указывают 
на множественные нарушения состояния 
клеточных мембран [4]. Ранее нами были 
показаны значительное увеличение абсо-
лютного значения реактивного сопротив-
ления, тенденция к увеличению амплитуды 
биоэлектрического импеданса тела у ста-

Рис. 1. Активное сопротивление биоэлектрического им-
педанса легких у крыс в контрольной (контроль) и опыт-
ной (опыт) группах. * — значимое различие у крыс с экс-
периментальной легочной гипертензией в сравнении 
с контрольной группой (F1,18=4,72, ρ=0,043).
Fig. 1. Active resistance of the bioelectrical impedance of 
the lungs in rats in the control (control) and experimental 
(experiment) groups. * — a significant difference in rats 
with experimental pulmonary hypertension compared with 
the control group (F1.18=4.72, ρ=0.043).
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реющих крыс популяции линий Wistar по 
сравнению с молодыми, связанные с из-
менениями физиологического состояния 
организма при старении, уменьшением со-
держания воды в тканях [1].

Выводы
Показаны значимое снижение абсо-

лютных значений реактивного сопротив-

ления и фазового угла биоэлектрическо-
го импеданса тела при низкой частоте 
тока и тенденция к снижению активного 
сопротивления биоимпеданса легочной 
ткани и тела крыс, свидетельствующие 
о накоплении внеклеточной жидкости 
в организме крыс, вызванном развитием 
индуцированной монокроталином легоч-
ной гипертензии.
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Целью работы служило изучение электрофоретической подвижности эритроцитов при действии 
экзогенных активных форм кислорода и оксида азота на образцы крови и организм здоровых крыс. 
Первый этап эксперимента (in vitro) выполнен на образцах крови 15 здоровых доноров. Каждый 
образец был разделен на 5 равных порций по 5 мл, первая из которых являлась контрольной (в ней 
не проводили никаких манипуляций), остальные барботировали различными газовыми смесями 
(озоно-кислородной смесью с концентрацией озона 60 мг/л; синглетно-кислородной воздушной 
смесью; NO-содержащей газовой смесью с концентрацией оксида азота 20 и 100 ppm). Второй этап 
эксперимента (in vivo) выполнен на 40 половозрелых крысах-самцах популяции линий Wistar, раз-
деленных на 7 групп. Первая группа животных (n=10) являлась контрольной. Животные второй 
группы (n=5) на протяжении 10 дней получали ежедневные ингаляции озоно-кислородной смеси. 
Крысам третьей и четвертой групп (n=5 в каждой) в течение 10 дней осуществляли ежедневные ин-
галяции синглетно-кислородной газовой смеси (50 и 100% мощности генератора), а пятой-седьмой 
групп (n=5 в каждой) — NO (концентрация соединения — 20, 50 и 100 ppm соответственно). На 
основании проведенных исследований обнаружен единый характер реагирования биосистем на не-
посредственное (при обработке крови) и опосредованное (в форме ингаляций) воздействие данных 
соединений в изучаемых условиях. Так, озоно-кислородная смесь и высокие концентрации оксида 
азота (100 ppm) обеспечивают снижение электрофоретической подвижности эритроцитов. Напро-
тив, более низкие дозы NO (20 ppm) и синглетный кислород оказывают стабилизирующее влия-
ние на состояние мембран красных клеток крови, повышая антиоксидантный потенциал биосреды. 
Подобный эффект указанных факторов способствует стимуляции электрокинетических свойств 
эритроцитов в эксперименте in vivo (при курсовых ингаляциях).
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This study was aimed at estimating the erythrocyte electrophoretic mobility by investigating the effect of 
exogenous reactive oxygen species and nitric oxide on the blood specimens and organism of healthy rats. 
In the first (in vitro) experimental stage, blood specimens taken from 15 healthy people were analyzed. 
Each specimen was divided into 5 portions (5 ml.). One portion was used a as control (without any manip-
ulations), with the rest being treated with different gas mixtures, including an ozone-oxygen mixture with 
the ozone dose of 60 mg/l; singlet oxygen and an NO-containing gas mixture with 20 and 100 ppm of NO. 
The second (in vivo) experimental stage was performed on 40 male Wistar rats divided into 7 groups. The 
first group (n=10) was considered to be a control group. Animals in the second group (n=5) were given 
daily inhalations with the ozone-oxygen mixture. Rats in the third and fourth groups (n=5 in each) received 
inhalations with singlet oxygen (under the power of the generator of 50 and 100%, respectively). Animals 
in the fifth, sixth and eleventh groups (n=5 in each) were given daily inhalations with nitric oxide (under the 
NO concentration of 20, 50 and 100 ppm, respectively). Our study has demonstrated the biosystems under 
study to exhibit identical response patterns both to direct (blood treatment) and indirect (inhalations) action 
of the investigated substances. Thus, the ozone-oxygen mixture and high doses of nitric oxide (100 ppm) 
are shown to result in a decrease in the electrophoretic mobility of erythrocytes. Alternatively, both low NO 
doses (20 ppm) and singlet oxygen stabilize erythrocyte membranes by elevating the antioxidant potential 
of the biofluid. These effects contribute to the activation of erythrocyte electrokinetic properties in vivo 
experiments (after a course of inhalations).
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Введение
Биорадикалы, преимущественно пред-

