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Вероника Игоревна Скворцова в 1997 году возглавила со-
зданную ею первую кафедру фундаментальной и клинической 
неврологии и нейрохирургии, а в дальнейшем — первый Научно-
исследовательский институт инсульта Российского государствен-
ного медицинского университета. Она является автором осно-
вополагающих работ по неврологии, диагностике и лечению 
тяжелейших нарушений функций центральной нервной системы, 
создателем научной школы инсультологии. Блестящий ученый 
и педагог, Вероника Игоревна по праву пользуется заслуженным 
авторитетом и уважением коллег и её многочисленных учеников.

С 2008 года Вероника Игоревна в должности заместителя 
Министра, а с 2012 года — в статусе Министра здравоохранения, 
вводит в действие программы «Земский доктор», «Бережливая 
поликлиника», возглавляет Правительственную комиссию по во-
просам химической и биологической безопасности, комиссию 
ВОЗ по неинфекционным заболеваниям, инициирует создание 
и возглавляет Национальную ассоциацию по борьбе с инсультом.

С января 2020 года она становится первой в России женщи-
ной-руководителем Федерального медико-биологического агент-
ства и первым же своим шагом осуществляет перевод ведомст-
ва в прямое подчинение Правительству Российской Федерации. 
Энергия, талант, исключительная трудоспособность, высочайший 
профессионализм Вероники Игоревны Скворцовой, её интелли-
гентность и доброжелательность к людям — залог плодотворного 
развития и успехов в медицинской науке и охране здоровья всех 
сотрудников и пациентов ФМБА России.

От всей души поздравляем Веронику Игоревну! Желаем блестя-
щего воплощения всех задуманных идей и поставленных целей, 
новых достижений и побед в науке, успеха в работе и руководстве 
Федеральным медико-биологическим агентством — передовым от-
рядом российской медицины и здравоохранения! И, конечно же, 
крепкого здоровья, счастья, любви и благо получия!

Коллектив Научного центра 
биомедицинских технологий ФМБА России
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Научный журнал «Биомедицина» основан в 2005 году Научным центром биомедицин-
ских технологий. Журнал издаётся на русском и английском языках. В журнале публику-
ются исследования по новым биомедицинским технологиям, моделям и методам иссле-
дований, конструированию новых линий животных-моделей (в том числе трансгенных, 
нокаутных, эпигеномных), эпигенетическим аспектам в биомедицине, эксперименталь-
ной и спортивной фармакологии, фармнутриентам, восстановительной медицине, биоме-
дицинским аспектам клинической фармакологии. Журнал ориентирован на специалистов 
в области биологии, медицины, биомедицины и ветеринарии. В журнале опубликованы 
статьи авторов более чем из 200 различных организаций, география которых включает 
в себя практически всю Россию, а также Беларусь, Казахстан, Грузию, Украину, Нидер-
ланды, Болгарию.
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ОПИОИДЕРГИЧЕСКАЯ СИСТЕМА ИММУННЫХ КЛЕТОК: 
НОВАЯ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ МИШЕНЬ В ТЕРАПИИ 

«ЦИТОКИНОВОГО ШТОРМА»

В.Н. Каркищенко1, И.А. Помыткин1,*, В.И. Скворцова2

1 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий
Федерального медико-биологического агентства России»

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1
2 Федеральное медико-биологическое агентство России

123182, Российская Федерация, Москва, Волоколамское шоссе, д. 30

В настоящей статье предложен новый фармакологический подход к подавлению «цитокинового 
шторма», основанный на использовании опиоидных пептидов. Клетки иммунной системы имеют 
полноценную опиоидную систему сигнализации, состоящую из всех трех типов опиоидных 
рецепторов: мю (μ), дельта (δ) и каппа (κ). Эти клетки также экспрессируют проопиомеланокортин, 
проэнкефалин и продинорфин, являющиеся предшественниками агонистов рецепторов — 
β-эндорфина, метэнкефалина и динорфинов соответственно. Особенностью опиоидной системы 
иммуноцитов является то, что экспрессия всех компонентов этой системы повышается в ответ на 
действие цитокинов и воспаление, что указывает на ее участие в регуляции иммунного ответа. Не-
давно было показано, что динорфины, возможно, играют важную роль в ингибировании экспрессии 
провоспалительных цитокинов иммунными клетками, подавляя транслокацию активного димера 
ядерного фактора каппа В ( NF-κB). С учетом ключевой роли канонического пути активации 
NF-κB в экспрессии цитокинов, который реализуется при активации множества различных 
рецепторов, подавление этого пути с использованием опиоидных пептидов обеспечивает новый 
фармакологический подход к решению проблемы «цитокинового шторма». Актуальность этого 
подхода связана с пандемией коронавирусной инфекции COVID-19, роль «цитокинового шторма» 
в которой установлена многочисленными исследованиями.

Ключевые слова: опиоидная система иммуноцитов, опиоидные рецепторы, динорфин 1-6, 
«цитокиновый шторм», транскрипционный фактор NF-κB, лейтрагин, COVID-19
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В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин, В.И. Скворцова
«Опиоидергическая система иммунных клеток: новая фармакологическая мишень 

в терапии «цитокинового шторма»»

THE OPIOIDERGIC SYSTEM OF IMMUNE CELLS: 
A NEW PHARMACOLOGICAL TARGET IN THE THERAPY 

OF “CYTOKINE STORM”

Vladislav N. Karkischenko1, Igor A. Pomytkin1,*, Veronika I. Skvortsova2

1 Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia
143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk district, Svetlye gory village, building 1

2 Federal Medical and Biological Agency of Russia
123182, Moscow, Volokolamskoye highway, 30

This article proposes a new pharmacological approach to suppressing “cytokine storm” syndromes based 
on the use of opioid peptides. Immune cells possess a complete opioid signaling system consisting of all 
three types of opioid receptors: mu (μ), delta (δ) and kappa (κ). These cells also express proopiomelanocor-
tin, proenkephalin and prodinorphin, which serve as precursors for such receptor agonists as β-endorphin, 
methenkephalin and dynorphins, respectively. A distinct feature of the opioid system of immunocytes con-
sists in an increased expression of all its components in response to the action of cytokines and infl amma-
tion, which indicates participation of this system in regulating the immune response. It has been recently 
shown that dynorphins are likely to play an important role in inhibiting the expression of proinfl ammatory 
cytokines by immune cells through impeding the translocation of the active nuclear factor kappa B (NF-κB) 
dimer. Given the key role of the canonical pathway of NF-κB activation in cytokine expression realized 
when activating a variety of receptors, suppression of this pathway using opioid peptides provides a new 
pharmacological approach to solving the “cytokine storm” problem. The relevance of this approach is 
associated with the COVID-19 coronavirus infection pandemic, the role of the “cytokine storm” in which 
has been established by numerous studies.

Keywords: opioidergic system of immunocytes, opioid receptors, dynorphin-1,6, “cytokine storm”, trans-
cription factor NF-κB, leutragin, COVID-19
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Введение
В 1979 году Дж. Вибран и соавт. впер-

вые обнаружил, что опиоиды могут вли-
ять на иммунную функцию. Эндогенный 
опиоидный пептид метэнкефалин, дейст-
вуя на нормальные Т-лимфоциты крови 
человека, увеличивал процент активных 
Т-розеток в тесте розеткообразования, 
и этот эффект ингибировался налоксоном, 
неселективным ингибитором опиоидных 
рецепторов [31]. Накопленные в последу-
ющие годы данные позволили утверждать, 
что опиоидная и иммунная система тесно 

взаимосвязаны, а эндогенные опиоидные 
пептиды обладают многими свойствами 
цитокинов, главных модуляторов иммун-
ной системы [21].
Классическая опиоидная система 

представлена тремя белками — пред-
шественниками опиоидных пептидов 
и тремя основными рецепторами: μ- 
(MOR), δ- (DOR) и κ-рецептором (KOR). 
Проопиомеланокортин является пред-
шественником β-эндорфина, агониста 
μ-рецепторов. Препроэнкефалин явля-
ется предшественником метэнкефалина 
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и лейэнкефалина, смешанных агонистов 
δ- и, в меньшей степени, μ-рецепторов. 
Продинорфин является предшествен-
ником динорфинов А и В, агонистов 
κ-рецепторов, которые при гидролити-
ческом расщеплении дают множество 
фрагментов с аффинностью ко всем трем 
рецепторам. Подавляющее большинство 
сведений о структуре и свойствах опиоид-
ных рецепторов относится к нейрональ-
ным рецепторам, что связано с основным 
направлением исследований в этой обла-
сти, а именно изучением роли централь-
ной опиоидной системы в подавлении 
боли.
Полученный в 1980-х и 1990-х гг. мас-

сив данных о взаимодействии опиоидной 
и иммунной систем при локальном вос-
палении привел к появлению гипотезы 
о локальном контроле воспалительной 
боли [4]. Согласно этой гипотезе иммун-
ные клетки содержат опиоидные пептиды, 
которые выделяют внутри воспаленной 
ткани в ответ на воздействие цитокинов. 
Высвобожденные пептиды, в свою оче-
редь, действуют на опиоидные рецепторы 
на окончаниях периферических сенсорных 
нервов, тем самым снижая болевую чувст-
вительность в месте воспаления. Эта гипо-
теза является расширением представлений 
о роли опиоидных пептидов как обезбо-
ливающих агентов, но действующих 
не на нейроны центральной нервной систе-
мы, а на периферические нейроны в месте 
локального воспаления.