ставленные в живых системах активными 
формами кислорода (АФК) и оксидом азота 
[3, 8, 13], в настоящее время рассматрива-
ются в качестве универсальных низкомо-
лекулярных биорегуляторов, оказывающих 
влияние на широкий спектр физиологиче-
ских и патологических процессов [4, 8, 24]. 
Их регуляторное значение прослеживается 
в отношении большинства метаболических 
путей, реализующихся на клеточно-ткане-
вом уровне [1, 3, 8, 13, 15]. Учитывая не-
линейность биологического ответа живых 
систем на действие экзогенных и эндоген-
ных биорадикалов, доза последних может 
рассматриваться в качестве фактора, лими-
тирующего их эффект [10, 17, 23].

С другой стороны, исследования в области 
свободнорадикальной медицины преимуще-
ственно ориентированы на изучение особен-
ностей модулирующего действия эндоген-
ных биорадикалов на различные параметры 
биосистем [4, 8], тогда как характер влияния 
экзогенных соединений с радикальными 
свойствами до сих пор не раскрыт достаточ-
но полноценно [12, 24]. В частности, на фоне 
наличия данных об особенностях протека-
ния окислительных процессов в мембранах 
эритроцитов под влиянием АФК и моноок-
сида азота не уточнен характер воздействия 
биорадикалов на электрокинетические свой-
ства эритроцитов, зависящие от состояния 
мембран последних [17, 23]. Ранее публи-
кациями нашего коллектива и работами др. 
авторов было показано, что электрофорети-
ческая подвижность эритроцитов (ЭФПЭ), 
являющаяся их количественным критерием, 
может рассматриваться как неспецифиче-
ский индикатор состояния эритрона и его 
реакции на изменения гомеостаза и внеш-
ние воздействия на организм [5, 20]. В то 
же время подобные сведения имеются лишь 
в отношении озона, причем они приводят-
ся только в единичных источниках [17]. На 
основании этого целью работы служило 

изучение электрофоретической подвижно-
сти эритроцитов при действии экзогенных 
активных форм кислорода и оксида азота на 
образцы крови и организм здоровых крыс.

Материалы и методы 
Проведенное исследование имело двух-

этапный дизайн, причем на первом этапе 
изучали непосредственное влияние актив-
ных форм кислорода и оксида азота на кровь, 
а на втором — характер опосредованного 
эффекта указанных факторов на организм 
животного при ингаляционном применении.

Первый этап эксперимента (in vitro) вы-
полнен на образцах крови 15 здоровых до-
норов. Каждый образец был разделен на 
5 равных порций по 5 мл, первая из кото-
рых являлась контрольной (в ней не про-
водили никаких манипуляций), остальные 
барботировали различными газовыми сме-
сями (единые параметры обработки для 
всех воздействий: объем газовой смеси — 
100 мл, продолжительность барботирова-
ния — 3 мин [13]). Вторую порцию крови 
обрабатывали озоно-кислородной смесью 
(концентрация озона — 60 мг/л), тре-
тью — синглетно-кислородной воздушной 
смесью (примененная мощность генера-
тора — 100%), а четвертую и пятую — 
NO-содержащей газовой смесью (кон-
центрация оксида азота — 20 и 100 ppm 
соответственно). Барботаж производили 
путем медленного пропускания указан-
ных газов через весь объем биологической 
жидкости, находящейся в стандартной 
стеклянной пробирке (выходное отвер-
стие — выпускник газа — находилось на 
дне пробирки). Продолжительность экспо-
зиции после обработки — 5 мин.

Второй этап эксперимента (in vivo) вы-
полнен на 40 половозрелых крысах-самцах 
популяции линий Wistar, разделенных на 
7 групп. Первая группа животных (n=10) 
являлась контрольной, с ними не проводили 
никаких манипуляций, кроме однократного 
получения крови. Животные второй группы 
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(n=5) на протяжении 10 дней получали еже-
дневные ингаляции озоно-кислородной сме-
си. Крысам третьей и четвертой групп (n=5 
в каждой) в течение 10 дней осуществляли 
ежедневные ингаляции синглетно-кисло-
родной газовой смеси (50 и 100% мощно-
сти генератора), а пятой–седьмой групп 
(n=5 в каждой) — оксида азота (концентра-
ция соединения в газовом потоке — 20, 50 
и 100 ppm для указанных групп соответ-
ственно). Продолжительность воздействия 
составляла 10 мин, скорость потока газовой 
смеси — 2 л/мин. Синтез NO-содержащей 
воздушной смеси осуществляли с помощью 
экспериментального генератора, разрабо-
танного в РФЯЦ-ВНИИЭФ (г. Саров, Рос-
сия) [7]. Воздушный поток, содержащий 
синглетный кислород, получали с примене-
нием аппарата Airnergy (Германия). Для 
проведения ингаляций крыс (по одной) по-
мещали в эксикатор, через который осуще-
ствляли продувание газового потока.

По завершении полного курса воздей-
ствий у животных всех основных групп 
получали образцы крови. Из них выделя-
ли эритроциты трехкратным отмыванием 
0,85% р-ром хлористого натрия с после-
дующим центрифугированием в течение 
10 мин при 1500 об./мин. Измерение ЭФПЭ 
проводили методом микроэлектрофореза 
в собственной модификации [5, 9, 17]. 
Суспензию эритроцитов (0,1%) помещали 
в 10 мМ трис-НСl буфер (рН 7,4) и фик-
сировали перемещение клеток при силе 
тока 8 мА. Величину ЭФПЭ определяли по 
формуле: U= S/TH, где S — расстояние, на 
которое перемещались клетки, Т — время 
перемещения клеток на расстояние S, Н — 
градиент потенциала.

Это исследование проводилось в соот-
ветствии с принципами Базельской декла-
рации и рекомендациями локального этиче-
ского комитета Университетской клиники 
ФГБОУ ВО «ПИМУ» Минздрава России.

Полученные данные были обработа-
ны статистически в программном пакете 

Statistica 6.0. Нормальность распределения 
значений параметров оценивали с использо-
ванием критерия Шапиро — Уилка. С уче-
том характера распределения признака для 
оценки статистической значимости различий 
применяли Н-критерий Краскела — Уоллеса.