 В ходе этих исследований было обнару-
жено, что иммунные клетки экспрессируют 
опиоидные рецепторы, а также опиоидные 
пептиды, способные связываться с этими 
рецепторами. Считается, что опиоидные 
рецепторы иммунных клеток в целом иден-
тичны опиоидным рецепторам в нейронах, 
хотя преобладающие подтипы опиоидных 
рецепторов иммуноцитов могут в ряде слу-
чаев отличаться [29]. Наличие опиоидных 
рецепторов и путей внутриклеточной пере-

дачи сигналов этих рецепторов, сопряжен-
ных с факторами транскрипции, позволяет 
утверждать, что иммунные клетки имеют 
полноценную опиоидергическую систему 
регуляции.

 Ниже мы суммируем имеющиеся данные 
о роли опиоидергической системы имму-
ноцитов в модуляции иммунного ответа. 
При определенных условиях эта система 
может выступать в качестве негативного 
регулятора канонического пути активации 
ядерного транскрипционного фактора кап-
па В (NF-κB), играющего ключевую роль 
в транскрипции генов провоспалительных 
цитокинов, хемокинов и др. медиаторов 
воспаления, чрезмерная экспрессия кото-
рых может вызвать неконтролируемый вос-
палительный ответ, известный как «цито-
киновый шторм».
В настоящей статье мы предлагаем но-

вый фармакологический подход к лечению 
воспалительных заболеваний, основанный 
на воздействии на опиоидергическую сис-
тему иммуноцитов с целью подавления ка-
нонического пути активации NF-κB. По на-
шему мнению, эта система представляет 
собой новую, многообещающую фармако-
логическую мишень в терапии широкого 
спектра острых и хронических воспали-
тельных заболеваний и в особенности «ци-
токинового шторма» — жизнеугрожающе-
го состояния, актуальность поиска новых 
фармакологических подходов к лечению 
которого растет из-за роста эпидемий ви-
русных пневмоний и коронавирусной ин-
фекции COVID-19 [1, 10, 12].

Опиоидергическая система 
иммунных клеток
Иммунные клетки экспрессируют 
опиоидные рецепторы
Все три основных типа опиоидных ре-

цепторов — μ, δ и κ — были обнаружены 
в клетках, участвующих в иммунном отве-
те [27]. В ранних исследованиях с исполь-
зованием радиолигандов сайты связывания 
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μ-агонистов были обнаружены в перифе-
рических лимфоцитах крови человека, ти-
моцитах, спленоцитах, моноцитах и макро-
фагах. Сайты связывания δ- и κ-агонистов 
были найдены в лимфоцитах и макрофагах. 
Эти результаты были подтверждены обнару-
жением транскриптов опиоидных рецепто-
ров. DOR мРНК была найдена в B-клетках, 
T-клетках, моноцитах и лимфоцитах. MOR 
мРНК  была обнаружена в перитонеальных 
макрофагах, мононуклеарных клетках пе-
риферической крови, моноцитах, грануло-
цитах и CD4+ Т-клетках. KOR мРНК была 
найдена в лимфоцитах. В целом уровень 
экспрессии опиоидных рецепторов зависел 
от типа рецептора и типа клетки и обычно 
резко повышался при воспалении. Так, мо-
делирование воспаления в тонкой кишке 
крыс приводило к значительному увеличе-
нию уровней мРНК всех трех опиоидных 
рецепторов: MOR [23], DOR [24, 13] и KOR 
[24, 13]. Экспрессируемые в иммунных 
клетках опиоидные рецепторы, как полага-
ют, идентичны нейрональным опиоидным 
рецепторам, хотя преобладающие подтипы 
опиоидных рецепторов в некоторых случа-
ях могут отличаться [29].

Транскрипционный фактор NF-κB 
участвует в экспрессии опиоидных 
рецепторов
Транскрипционный фактор NF-κB уча-

ствует в экспрессии всех трех типов опио-
идных рецепторов, в т. ч. KOR [15], DOR 
[7, 5] и MOR [14]. Как следствие, стимулы, 
активирующие NF-κB, запускают экспрес-
сию опиоидных рецепторов. Фактор некро-
за опухоли (TNF-α) индуцировал экспрес-
сию MOR во многих иммунных клетках, 
включая Т-лимфоциты, лейкоциты, зрелые 
дендритные клетки [14], а также клетки 
Jurkat (линия Т-клеток) и THP-1 моноци-
ты [22]. Стимуляция клеток Jurkat и THP-1 
моноцитов интерлейкином 1β (IL-1β), ин-
терфероном гамма (IFN-γ) или TNF-α по-
вышала содержание MOR протеина, при-

чем химический ингибитор активации 
NF-κB отменял этот эффект цитокинов [22]. 
Таким образом, высвобождение цитокинов 
при воспалении ведет к активации транс-
крипционного фактора NF-κB и последу-
ющему повышению содержания всех трех 
типов опиоидных рецепторов в иммунных 
клетках. С учетом того, что активность 
опиоидной системы в значительной степе-
ни регулируется экспрессией опиоидных 
рецепторов, именно воспаление и высокий 
уровень провоспалительных цитокинов ве-
дут к повышению активности опиоидерги-
ческой системы в иммунных клетках.

Иммунные клетки экспрессируют 
опиоидные пептиды
Все три предшественника эндогенных 

опиоидных пептидов, а также сами пеп-
тиды производятся клетками иммунной 
системы. мРНК проопиомеланокортина, 
предшественника β-эндорфина, была най-
дена в лейкоцитах [28], макрофагах селе-
зенки [17], T- и B-лимфоцитах, моноцитах, 
макрофагах [25], циркулирующих лим-
фоцитах и лимфоцитах, локализованных 
в лимфатических узлах [2]. Повышенные 
уровни мРНК проэнкефалина были обна-
ружены в воспаленных тканях [25] и ак-
тивированных Т-хелперах [32]. Уровень 
иммунореактивного динорфина повышал-
ся при воспалении в лимфоцитах и макро-
фагах [11].

Провоспалительные цитокины 
индуцируют секрецию опиоидных 
пептидов
Воспаленная ткань аккумулирует значи-

тельное количество β-эндорфина и метэн-
кефалина [30]. По некоторым данным, роль 
активатора секреции опиоидных пепти-
дов играют цитокины. IL-1β стимулиро-
вал выделение β-эндорфина и динорфина 
А из лимфоцитов [3]. Локальное введение 
IL-1β в область воспаления стимулировало 
выделение β-эндорфина, метэнкефалина 

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин, В.И. Скворцова
«Опиоидергическая система иммунных клеток: новая фармакологическая мишень 

в терапии «цитокинового шторма»»
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и динорфина А [26]. О выделении опио-
идных пептидов в ответ на стимуляцию 
TNF-α и интерлейкином-6 (IL-6) косвенно 
свидетельствовал тот факт, что инъекции 
TNF-α и IL-6 в воспаленную ткань повы-
шали болевой порог, и этот эффект ингиби-
ровался антагонистом опиоидных рецепто-
ров — налоксоном [8].
В целом представленные здесь опублико-

ванные данные говорят о наличии полно-
ценной опиоидергической сигнальной сис-
темы в клетках, отвечающих за защитный 
иммунитет. Лейкоциты, лимфоциты, моно-
циты и макрофаги экспрессируют в сово-
купности все типы опиоидных рецепторов, 
а также производят все три предшествен-
ника опиоидных пептидов и секретируют 
опиоидные пептиды в воспаленной ткани 
в ответ на стимуляцию цитокинами.

Фактор транскрипции NF-κB: 
ключевой пункт в развитии 
«цитокинового шторма»
Канонический путь активации NF-κB

NF-κB представляет собой семейство 
факторов транскрипции, которое регули-
рует большое количество генов, играющих 
центральную роль в координации воспали-
тельных реакций, врожденном и адаптив-
ном иммунитете [18]. Активация NF-κB 
может идти по двум основным сигнальным 
путям — каноническому и неканоническо-
му. Канонический путь участвует почти 
во всех аспектах иммунных ответов, в то 
время как неканонический путь развива-
ется как дополнительный для регуляции 
специфических функций адаптивного им-
мунитета. Канонический путь активации 
начинается с высвобождения транскрипци-
онно активного димера NF-κB из неактив-
ного цитоплазматического комплекса, с по-
следующей транслокацией NF-κB в ядро, 
связыванием с ДНК и активацией экспрес-
сии целевых генов, включая гены прово-
спалительных цитокинов, хемокинов и др. 
медиаторов воспаления (рис. A). Особая 

значимость канонического пути активации 
NF-κB состоит в том, что он является об-
щим сигнальным путем, опосредующим 
действие множества различных рецепторов, 
в т. ч. рецепторов цитокинов, рецепторов 
T- и B-клеток, а также рецепторов, распоз-
нающих молекулярные образы (паттерны) 
разнообразных патогенов или молекуляр-
ных фрагментов поврежденной ткани [16], 
что более подробно изложено ниже.