Результаты исследования
В рамках первого этапа эксперимента, 

выполненного на образцах крови челове-
ка, установлено, что изучаемые экзоген-
ные биорадикалы оказывают неодинаковое 
влияние на ЭФПЭ крови человека. Так, обе 
изучаемые АФК (озон и синглетный кисло-
род) изменяют данный показатель, однако 
эти сдвиги разнонаправленны (рис. 1).

В частности, барботирование крови озо-
но-кислородной смесью с концентрацией 
озона 500 мкг/л, что соответствует низ-
ким терапевтическим дозам [14], иници-
ирует существенное снижение значения 
параметра (на 22%; p<0,05 по сравнению 
с контрольным образцом), тогда как обра-
ботка биологической жидкости синглет-
но-кислородной газовой смесью вызывает 
умеренное повышение уровня ЭФПЭ (на 
13% относительно контроля; p<0,05). Это 
обусловлено тем обстоятельством, что даже 
небольшие количества озона, введенные 
в биосреду, обеспечивают стимуляцию про-
цессов липопероксидации [12, 14], приводя 
к структурным перестройкам мембраны 
эритроцитов и, следовательно, изменению 
их электрокинетических характеристик.

Напротив, показанное нами ранее в экс-
периментах in vitro [13] и in vivo [10] ан-
тиоксидантное действие синглетного 
кислорода способствует стабилизации 
эритроцитарных мембран и повышению их 
устойчивости, что, в свою очередь, способ-
ствует увеличению подвижности клеток 
крови в электрическом поле.

Оценка влияния различных концентра-
ций оксида азота на электрокинетические 
свойства эритроцитов позволила устано-
вить, что данное воздействие вызывает 
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дозозависимое снижение уровня ЭФПЭ 
(рис. 2). При этом, если при обработке кро-
ви относительно небольшим количеством 
NO (концентрация в газовой смеси — 
20 ppm) эти сдвиги обнаруживаются лишь 
на уровне тенденции (p<0,1 по сравнению 
с контрольным образцом), то при барбота-
же биологической жидкости более высокой 
концентрацией оксида азота (100 ppm) вы-

явлено снижение изучаемого параметра на 
23% по отношению к контролю (p<0,05). 
По нашему мнению, подобный характер 
ответа биосистемы на введение NO связан 
с тем, что небольшие количества послед-
него, утилизируясь в процессе реализации 
его биорегуляторной активности [2, 19, 
24] и частично трансформируясь в депо-
нирующие соединения (S-нитрозотиоды, 
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Рис. 1. Электрофоретическая подвижность эритроцитов (мкм×см×В-1×с-1) при действии активных форм кис-
лорода (* — статистическая значимость различий по сравнению с контролем p<0,05).
Fig. 1. Electrophoretic mobility of erythrocytes (μm×cm×B-1×s-1) under the action of reactive oxygen species (* is the 
statistical significance of differences compared to the control p<0.05).

Рис. 2. Электрофоретическая подвижность эритроцитов (мкм×см×В-1×с-1) при действии оксида азота в раз-
личной концентрации (* — статистическая значимость различий по сравнению с контролем p<0,05).
Fig. 2. Electrophoretic mobility of erythrocytes (μm×cm×B-1×s-1) under the action of nitric oxide in various concentra-
tions (* is the statistical significance of differences compared to the control p<0.05).
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динитрозильные комплексы железа с высо-
ко- и низкомолекулярными лигандами [21, 
22, 24]), не включаются в свободноради-
кальные процессы, протекающие в плазме 
и клетках крови.

С другой стороны, обработка биожид-
кости более высокой концентрацией NO 
обеспечивает условия для формирования 
его неутилизированного избытка, кото-
рый способен трансформироваться в вы-
сокореактивные химические соединения, 
в частности пероксинитрит [23]. Обладая 
крайне высоким окислительным потенциа-
лом, он может атаковать мембраны клеток 
крови, в том числе эритроцитов, потенци-
руя интенсивность свободнорадикальных 
процессов в них. Это, в свою очередь, при-
водит к изменению структуры эритроци-
тарных мембран и, как следствие, к сдви-
гам ЭФПЭ.

На втором этапе исследования изучали 
особенности модификации электрокине-
тических свойств мембран эритроцитов 
крыс при системном воздействии активных 
форм кислорода и оксида азота. Было уста-
новлено, что, как и в отношении непосред-
ственной обработки крови источниками 

радикалов, характер формируемых сдвигов 
ЭФПЭ определяется количеством и хими-
ческим составом воздействующих соедине-
ний. Так, при проведении ингаляций АФК 
выявлено, что озоно-кислородная смесь 
и синглетный кислород разнонаправлен-
но трансформируют изучаемый параметр 
(рис. 3). При этом проведение курса инга-
ляций озона способствует значительному 
снижению ЭФПЭ (на 30% относительно 
контрольной группы; p<0,01), что согла-
суется с результатами эксперимента in vitro. 
Напротив, проведение ингаляций синглет-
ного кислорода обеспечивает стимуляцию 
подвижности эритроцитов, причем исполь-
зование полной мощности (100%) генера-
тора данной активной формы кислорода 
приводило к достаточно существенному 
смещению уровня параметра (+13%; p<0,05 
по сравнению с интактными животными), 
тогда как при использовании 50% режима 
наблюдали сохранение физиологического 
уровня электрокинетической подвижности 
эритроцитов.

Также интересная динамика ответа 
была зафиксирована в отношении курсо-
вых ингаляций различных концентраций 

Рис. 3. Электрокинетические свойства эритроцитов крыс (мкм×см×В-1×с-1) при проведении ингаляций актив-
ных форм кислорода (СК — ингаляции синглетно-кислородной смеси; «*» — статистическая значимость раз-
личий по сравнению с контролем p<0,05).
Fig. 3. Electrokinetic properties of rat erythrocytes (μm×cm×B-1×s-1) during a course of inhalations with reactive oxygen 
species (СК — singlet oxygen inhalations; * is the statistical significance of differences compared to the control p<0.05 ).
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NO (рис. 4). В частности, минимальная из 
примененных концентраций (20 ppm) обес-
печивает нарастание значения показателя 
устойчивости мембран эритроцитов и их 
электрокинетической мобильности. В то же 
время применение газовой смеси с более 
высокими концентрациями (50 и 100 ppm) 
дозозависимо снижало ЭФПЭ (на 15 и 31% 
относительно интактных животных соот-
ветственно; p<0,05 для обоих случаев). Это 
свидетельствует о двухфазности реакции 
мембран изучаемых клеток крови на кур-
совое ингаляционное применение данного 
оксида азота.

Обсуждение результатов
В настоящее время убедительно пока-

зана биорегуляторная роль малых моле-
кул-радикалов [4, 8, 18], к числу которых 
относятся активные формы кислорода и 
монооксид азота [3, 6, 10, 15, 16]. С дру-
гой стороны, этот постулат касается пре-
имущественно эндогенно генерируемых 
соединений [4, 15, 19], тогда как в отно-
шении экзогенного их введения подоб-
ные сведения немногочисленны [1, 2, 21, 
24]. В наших предшествующих работах 
было экспериментально показано, что эк-

зогенные источники кислород- и нитросо-
держащих радикалов способны изменять 
ряд метаболических параметров крови, 
включая индикаторы состояния окисли-
тельного и энергетического обмена, эрит-
роцитарных ферментных систем детокси-
кации, как в условиях in vitro (на образцах 
крови) [5, 13], так и in vivo (у здоровых 
крыс популяции линий Wistar при ингаля-
ционном и внутрибрюшинном введении) 
[11]. При этом продемонстрирован диф-
ференцированный и дозозависимый ха-
рактер ответа на воздействие данных фи-
зико-химических факторов. В частности,  
в этих исследованиях установлено модули-
рующее действие АФК и оксида азота на 
состояние мембран эритроцитов. Данный 
эффект был проиллюстрирован на примере 
динамики перекисной резистентности, ха-
рактеризующей интенсивность процессов 
липопероксидации в эритроцитарных мем-
бранах [11, 13].