NF-κB и рецепторы распознавания 
молекулярных паттернов
Рецепторы распознавания молекуляр-

ных паттернов (PRR) экспрессируются 
иммунными клетками и распознают т. н. 
«патоген-ассоциированные молекулярные 
паттерны» (PAMP), представляющие со-
бой специфические молекулярные компо-
ненты патогена, а также ассоциированные 
с повреждениями молекулярные паттерны 
(DAMP), т. е. молекулы, высвобождаемые 
поврежденными клетками хозяина [16].
Клетки млекопитающих экспрессируют 

пять семейств PRR, включая toll-подоб-
ные рецепторы (TLR), RIG-I-подобные 
рецепторы, NOD-подобные рецепторы 
(NLR), лектин-подобные рецепторы C-типа 
и сенсоры цитозольной ДНК. Такое мно-
гообразие рецепторов позволяет клеткам 
врожденного иммунитета распознавать ши-
рокий спектр патогенов. В частности, ре-
цепторы TLR3, TLR8, TLR9, а также RIG-I-
подобные рецепторы распознают вирусную 
одноцепочечную РНК (ssRNA) и двухцепо-
чечную РНК (dsRNA), а рецепторы TLR4 
распознают липополисахарид стенки гра-
мотрицательных бактерий. Однако, рас-
познавая разные патогены, эти рецепторы 
запускают универсальный ответ, активируя 
общий сигнальный механизм  каноническо-
го пути активации NF-κB и последующую 
транскрипцию  NF-κB-зависимых генов, 
кодирующих цитокины, хемокины и др. 
медиаторы воспаления в различных типах 
иммунных клеток (рис. A).
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Как следствие, «цитокиновый шторм» 
не является специфической реакцией 
на специфические патогены, но это общая 
реакция, которая может возникать вслед-
ствие чрезмерной активации каноническо-
го пути активации NF-κB при стимуляции 
множества рецепторов PRR множеством 
разных патогенов. В этом контексте в ос-
нове генерации «цитокинового шторма» 
вирусом SARS-CoV-2 при COVID-19 и эн-
дотоксином при сепсисе лежит один и тот 
же механизм активации NF-κB.
В целом именно универсальная роль ка-

нонического пути активации NF-κB в ге-
нерации «цитокинового шторма» делает 
NF-κB наиболее многообещающей фарма-
кологической мишенью в терапии различ-
ных заболеваний с высоким риском разви-
тия этого жизнеугрожающего состояния, 
в т. ч. при COVID-19.

Опиоидные пептиды в регуляции NF-κB
Имеются только ограниченные данные 

о роли эндогенных опиоидных пептидов 
в регуляции NF-κB, тем не менее указы-
вающие, что агонисты DOR и KOR могут 
подавлять канонический путь активации 
NF-κB [6]. Основные исследования в этом 
направлении проводились для динорфинов. 
Динорфины А и В образуются из продинор-
фина, большого белкового предшественни-
ка, который экспрессируется в т. ч. клет-
ками иммунной системы [11]. Согласно 
имеющимся данным, динорфин А высво-
бождается из мигрировавших в сайт воспа-
ления лейкоцитов и подвергается быстрой 
биотрансформации под действием пепти-
даз с образованием 21-го фрагмента при рН 
7,4 и 31-го фрагмента при рН 5,5 [20, 19]. 
Часть из них обладает опиоидной активно-
стью и аффинностью к κ- и δ-рецепторам, 
а некоторые — к μ-рецепторам. Динорфин 
1-6 образуется как основной фрагмент, име-
ющий опиоидную активность при рН 7,4, 
а динорфин 1-5 (лейэнкефалин) — как ос-
новной фрагмент при рН 5,5. Было показа-

но, что динорфин 1-17, а также некоторые 
N-терминальные продукты его биотран-
сформации, включая динорфин 1-6, ин-
гибируют  канонический путь активации 
NF-κB, запрещая транслокацию активного 
димера NF-κB в ядро в стимулированных 
липополисахаридом моноцитах THP-1 [9].

Новый фармакологический 
подход к ингибированию 
«цитокинового шторма»
Схема на рисунке показывает функцио-

нальное взаимодействие между сигналь-
ными путями рецепторов, запускающих 
канонический путь активации NF-κB, 
и сигнальными путями рецепторов KOR/
DOR опиоидергической системы иммуно-
цитов.
Согласно схеме (рис. A), канонический 

путь активации NF-κB запускается мно-
жеством рецепторов, включая рецепторы 
распознавания молекулярных паттернов 
(TLR3, TLR4, RIG-I и NLR), а также ре-
цепторами T-клеток (TCR), B-клеток (BCR) 
и рецепторами цитокинов (TNFR) [16]. 
Активация этих рецепторов ведет к выс-
вобождению транскрипционно активного 
димера NF-κB из неактивного цитоплаз-
матического комплекса IκB–NF-κB с по-
следующей транслокацией NF-κB в ядро, 
его связыванием с ДНК и транскрипцией 
генов провоспалительных цитокинов, хе-
мокинов и др. медиаторов воспаления [18]. 
Чрезмерная экспрессия последних ведет 
к «цитокиновому шторму». Стимуляция 
опиоидных рецепторов KOR/DOR опиоид-
ными пептидами (рис. B), напротив, ведет 
к ингибированию транслокации активно-
го димера NF-κB в ядро и ингибированию 
«цитокинового шторма» [9].
В контексте указанной схемы опиоидер-

гическая система иммуноцитов, в основном 
сигнальные подсистемы δ- и κ-рецепторов, 
является новой фармакологической мише-
нью в лечении острых и хронических вос-
палительных заболеваний.
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Опираясь на эти новые представления, 
мы предлагаем новый фармакологический 
подход к решению п роблемы « цитокино-
вого шторма», основанный на воздействии 
на опиоидергическую систему иммуно-
цитов. «Цитокиновый шторм» является 
жизнеугрожающим состоянием, пробле-
ма которого стала особенно острой в свя-
зи с эпидемиями вирусных пневмоний 

и пандемией коронавирусной инфекции 
COVID-19.
В рамках решения этой проблемы 

мы предполагаем провести скрининг опи-
оидных пептидов на модели фатального 
острого респираторного дистресс-синдро-
ма, который характеризуется повышенной 
экспрессией провоспалительных цитоки-
нов, что воспроизводит основные особен-

Рис. Взаимодействие между сигнальными путями рецепторов-активаторов канонического пути активации 
NF-κB и опиоидных рецепторов KOR/DOR в процессе развития «цитокинового шторма». А — схема генерации 
«цитокинового шторма»; В — схема ингибирования «цитокинового шторма» опиоидными пептидами.
Fig. Interaction between the signaling pathways of receptors-activators of the canonical NF-κB activation pathway and 
opioid KOR/DOR receptors during the development of a “cytokine storm”. A — a scheme describing the development of 
a “cytokine storm”; B — a scheme describing inhibition of a “cytokine storm” by opioid peptides.
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ности «цитокинового шторма» при вирус-
ных пневмониях и COVID-19. Результаты 
исследований одного из выбранных опио-
идных пептидов (лейтрагина), которые под-
тверждают выдвинутую нами идею о воз-
можности лечения «цитокинового шторма» 
путем воздействия на опиоидергическую 
систему иммуноцитов, представлены в ма-
териалах настоящего выпуска.

Заключение
В настоящей статье мы представили име-

ющиеся в научной литературе данные, ко-
торые свидетельствуют о существовании 
полноценной опиоидергической системы 
регуляции в иммунных клетках (иммуно-
цитах). Иммунные клетки экспрессируют 
все три известных типа опиоидных ре-
цепторов — MOR (μ), DOR (δ) и KOR (κ), 
а также опиоидные пептиды-лиганды этих 
рецепторов и элементы системы внутри-
клеточной передачи сигналов этих рецеп-
торов.
Опиоидергическая система иммуноцитов 

в значительной степени является индуци-
бельной, ее активность растет в условиях 
воспаления. Активация фактора транс-
крипции NF-κB индуцирует экспрессию 
опиоидных рецепторов, а стимуляция им-
мунных клеток различных типов прово-
спалительными цитокинами (IL-1β, TNF-α, 
IL-6 и IFN-γ) индуцирует как экспрессию 
опиоидных рецепторов в иммуноцитах, 
так и секрецию опиоидных пептидов им-
муноцитами. Поэтому можно утверждать, 
что опиоидергическая система иммуноци-
тов активируется при воспалении.
Сигнальные подсистемы рецепторов 

KOR и DOR опиоидергической системы 
иммуноцитов, будучи активированными, 
ингибируют канонический путь активации 
NF-κB, следовательно, опиоидная сигнали-
зация при воспалении может играть функ-
циональную роль отрицательной обратной 
связи. Действительно, активация NF-κB 
ведет к повышению экспрессии рецепторов 