Учитывая то обстоятельство, что ЭФПЭ 
в последние десятилетия рассматривается 
как интегральный параметр, позволяющий 
оценивать целостность и функциональные 
свойства мембран изучаемых клеток крови 
[10, 17, 23], представляло интерес уточнить 

Рис. 4. Электрокинетические свойства эритроцитов крыс (мкм×см×В-1×с-1) при проведении ингаляций оксида 
азота (* — статистическая значимость различий по сравнению с контролем p<0,05).
Fig. 4. Electrokinetic properties of rat erythrocytes (μm×cm×B-1×s-1) during a course of inhalations with nitric oxide  
(* is the statistical significance of differences compared to the control p<0.05).
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особенности сдвигов данного показателя  
в условиях влияния эндогенных источни-
ков радикалов и сопоставить его реализа-
цию при непосредственной обработке кро-
ви и при системном применении фактора  
(в форме курса ингаляций).

Установлено, что среди изученных аген-
тов наиболее неблагоприятным воздействи-
ем обладают ингаляции сухой озоно-кис-
лородной смеси и высокие концентрации 
оксида азота (100 ppm), которые существен-
но понижают электрокинетические свойства 
эритроцитов, что может быть обусловлено 
стимуляцией процессов липопероксидации 
в мембранах эритроцитов под влиянием 
данных источников радикалов. Напротив, 
синглетный кислород, для которого ранее 
нами показано выраженное антиоксидант-
ное действие на биосистемы [10, 13, 22], 
способствует упрочнению липидного кар-
каса мембран, ингибируя процессы пере-
кисного окисления липидов в последних. 
Аналогичный эффект прослеживается 
и в отношении низкой концентрации окси-
да азота (20 ppm), повышая мобильность 
рассматриваемых клеток крови в электриче-
ском поле. Эти сдвиги ЭФПЭ, характерные 
для курсовых ингаляций синглетного кисло-
рода и NO в концентрации 20 ppm, тракту-
ются нами как благоприятные, проадаптив-
ные. Приведенные результаты полностью 
подтверждают ранее продемонстрированное 
положительное действие указанных факто-
ров на метаболические параметры крови, 
в частности, на состояние окислительного 

и энергетического обмена, ферментных си-
стем детоксикации и др. [10–13]. Это позво-
ляет предположить, что одной из основных 
«точек приложения» экзогенных источников 
радикалов выступают свободнорадикальные 
процессы в мембранах эритроцитов, опо-
средующие биологические эффекты изуча-
емых соединений.

Заключение
На основании проведенных исследова-

ний обнаружен единый характер реаги-
рования биосистем на непосредственное 
(при обработке крови) и опосредованное 
(в форме ингаляций) воздействие данных 
соединений в изучаемых условиях. Так, 
озоно-кислородная смесь и высокие кон-
центрации оксида азота (100 ppm) обес-
печивают снижение электрофоретической 
подвижности эритроцитов. Напротив, бо-
лее низкие дозы NO (20 ppm) и синглетный 
кислород оказывают стабилизирующее 
влияние на состояние мембран красных 
клеток крови, повышая антиоксидантный 
потенциал биосреды. Подобный эффект 
указанных факторов способствует стимуля-
ции электрокинетических свойств эритро-
цитов в эксперименте in vivo (при курсовых 
ингаляциях). Таким образом показано, что 
экзогенные биорадикалы (активные фор-
мы кислорода и оксид азота) специфично 
и дозозависимо влияют на электрокинети-
ческие свойства эритроцитов в условиях 
in vitro и in vivo.
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Уважаемые коллеги!