KOR и DOR в иммуноцитах, тогда как по-
следующая активация этих рецепторов опи-
оидными пептидами ведет к ингибирова-
нию NF-κB и подавлению экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов, хемокинов 
и др. медиаторов, необходимых для поддер-
жания воспалительного ответа.
По нашему мнению, опиоидергическая 

система иммуноцитов представляет собой 
новую, многообещающую фармакологиче-
скую мишень в терапии широкого спектра 
острых и хронических воспалительных 
заболеваний, опосредуемых активацией 
NF-κB, с учетом функциональной роли 
этой системы в модуляции иммунного от-
вета.
Опираясь на эти представления, мы пред-

лагаем новый фармакологический под-
ход к решению проблемы «цитокиново-
го шторма», основанный на воздействии 
на опиоидергическую систему иммуноци-
тов. «Цитокиновый шторм» является жиз-
неугрожающим состоянием, поиск средств 
лечения которого стоит особенно остро 
в связи с пандемией коронавирусной ин-
фекции COVID-19.
В рамках решения проблемы «цитоки-

нового шторма» мы предполагаем про-
вести скрининг опиоидных пептидов 
на модели фатального острого респи-
раторного дистресс-синдрома, характе-
ризующегося повышенной экспрессией 
провоспалительных цитокинов, что вос-
производит основные особенности «ци-
токинового шторма» при вирусных 
пневмониях и COVID-19. Результаты ис-
следований одного из опиоидных пептидов 
(лейтрагина), подтверждающие правиль-
ность выдвинутой нами идеи о возмож-
ности лечения «цитокинового шторма» 
путем воздействия на опиоидергическую 
систему иммуноцитов, представлены в ма-
териалах настоящего выпуска.
Применение опиоидных пептидов в ле-

чении «цитокинового шторма» представ-
ляет собой эффективную экономичную 
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альтернативу дорогостоящей фармакоте-
рапии с использованием моноклональных 
антител, которая может быть развернута 

как массовая технология в условиях эпиде-
мий и пандемий, в т. ч. в странах с невысо-
ким уровнем жизни.
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МОДЕЛЬ ФАТАЛЬНОГО ОСТРОГО ПОРАЖЕНИЯ ЛЕГКИХ 
И ОСТРОГО РЕСПИРАТОРНОГО ДИСТРЕСС-СИНДРОМА

И.А. Помыткин*, В.Н. Каркищенко, Ю.В. Фокин, М.С. Нестеров, Н.В. Петрова
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий

Федерального медико-биологического агентства России»
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1

Настоящая работа посвящена разработке экспериментальной фатальной модели острого поражения 
легких и острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) на мышах линии C57Bl/6Y. Модель 
основана на интратрахеальном введении бактериального липополисахарида (ЛПС) с добавлением 
иммуномодуляторов мурамилпептида и полного адъюванта Фрейнда мышам, предварительно сен-
сибилизированным α-галактозилцерамидом. Модель характеризуется диффузным альвеолярным 
поражением легких, высокой летальностью, многократным повышением мРНК и белка интерлей-
кина-6 в тканях легкого и может быть использована для оценки эффективности потенциальных 
средств лечения острого поражения легких и острого респираторного дистресс-синдрома, в т. ч. 
воспроизводящего существенные признаки ОРДС при COVID-19.

Ключевые слова: острое поражение легких, острый респираторный дистресс-синдром, мыши ли-
нии C57Bl/6Y, «цитокиновый шторм», интерлейкин-6, COVID-19
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Помыткин И.А., Каркищенко В.Н., Фокин Ю.В., Нестеров М.С., Петрова Н.В. 
Модель фатального острого поражения легких и острого респираторного дистресс-синдрома. Био-
медицина. 2020;16(4):24–33. https://doi.org/10.33647/2074-5982-16-4-24-33

Поступила 29.07.2020
Принята после доработки 08.09.2020
Опубликована 26.10.2020

A MODEL OF FATAL ACUTE LUNG INJURY AND ACUTE 
RESPIRATORY DISTRESS SYNDROME

Igor A. Pomytkin*, Vladislav N. Karkischenko, Yuriy V. Fokin, Maxim S. Nesterov, 
Nataliya V. Petrova

Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia
143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk district, Svetlye gory village, building 1

This study was aimed at developing an experimental model of fatal acute lung injury and acute respiratory 
distress syndrome (ARDS) based on the intratracheal administration of bacterial lipopolysaccharide (LPS) 
in combination with muramylpeptide and Freund’s complete adjuvant to C57Bl/6Y mice sensitized with 
α-galactosylceramide. The developed model is characterized by diffuse alveolar damage to the lungs and 
high mortality rates, as well as by a multifold increase in the mRNA level of interleukin-6 in the lungs. The 
model can be used for assessing the effi cacy of drug candidates in the treatment of acute lung injury and 
ARDS, including in COVID-19. 

Keywords: acute lung injury, acute respiratory distress syndrome, C57Bl/6Y mice line, “cytokine storm”, 
interleukin-6, COVID-19
Confl ict of interest: the authors declare no confl ict of interest.



25

И.А. Помыткин, В.Н. Каркищенко, Ю.В. Фокин, М.С. Нестеров, Н.В. Петрова
«Модель фатального острого поражения легких и острого респираторного дистресс-синдрома»

БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2020 | Toм 16 | № 4 | 24–33

For citation: Pomytkin I.A., Karkischenko V.N., Fokin Yu.V., Nesterov M.S., Petrova N.V. A Model of 
Fatal Acute Lung Injury and Acute Respiratory Distress Syndrome. Journal Biomed. 2020;16(4):24–33. 
https://doi.org/10.33647/2074-5982-16-4-24-33

Submitted 29.07.2020
Revised 08.09.2020
Published 26.10.2020

Введение
Острый респираторный дистресс-син-

дром (ОРДС) часто возникает как фа-
тальный конечный результат поражения 
легких, вызванного инфекцией или дру-
гими причинами. ОРДС может возникать 
при вирусных и бактериальных пневмо-
ниях, сепсисе, тяжелой травме, остром 
панкреатите, аспирации желудочного со-
держимого, а также при тяжелом течении 
коронавирусной инфекции COVID-19 [18]. 
ОРДС характеризуется избыточной про-
дукцией провоспалительных цитокинов 
и хемокинов, массивной инфильтрацией 
нейтрофилов в легкие, эндотелиальной 
дисфункцией, микротромбозом, интерсти-
циальным и альвеолярным отеком, гибе-
лью альвеолярных эпителиальных клеток 
и активацией макрофагов [16]. Диффузное 
альвеолярное повреждение легких являет-
ся типичным гистологическим признаком 
ОРДС. В настоящее время нет эффективно-
го средства лечения или предупреждения 
ОРДС, что требует продолжения исследо-
ваний в этой области, в т. ч. на экспери-
ментальных моделях.
Интратрахеальное введение бактериаль-

ного липополисахарида широко использу-
ется для индукции ОРДС как отдельно, так 
и в сочетании с другими агентами [4, 8, 12]. 
Для повышения летальности модели ОРДС 
мышей иногда сенсибилизируют интратра-
хеальным введением α-галактозилцерамида 
за 24 ч до введения липополисахарида. 
Недостатком этого подхода является необ-
ходимость проведения двух хирургических 
операций под общим наркозом с перерывом 
24 ч, что может усложнять интерпретацию 
результатов, полученных в этой модели, 

за счет повышения риска послеоперацион-
ных осложнений.
Настоящая работа направлена на разра-

ботку менее инвазивной модели фатально-
го ОРДС у мышей линии C57Bl/6Y, воспро-
изводящей основные характеристические 
особенности ОРДС, такие как диффузное 
альвеолярное повреждение легких, высо-
кая летальность и избыточная продукция 
интерлейкина-6 (IL-6) — ключевого про-
воспалительного цитокина при многих 
респираторных заболеваниях, включая 
COVID-19.

Материалы и методы
Материалы
Все реагенты были получены 

от Invitrogen («Thermo Fisher Scientifi c», 
США) или Sigma-Aldrich («Merck», США). 

Животные
Исследования проводились в Научном 

центре биомедицинских технологий Феде-
рального медико-биологического агент-
ства (ФГБУН «НЦБМТ ФМБА России») 
на мышах линии C57Bl/6Y, самках в воз-
расте около 2,5 мес., начальной средней 
массой 20±2,0 г. Животные были полу-
чены из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.) 
и отобраны в эксперимент методом рандо-
мизации. Мышей содержали в микроизо-
ляторной системе Rair IsoSystem по 5 осо-
бей. Животные соответствовали категории 
конвенциональных. Животные получали 
стандартный комбикорм гранулированный 
полнорационный для лабораторных живот-
ных (экструдированный) ПК-120 ГОСТ Р 
51849-2001 Р.5. Водопроводная очищенная 
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вода всем животным давалась ad libitum 
в стандартных поилках. Животные со-
держались в контролируемых условиях 
окружающей среды при температуре воз-
духа 18–22°С, относительной влажности 
60–70% и естественно-искусственном ос-
вещении с циклом 12/12. Вновь прибывшие 
животные находились на карантине 7 дней 
в клетках. Все эксперименты проводились 
в соответствии с этическими принципа-
ми и нормативными документами, реко-
мендованными Европейской конвенцией 
о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов, а также в со-
ответствии с Приказом Минздрава России 
от 01.04.2016 г. № 199н «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной прак-
тики» [1, 2, 3].

Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)
Дизайн
Животные были отобраны в эксперимент 

методом рандомизации и разделены на 2 
группы по 20 особей в каждой. Интактные 
животные не подвергались какому-либо 
вмешательству. В другой группе живот-
ным вводили ингаляционно внутрилегочно 
α-галактозилцерамид в дозе 1 мкг/мышь 
и через 24 ч под общим наркозом вводили 
интратрахеально смесь липополисахарида 
E. coli в количестве 300 мкг/мышь с до-
бавлением 100 мкг/мышь мурамилпептида, 
10 мкл/мышь полного адъюванта Фрейнда, 
здесь и далее обозначаемую как LPS. После 
введения LPS выполняли ежедневный под-
робный клинический осмотр животного 
в клетке содержания, в руках и на откры-
той площадке. Отмечали проявление и вы-
раженность, где приемлемо, признаков 
интоксикации. Оценивались параметры 
общего состояния подопытных животных: 
особенности их поведения, интенсивность 
и характер двигательной активности, нали-
чие и характер судорог, координация дви-
жений, тонус скелетных мышц, реакция 

на тактильные, болевые, звуковые и свето-
вые раздражители, частота и глубина дыха-
тельных движений, состояние волосяного 
и кожного покрова, положение хвоста, ко-
личество и консистенция фекальных масс, 
частота мочеиспускания.

Выделение биоматериала
Животных декапитировали, легкие извле-

кали и гомогенизировали с использованием 
прибора для автоматической гомогениза-
ции клеток и тканей MagNa Lyser («Roche»).

ПЦР в реальном времени
Из полученного материала легких выделяли 

РНК с помощью набора для выделения РНК-
экстран («Синтол», Россия) в соответствии 
с инструкциями производителя. Анализ ПЦР 
производили на матрице ДНК, полученной 
в результате обратной транскрипции одноцепо-
чечной РНК в кДНК. Синтез первой цепи кДНК 
проводили согласно инструкции «Комплект 
реагентов для получения кДНК на матри-
це РНК. РЕВЕРТА-L» («ИнтерЛабСервис», 
Москва) при 37°С — 30 мин в течение од-
ного цикла. Исследование экспрессии гена 
IL6, кодирующего IL-6 в исследуемых про-
бах, производилось с помощью детектиру-
ющего амплификатора CFX-96 («Bio-Rad», 
США) с использованием прямого прайме-
ра 5’-ATGAAGTTCCTCTCTGCAAG-3’, 
обратного праймера 
5 ’ -GTGTAATTAAGCCTCCGACT-3’ , 
а также ROX-
CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGACA-
BHQ-2 в качестве зонда ПЦР-системы. 
В качестве референсного гена был выбран ген 
«домашнего хозяйства» GAPDH. Результаты 
измерений выражались как кратность изме-
нения экспрессии гена IL6 относительно экс-
прессии этого же гена у интактных животных.

Измерение цитокинов
Уровни цитокинов определяли в вод-

ном экстракте лёгочной ткани и сыворотке 
крови. Измерения проводились на муль-
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типлексном ридере Bio-Plex® MAGPIX™ 
Multiplex Reader («Bio-Rad», SN: 12250707) 
с использованием стандартной коммер-
чески доступной панели (Bio-Plex Pro™ 
Mouse Cytokine Th17 Panel A 6-Plex 
#M6000007NY). Экстракт лёгочной тка-
ни, стабилизированный ЭДТА, вносили 
в лунки планшета. Дальнейшие операции 
выполняли в соответствии с протоколом 
производителя. Анализ полученных дан-
ных и сравнение содержания исследован-
ных цитокинов в разных группах проводи-
лось в программе Bio-Plex Data Pro (версия 
1.0.0.06) фирмы «Bio-Rad» (США).

Гистологические исследования
Гистологическое исследование тканей 

лёгких проводили на павших или выве-
денных в установленные сроки живот-
ных с помощью передозировки наркоза 
(диэтилового эфира). Внутренние органы 
фиксировались в 10% р-ре нейтрального 
формалина. Затем, после обезвоживания 
и заливки в парафин, готовились гисто-
логические срезы при помощи микротома 
с последующим окрашиванием гематокси-
лином и эозином. Гистологические иссле-
дования проводились с помощью цифро-
вой микроскопии (микроскоп CX41 фирмы 
«Olimpus», Япония). Гистологическая кар-
тина тканей лёгких представлена рисунка-
ми с описанием.

Статистическая обработка
Статистический анализ проводили с по-

мощью однофакторного дисперсионного 
анализа (one-way ANOVA) с последую-
щим тестом Тьюки (Tukey’s test) для мно-
жественного сравнения различий между 
группами с использованием программного 
обеспечения GraphPad Prism. Для анализа 
кривых выживания использовался метод 
Каплана — Мейера с оценкой коэффици-
ентов риска (hazard ratio) по Мантелю — 
Ханзелу. Различия между группами счита-
лись статистически значимыми при р<0,05.

Результаты исследований
Состояние животных
После введения LPS наблюдали затормо-

женную двигательную активность, нару-
шение координации, недостаточно широ-
кое открытие век и птоз, сниженный блеск 
глаз и зрачковый статус, низкий тонус 
мускулатуры и конечностей, нетипичную 
осанку, низкую реакцию на взятие в руки, 
сниженный аппетит, потребляемость воды 
и мочеиспускание, повышенную вокали-
зацию, атаксию и судорожные реакции. 
Дыхательный цикл и глубина дыхания 
были нарушены. В целом общее состояние 
животных после введения LPS соответст-
вовало развитию ОРДС.

Выживаемость животных
Кривые выживания Каплана — Мейера 

для интактных животных (Int) и группы 
мышей с ОРДС (LPS) показаны на рис. 1. 
Внутрилегочное ингаляционное введение 
α-галактозилцерамида с последующим 
интратрахеальным введением LPS вызва-
ло гибель половины животных в течение 
первых 24 ч и 90% животных к оконча-
нию эксперимента (336 ч). Существовало 
статистически значимое отличие между 
кривыми выживания (логранговый тест 
Мантеля — Кокса, p<0,0001), причем ин-
дукция ОРДС повышала коэффициент ри-
ска (логранг hazard ratio) гибели животных 
в 27,14 раза относительно интактных жи-
вотных.
Таким образом, настоящая модель ОРДС 

характеризуется высокой летальностью, 
что воспроизводит существенный признак 
ОРДС при различных респираторных забо-
леваниях, в т. ч. при COVID-19.

Производство цитокинов
Динамика изменений концентраций ци-

токинов, а именно интерлейкина-1β (IL-1β), 
IL-6, фактора некроза опухоли α (TNF-α) 
и интерферона-γ (IFN-γ), в сыворотке крови 
и гомогенатах легких у животных с ОРДС 
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показана на рис. 2. Не наблюдалось суще-
ственных изменений концентраций IL-1β, 
IL-6, TNF-α, IFN-γ в сыворотке крови 
в течение первых 12 ч наблюдений после 
индукции ОРДС. Не наблюдалось также 
изменений уровней IL-1β, TNF-α, IFN-γ 
в гомогенатах легких животных. Однако уже 
в первые 2 ч после введения LPS концент-
рации IL-6 в легких были повышены в 15,9 
раза по сравнению с интактным контролем. 
Еще более значительное повышение кон-
центрации IL-6 в легких в 43,6 раза наблю-
дали у погибших животных.
Средний уровень содержания мРНК IL-6 

в легких животных с ОРДС (n=6) в 6,3 раза 
(p<0,01) превышал уровни мРНК IL-6 у ин-
тактных животных.
Таким образом, настоящая модель ОРДС 

характеризуется многократным повыше-
нием уровней как мРНК, так и белка IL-6 
в лёгких животных уже в течение первых 
часов после индукции ОРДС, причем мак-
симальное повышение IL-6 в лёгких на-

блюдалось у погибших животных. Следует 
отметить, что данное многократное повы-
шение уровней мРНК и белка IL-6 воспро-
изводит основной характерный признак 
«цитокинового шторма» у пациентов с тя-
желым течением коронавирусной инфек-
ции COVID-19.