Приглашаем Вас принять участие в ежегодной научно-практической 
конференции «Биомедицина и биомоделирование», которая будет про-
водиться 21-22 мая 2019 г. в Научном центре биомедицинских технологий 
ФМБА России по адресу:

143442, Московская обл., Красногорский р-н, пос. Светлые горы, владение 1
тел.: +7 (495) 561-52-64, факс: +7 (495) 561-52-73
e-mail: scbmt@yandex.ru

Предполагаемые темы для формирования программы Конференции:
1. Лабораторные животные (модели животных в биомедицинских исследованиях, био-

этические нормы и принципы в экспериментальной работе, новые методы оценки функцио-
нальных состояний животных, лабораторные животные в современных фармакологических 
и токсикологических исследованиях, животные-модели и модели животных в сравнительных 
биологических исследованиях, новые технологии содержания, требования GLP).

2. Альтернативное и биологическое моделирование в биомедицинских исследовани-
ях (биологические и клеточные, математические, физико-химические модели, животные-
модели).

3. Биомедицинская безопасность (безопасность нанобиотехнологических средств, 
клеточных технологий, иммунобиологических препаратов, лекарственная токсикология 
и безопасность фармакологических средств и фармацевтических субстанций). 

4. Новые биомедицинские технологии.
5. Методы биомедицинских исследований.
6. Работоспособность и выносливость в спортивной биомедицине.
7. Биомоделирование в интересах клинической фармакологии.

Время для доклада на пленарном заседании: 20 мин, на секциях – 10 мин. Возможно представ-
ление стендовых докладов. Просьба к участникам выслать материалы докладов с указанием 
фамилии, имени, отчества (полностью), учреждения и названия доклада до 1 мая 2019 года.

СХЕМА ПРОЕЗДА:
Адрес: 143442, Московская обл., 
Красногорский р-н, пос. Светлые 
горы, владение 1.
Проезд по Пятницкому шоссе от стан-
ции метро «Тушинская» на автобусе 575 
или маршрутном такси 460 до остановки 
«Марьино-Знаменское», далее пешком до 
Центра через поселок.
От станции метро «Митино» или «Пят-
ницкое шоссе» на автобусе 575, марш-
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«Марьино-Знаменское», далее пешком до 
Центра через поселок, на автобусе 32 до 
остановки Светлые горы.
На автомобиле: по Пятницкому шоссе (6 км от 
МКАД) до поворота на Светлые горы, мимо 
пруда, до магазина, после него поворот налево 
между двух прудов по дамбе прямо до Центра.
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ЛАБОРАТОРИЯ НЕЙРОТЕХНОЛОГИЙ  
ФГБУН НЦБМТ ФМБА РОССИИ

В лаборатории нейротехнологий (зав. лаб. – к.б.н. Фокин Юрий Владимирович) выполняются ис-
следования активности мозга, поведенческих, когнитивных и коммуникативных функций животных, 
выносливости и работоспособности, параметров резистентности к условиям внешней среды с при-
менением современного высокотехнологичного оборудования, что позволяет создавать новые и опти-
мизировать существующие биомедицинские методы, тестировать биологически активные и фармако-
логические средства в доклинических исследованиях.

Задачи лаборатории:
• Изучение активности, функций и интрацентральных отношений головного мозга, в т.ч. по параме-

трам электрограмм, вызванным потенциалам, пороговым величинам чувствительности к различ-
ным применяемым воздействиям, включая транскраниальную стимуляцию.

• Анализ эффектов центрального генеза посредством регистрации периферического действия ис-
следуемых средств с помощью кардиографии, термометрии, пульсоксиметрии и других методов 
функциональной диагностики.

• Регистрация и интерпретация параметров системного поведения и ультразвуковой вокализации ла-
бораторных животных, отражающих их коммуникативные функции и являющихся индикаторами 
психоэмоционального состояния, в заданных условиях и при действии тестируемых веществ.

• Исследование когнитивных функций (внимания, памяти, обучения и др.), выносливости и работо-
способности животных в классических биомедицинских тестах (бега, плавания и т.д.) и при воз-
действии экстремальных факторов (электростимуляция, температура и проч.) окружающей среды.