Гистологическое исследование
Результаты исследования гистологи-

ческого строения легких у животных 
на разных стадиях развития ОРДС показа-
ны на рис. 3.
Индукция ОРДС вызывает существенные 

изменения в легких. Уже через сутки от-
мечалась выраженная сосудистая реакция 
в виде венозного полнокровия капилляров 
межальвеолярных перегородок, от незна-
чительного до выраженного, с наличием 
стромальных кровоизлияний разной степе-
ни выраженности. Также отмечалась воспа-
лительная инфильтрация вокруг крупных 
сосудов и по ходу стенок альвеол, интер-

Рис. 1. Кривые выживания Каплана — Мейера для мышей линии C57Bl/6Y с индуцированным острым респи-
раторным дистресс-синдромом (ОРДС). Процент выживания (percent survival) животных с ОРДС (LPS) и ин-
тактных животных (Int) в течение всего периода наблюдений (time, hours).
Fig. 1. Kaplan — Meier survival curves for C57Bl/6Y mice with induced acute respiratory distress syndrome (ARDS). 
The survival rate in animals with ARDS (LPS) and intact animals (Int) during the entire observation period (time, hours).
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стициальная периваскулярная и периброн-
хиолярная инфильтрация разной степени 
выраженности очагово-диффузного харак-
тера, явления незначительно выраженного 
бронхиолита при отсутствии альвеолярно-
го и бронхиолярного экссудата. Клеточный 
состав инфильтратов характеризовался 
полиморфностью, был представлен пре-
обладающими лимфоцитами с примесью 
гистио цитов, макрофагов, полиморфноя-
дерных лейкоцитов, количество которых 
было вариабельным, местами с выражен-
ной лейкоцитарной инфильтрацией.
К третьим суткам морфологические 

изменения в легких в основном характе-
ризовались вентиляционно-перфузионны-
ми нарушениями в виде участков мелких 
ателектазов и дистелектазов, с наличи-
ем транссудата в просвете части альвеол, 
но без формирования лейкоцитарных ста-

зов в микроциркуляторном русле легких. 
Указанные изменения могут являться мор-
фологическим проявлением нарушений 
внутриорганной легочной гемодинамики 
с гипер- и гипоксическим повреждени-
ем элементов аэрогематического барье-
ра, и в первую очередь эндотелиоцитов 
капилляров легких. Вентиляционно-пер-
фузионные нарушения (ателектазы и дисте-
лектазы) могут служить проявлениями пер-
вой фазы ОРДС, а в сочетании с наличием 
разной степени выраженности интерстици-
альной (преимущественно лимфо-макро-
фагальной) инфильтрации с утолщением 
межальвеолярных перегородок, полнокро-
вия (стаза) в сосудах микроциркуляторного 
русла, интерстициального и альвеолярного 
отека, наличием геморрагического компо-
нента, разной степени выраженности ги-
гантоклеточной реакции с формированием 

Рис. 2. Концентрации цитокинов IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-γ в сыворотке крови и гомогенатах легких у мышей 
линии C57Bl/6Y через 2, 7 и 12 ч после индукции ОРДС. Int — интактные животные; LPS — животные с инду-
цированным острым респираторным дистресс-синдромом; LPS f — павшие животные.
Fig. 2. Concentrations of IL-1β, IL-6, TNF-α and IFN-γ in the blood serum and lung homogenates in C57Bl/6Y mice 
following 2, 7 and 12 hours after ARDS induction. Int — Intact animals; LPS — animals with induced acute respiratory 
distress syndrome; LPS f — dead animals.
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многоядерных клеток, могут быть прояв-
лением диффузного альвеолярного повреж-
дения.
Особенностью наблюдений стала гисто-

логическая картина бронхопневмонии вы-
раженного характера. При этом слизистая 
оболочка бронхов и бронхиол отличалась 
полнокровием, отеком, клеточной инфиль-
трацией разной степени выраженности 
с преобладанием полиморфноядерных 
лейкоцитов и с развитием эндомезоброн-
хита. Выстилающий эпителий слизистой 
оболочки дистрофически изменен и ча-
стично слущен в просвет. Гистологический 
анализ изменений показал, что все вы-
явленные пневмонии по особенности 
локализации воспалительного процесса 
в межуточной ткани легкого носили пе-
рибронхиальный и перибронхиолярный 
характер. Такие пневмонии развиваются, 
как правило, на фоне вирусных инфек-
ций: воспалительный процесс, начавшись 
в стенке бронха или бронхиолы, переходит 
на перибронхиальную ткань и распростра-
няется на прилежащие межальвеолярные 
перегородки. Также в большей части ис-
следованных образцов морфологические 

изменения в легких характеризовались 
появлением участков ателектазов и ди-
стелектазов разного размера. Данные 
вентиляционно-перфузионные наруше-
ния проявляются на первой фазе ОРДС, 
их патогенез развивается во времени и на 
данном этапе, вероятнее всего, связан 
с обструкцией и нарушением дренажной 
функции бронхов в очагах выраженной 
воспалительной реакции.
В целом гистологическое исследование 

строения лёгких у животных после индук-
ции ОРДС указывает на острое диффузное 
альвеолярное повреждение легких с венти-
ляционно-перфузионными нарушениями 
(ателектазы и дистелектазы) в сочетании 
с наличием разной степени выраженности 
интерстициальной (преимущественно лим-
фо-макрофагальной) инфильтрации.

Обсуждение результатов
В настоящей работе представлена мо-

дель фатального ОРДС, индуцированного 
ингаляционным внутрилегочным введени-
ем α-галактозилцерамида с последующим, 
через 24 ч, интратрахеальным введением 
липополисахарида E. coli совместно с му-

Рис. 3. Гистологическое исследование строения лёгких животных с ОРДС. 0h — до моделирования ОРДС; 24h, 
72h, 120h, 168h, 288h — через 24, 72, 120, 168 и 288 ч после индукции ОРДС. Окраска гематоксилином и эозином, 
ув. ×200 мкм.
Fig. 3. Histological examination of the lung structure in animals with ARDS. 0h — before ARDS simulation; 24h, 72h, 
120h, 168h, 288h — 24, 72, 120, 168 and 288 hours after ARDS induction. Staining with hematoxylin and eosin, magn. 
×200.
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рамилпептидом и полным адъювантом 
Фрейнда. Модель характеризуется высокой 
летальностью, диффузным альвеолярным 
повреждением легких и многократным 
повышением экспрессии в легких IL-6, 
ключевого патогенетического фактора 
при многих хронических и острых респи-
раторных заболеваниях [5, 6, 9, 17], в т. ч. 
тяжелом остром респираторном синдроме 
при COVID-19 [10, 11, 14].
Модель ОРДС построена на гиперакти-

вации системы врожденного иммунитета, 
а именно на активации рецепторов распоз-
навания патоген-ассоциированных молеку-
лярных паттернов (PAMP) липополисаха-
ридом E. coli, мурамилпептидом и полным 
адъювантом Фрейнда. Липополисахарид 
E. coli активирует toll-подобный рецеп-
тор 4 (TLR4). Мурамилпептид, являющий-
ся минимальной эффективной структурой 
в составе адъюванта Фрейнда, активирует 
NOD2-рецептор [15]. Оба рецептора TLR4 
и NOD2 принадлежат PAMP-рецепторам 
и проявляют синергизм, запуская общий 
сигнальный механизм канонического пути 
активации транскрипционного ядерного 
фактора каппа В (NF-κB) с последующей 
транскрипцией NF-κB-зависимых генов, 
кодирующих цитокины, хемокины и дру-
гие медиаторы воспаления. Для повышения 
тяжести моделируемого острого поражения 
легких в данной модели используется пред-
варительная сенсибилизация клеток им-
мунной системы α-галактозилцерамидом, 
активирующим инвариантные натуральные 
киллеры (iNKT). Последние усугубляют 
воспалительный ответ, взаимодействуя 
с другими типами иммунных клеток и се-
кретируя интерферон-γ [7].
Настоящая модель «цитокинового штор-

ма» и ОРДС имеет универсальный харак-
тер, т. к. канонический путь активации 
NF-κB является общим сигнальным путем 

для множества рецепторов, распознающих 
патоген-ассоциированные молекулярные 
паттерны, в т. ч. рецепторов, распознающих 
вирусную одноцепочечную РНК (ssRNA) 
и двухцепочечную РНК (dsRNA) [13]. 
В этом контексте воспалительный процесс 
в легких, моделируемый в настоящей мо-
дели ОРДС, имеет те же характерные осо-
бенности, что и воспалительный процесс, 
запускаемый вирусами и др. патогенами.
Таким образом, настоящая модель остро-

го поражения легких и ОРДС может быть 
использована для тестирования молекул-
кандидатов, предназначенных для лечения 
широкого спектра респираторных заболе-
ваний, для которых активация канониче-
ского пути активации NF-κB и избыточная 
продукция IL-6 являются характерными 
особенностями. К числу таких заболеваний 
относятся пневмонии различной этиологии, 
хроническая обструктивная болезнь легких 
и тяжелый острый респираторный синдром 
при COVID-19.

Заключение
В настоящей работе представлена экспе-

риментальная модель «цитокинового штор-
ма», острого поражения легких и остро-
го респираторного дистресс-синдрома. 
Модель характеризуется высокой летально-
стью, диффузным альвеолярным пораже-
нием легких и многократным повышением 
интерлейкина-6 в тканях легкого. Эта мо-
дель является «стерильной», т. е. исключает 
использование патогенов в моделировании 
ОРДС, не требует связанных с этим специ-
альных условий работы и поэтому может 
быть широко использована для оценки эф-
фективности молекул-кандидатов в лече-
нии инфекционных респираторных забо-
леваний, сопровождающихся повышенной 
активностью IL-6, в т. ч. вирусных пневмо-
ний и COVID-19.
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ЛЕЙТРАГИН ПОДАВЛЯЕТ ЭКСПРЕССИЮ 
ЦИТОКИНОВ, ВКЛЮЧАЯ ИНТЕРЛЕЙКИН-6, В МОДЕЛИ 

«ЦИТОКИНОВОГО ШТОРМА» У МЫШЕЙ ЛИНИИ C57BL/6Y 
С ИНДУЦИРОВАННЫМ ОСТРЫМ РЕСПИРАТОРНЫМ 

ДИСТРЕСС-СИНДРОМОМ

В.Н. Каркищенко1, И.А. Помыткин1,*, Н.В. Петрова1, М.С. Нестеров1, Р.А. Агельдинов1, 
Л.В. Зотова1, Е.М. Колоскова1, В.В. Слободенюк1, В.И. Скворцова2

1 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий
Федерального медико-биологического агентства России»

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1
2 Федеральное медико-биологическое агентство России

123182, Российская Федерация, Москва, Волоколамское шоссе, д. 30

Настоящая работа посвящена изучению эффектов лейтрагина, аналога эндогенного гексапептида 
динорфина 1-6, на экспрессию провоспалительных цитокинов и интерферонов I типа в эксперимен-
тальной фатальной модели острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) у мышей C57BL/6Y. 
Экспрессию интерлейкина-1β (IL-1β), интерлейкина-6 (IL-6), фактора некроза опухоли (TNF-α), ин-
терферонов α (IFN-α) и β (IFN-β) в легких оценивали методом ПЦР в реальном времени. Индукция 
ОРДС α-галактозилцерамидом и липополисахаридом E. coli приводила к многократному повыше-
нию экспрессии цитокинов в легких. Введение лейтрагина в сочетанном режиме, внутримышеч-
ная инъекция плюс ингаляция, приводило к статистически значимому снижению уровней мРНК 
цитокинов в легких уже через 3 ч после начала введения. При этом средний уровень мРНК IL-6, 
ключевого цитокина в развитии тяжелого ОРДС, снижался в 4,7 раза (p<0,01) до значений, близких 
к наблюдаемым у интактных животных. С учетом особой роли повышенных концентраций IL-6 
в развитии тяжелых форм COVID-19 использование лейтрагина для подавления «цитокинового 
шторма» может быть эффективным подходом к лечению коронавирусной инфекции.
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This study aims to investigate effects of leutragin, an analogue of endogenous hexapeptide dynorphin 1-6, 
on the expression of pro-infl ammatory cytokines and type I interferons in an experimental model of fatal 
acute respiratory distress syndrome (ARDS) in C57BL/6Y mice. The expression of interleukin-1β (IL-1β), 
interleukin-6 (IL-6), tumour necrosis factor (TNF-α), interferons α (IFN-α) and β (IFN-β) in the lungs was 
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leutragin in a combined mode — intramuscular injection plus inhalation — led to a statistically signifi cant 
decrease in the mRNA levels of cytokines within three hours after the start of administration. The average 
mRNA levels of IL-6, a key cytokine in the development of severe acute respiratory syndrome, decreased 
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elevated IL-6 concentrations in the development of severe forms of COVID-19, the use of leutragine for 
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Введение
Синдром высвобождения цитокинов, 

или «цитокиновый шторм», наряду 
с острым респираторным дистресс-син-
дромом (ОРДС), лимфопенией и наруше-
ниями свертываемости крови, является 
одним из ключевых факторов тяжелого 
течения новой коронавирусной инфекции 
COVID-19, вызываемой вирусом SARS-
CoV-2 [7]. Аномальное повышение уровней 

цитокинов, в т. ч. интерлейкина-1β (IL-1β), 
интерлейкина-6 (IL-6), интерлейкина-10 
(IL-10), фактора некроза опухоли (TNF-α) 
и фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), 
ведет к формированию клинической кар-
тины системного воспалительного ответа, 
особую роль в котором играет IL-6 [14, 16]. 
Среди всех цитокинов, уровень которых 
повышается при COVID-19, особую роль 
играет IL-6. Cуществуют доказательства 
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связи между повышенными уровнями IL-6 
и тяжелым течением заболевания, свя-
занным с необходимостью интенсивной 
терапии у пациентов с COVID-19 [9, 13]. 
Повышение уровней IL-6 на фоне сниже-
ния Т-клеточного иммунитета увеличива-
ет риск летального исхода у этих пациен-
тов [12, 18]. Недавний метаанализ 18-ти 
исследований COVID-19, включающих 
в совокупности 2984-х пациентов, показал, 
что существует пороговый уровень IL-6 
в крови, равный 1,7 пг/мл, который являет-
ся дискриминатором (от лат. discrimino — 
«различаю») легкого и тяжелого течения 
болезни [10]. При уровне IL-6 в крови ме-
нее 1,7 пг/мл заболевание протекало легко, 
тогда как превышение этого уровня приво-
дило к тяжелому течению болезни. В том 
же анализе было отмечено, что у невыжив-
ших пациентов уровень IL-6 в крови был 
выше 4,6 пг/мл [10].
Пока существует только ограниченное 

понимание того, какую роль играет «ци-
токиновый шторм» в тяжелом течении 
заболевания у пациентов с COVID-19. 
По одной из версий [5], высокие концен-
трации цитокинов, и особенно IL-6, нега-
тивно влияют на выживание и пролифе-
рацию Т-клеток, выполняющих основную 
работу по удалению инфицированных 
вирусом клеток и снижению вирусной 
нагрузки. Высокие концентрации IL-6, 
TNF-α и IL-10 в сыворотке достоверно 
коррелируют с пониженным количеством 
CD4+ и CD8+ Т-клеток [5, 17], а снижение 
концентраций IL-6, IL-10 и TNF-α у вы-
здоравливающих пациентов сопровожда-
ется восстановлением пула CD4+ и CD8+ 
Т-клеток [5]. Предположительно, высокие 
концентрации IL-6 играют роль триггера 
апоптоза Т-клеток в селезенке и лимфати-
ческих узлах, что объясняет связь между 
«цитокиновым штормом» и снижением 
пула Т-клеток пациентов с COVID-19 [4]. 
В поддержку этой гипотезы свидетельст-
вует тот факт, что тоцилизумаб, антаго-

нист рецептора IL-6, повышал абсолют-
ное число циркулирующих лимфоцитов 
у пациентов с COVID-19 в течение первых 
24 ч после введения [8].
С учетом вклада «цитокинового штор-

ма» в тяжелое течение и неблагоприятный 
прогноз при COVID-19 блокирование сиг-
нальных систем цитокинов рассматри-
вается как потенциально эффективный 
подход к снижению тяжести и летально-
сти COVID-19. На стадии клинических 
испытаний находятся специфические мо-
ноклональные антитела к интерферону-γ 
(эмапалумаб), TNF-α (адалимумаб), интер-
лейкину-6 (силтуксимаб) и рецептору ин-
терлейкина-6 (тоцилизумаб и сарилумаб). 
Однако в синдром высвобождения цитоки-
нов вовлечено множество сигнальных пу-
тей и широкий спектр цитокинов. Поэтому, 
несмотря на высокую эффективность мо-
ноклональных антител в блокировании 
отдельных сигнальных путей, существует 
необходимость в разработке универсаль-
ных средств, способных подавлять или мо-
дулировать несколько, а в идеальном слу-
чае — большинство сигнальных путей, 
приводящих к «цитокиновому шторму» 
при COVID-19.
Активация транскрипционного ядер-

ного фактора каппа B (NF-κB) является 
общим сигнальным событием, следую-
щим за активацией рецепторов, распоз-
нающих патоген-ассоциированные моле-
кулярные паттерны, в т. ч. toll-подобных 
рецепторов TLR3, TLR8, TLR9 и RIG-
I-подобных рецепторов, распознающих 
вирусную одноцепочечную РНК (ssRNA) 
и двухцепочечную РНК (dsRNA) [11]. 
NF-κB запускает транскрипцию генов, 
кодирующих цитокины, хемокины и до-
полнительные медиаторы воспаления 
в различных типах врожденных иммун-
ных клеток. Поэтому NF-κB представ-
ляет собой фармакологическую мишень 
в контексте подавления «цитокинового 
шторма» при COVID-19.
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Дино рфин 1-17 — это гептадекапептид 
из класса эндогенных опиоидных пеп-
тидов, который производится многими 
клетками, в т. ч. лейкоцитами. При выс-
вобождении из лейкоцитов в месте вос-
паления динорфин 1-17 подвергается бы-
строй биотрансформации с образованием 
набора фрагментов. Фрагмент динорфи-
на 1-6 обладает способностью ингибиро-
вать активацию NF-κB и таким образом 
подавлять транскрипционную активацию 
NF-κB-зависимых генов, как было показа-
но для цитокинов IL-1β и TNF-α [6]. Однако 
динорфин 1-6 живет менее одной минуты 
in vivo из-за действия пептидаз, что огра-
ничивает возможность его использования 
в качестве средства лечения синдрома выс-
вобождения цитокинов.
Лейтрагин представляет собой искус-

ственный гексапептид, имеющий амино-
кислотную последовательность Tyr-D-
Ala-Gly-Phe-Leu-Arg, соответствующую 
структуре фрагмента динорфина 1-6, в ко-
тором остаток Gly во втором положении 
заменен на D-Ala для повышения устой-
чивости пептида к действию эндогенных 
пептидаз.

Целью работы было исследование 
эффективности лейтрагина в подавлении 
экспрессии цитокинов IL-1β, TNF-α, IL-6, 
IFN-α и IFN-β на экспериментальной мо-
дели фатального острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС) с выражен-
ными признаками «цитокинового штор-
ма», подобными тем, что наблюдаются 
при COVID-19.

Материалы и методы
Животные
Исследования проводились в Научном 

центре биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического 
агентства (ФГБУН НЦБМТ ФМБА России) 
на мышах линии C57BL/6Y, самках в воз-
расте около 2,5 мес., начальной средней 

массой 20±2,0 г (n=80). Животные были 
получены из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России и отобраны в экс-
перимент методом рандомизации. Мышей 
содержали в микроизоляторной системе 
Rair IsoSystem по 5 особей. Животные со-
ответствовали категории конвенциональ-
ных. Животные получали стандартный 
комбикорм гранулированный полнораци-
онный для лабораторных животных (экс-
трудированный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-
2001 Р.5. Водопроводная очищенная вода 
всем животным давалась ad libitum в стан-
дартных поилках. Животные содержались 
в контролируемых условиях окружающей 
среды при температуре воздуха 18–22°С, 
относительной влажности 60–70% и есте-
ственно-искусственном осве щении с ци-
клом 12/12. Вновь прибывшие животные 
находились на карантине 7 дней в клетках. 
Все эксперименты проводились в соответ-
ствии с этическими принципами и нор-
мативными документами, рекомендован-
ными Европейской конвенцией о защите 
позвоночных животных, используемых 
для экспериментов [1, 3], а также в соот-
ветствии с Приказом Минздрава России 
от 01.04.2016 г. № 199н «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной прак-
тики».

Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)
Животные были разделены на 4 группы 

по 6 особей в каждой. Интактные животные 
не подвергались какому-либо вмешательст-
ву. В остальных группах животным вводи-
ли α-галактозилцерамид в дозе 1 мкг/мышь 
и через 24 ч под общим наркозом вводили 
интратрахеально липополисахарид стенки 
E. coli в количестве 300 мкг/мышь с до-
бавлением 100 мкг/мышь мурамилпептида, 
10 мкл/мышь полного адъюванта Фрейнда 
и G2 (ЛПС-микс), чтобы индуцировать 
острый респираторный дистресс-син-
дром [2].
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Режим дозирования
Через 3 ч после введения ЛПС-микс жи-

вотные получили однократно лейтрагин 
внутримышечно в дозе 10 мкг/кг (груп-
па «LPS+L1»), лейтрагин внутримышеч-
но в дозе 10 мкг/кг и внутрилегочно ин-
галяционно в дозе 100 мкг/кг (группа 
«LPS+L2») или не получали ничего (груп-
па «LPS»). Через 3 ч после введения лей-
трагина животных декапитировали, легкие 
извлекали и гомогенизировали с использо-
ванием прибора для автоматической гомо-
генизации клеток и тканей MagNa Lyser 
(«Roche») [16].

Выделение РНК из биоматериала
Из полученного материала легких выде-

ляли тотальную РНК с помощью набора 
для выделения РНК-экстран («Синтол», 
Россия) в соответствии с инструкциями 
производителя.

Проведение ПЦР с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР)
Анализ ПЦР производили на матри-

це ДНК, полученной в результате обрат-
ной транскрипции одноцепочечной РНК 
в кДНК. Синтез первой цепи кДНК про-

водили согласно инструкции «Комплект 
реагентов для получения кДНК на матри-
це РНК. РЕВЕРТА-L» («ИнтерЛабСервис», 
Москва) при 37°С — 30 мин в течение од-
ного цикла.

Проведение ПЦР в реальном времени
Исследование экспрессии генов IL1B, 

IL6, TNFA, IFNA и IFNB, кодирующих ци-
токины IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-α и  IFN-β 
соответственно, в исследуемых пробах 
производилось с помощью детектирую-
щего амплификатора CFX-96 («Bio-Rad», 
США) при использовании специфических 
праймеров и флуоресцентных зондов, ука-
занных в таблице. В качестве референсного 
гена был выбран ген «домашнего хозяйст-
ва» GAPDH. Результаты измерений выра-
жались как кратность изменения экспрес-
сии гена относительно экспрессии этого же 
гена у интактных животных.

Статистическая обработка
Статистический анализ проводили с по-

мощью однофакторного дисперсионного 
анализа (one-way ANOVA) с последую-
щим тестом Тьюки (Tukey’s test) для мно-
жественного сравнения различий между 

Таблица. Олигонуклеотидные праймеры и зонды ПЦР-системы для детекции генов IL1B, IL6, TNFA, IFNA 
и IFNB
Table. Oligonucleotide primers and PCR probes used for detecting IL1B, IL6, TNFA, IFNA and IFNB genes

Г ен Праймер/зонд Нуклеотидная по следовательность 

IL1B
F
R
Z

5’-GAGAACCAAGCAACGACAAA-3’
5’-CTTGTTGAAGACAAACCGTT-3’

ROX-TAATGAAAGACGGCACACCCACCCT-BHQ2

IL6
F
R
Z

5’-ATGAAGTTCCTCTCTGCAAG-3’
5’-GTGTAATTAAGCCTCCGACT-3’

ROX-CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGACA-BHQ-2

TNFA
F
R
Z 

5’-TCTGTCTCTCACCTGCTCTG-3’
5’-GGTTCTCAGATGTGTCACGA-3’

ROX-GAATGGATGGGCTACATAAGTTACG-BHQ2

IFNA
F
R
Z

5’-ATCAAACAGCCCAGAAGACC-3’
5’-GGCTTTCTTGTTCCTGAGGT-3’

ROX-GGCTCTGTGCTTTCCTGATGGTTTT-BHQ2

IFNB
F
R
Z

5’-CACCACAGCCCTCTCCATCA-3’
5’-GCATCTTCTCCGTCATCTCC-3’

ROX-GGCTCTGTGCTTTCCTGATGGTTTT-BHQ2 
Примечание: F — прямой праймер, R — обратный праймер, Z — зонд ПЦР-системы.
Note: F — direct primer, R — reverse primer, Z — PCR probe.
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группами с использованием программно-
го обеспечения GraphPad Prism. Различия 
между группами считались статистически 
значимыми при р<0,05.

Результаты исследований
Для того чтобы оценить эффекты лейтраги-

на на экспрессию цитокинов в легких, мышам 
С57BL/6Y с индуцированным ОРДС вводили 
лейтрагин одним из двух способов: толь-

ко внутримышечной инъекцией (LPS+L1) 
или сочетанным введением, внутримы-
шечной инъекцией и ингаляцией (LPS+L2). 
Экспрессию IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-α и IFN-β 
в легких измеряли методом ПЦР в реальном 
времени. Результаты представлены на рисун-
ке как среднее значение ± ошибка среднего 
кратного изменения уровней мРНК отдель-
ных цитокинов относительно наблюдаемого 
у интактных животных (n=6).

Рис. Эффекты лейтрагина на экспрессию цитокинов в легких мышей линии C57BL/6Y с индуцированным 
острым респираторным дистресс-синдромом (ОРДС): (a) — кратное изменение уровней мРНК (mRNA) цито-
кинов IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-α и IFN-β в легких животных с ОРДС («LPS»), а также получивших лейтрагин 
внутримышечной инъекцией («LPS+L1»), сочетанно лейтрагин внутримышечной инъекцией и ингаляционно 
(«LPS+L2»), относительно уровней мРНК у интактных животных; (b), (c), (d), (e) и (f) — кратное изменение 
уровней мРНК (mRNA) отдельных цитокинов IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-α и IFN-β в легких животных с ОРДС 
(«LPS»), а также получивших лейтрагин внутримышечной инъекцией («LPS+L1»), сочетанно лейтрагин вну-
тримышечной инъекцией и ингаляционно («LPS+L2»), относительно уровней мРНК у интактных животных 
(«Int»). ## — p<0,01; ### — p<0,001 и #### — p<0,0001 по сравнению с группой «Int»; ** — p<0,01 и **** — p<0,0001 
по сравнению с группой «LPS» (однофакторный дисперсионный анализ, тест Тьюки).
Fig. Effects of leutragine on cytokine expression in the lungs of C57BL/6Y mice with induced acute respiratory distress 
syndrome (ARDS): (a) — multifold changes in the mRNA levels of IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-α and IFN-β in the lungs 
of animals with ARDS (LPS), as well as in the lungs of mice having received leutragine by both intramuscularly 
injection (“LPS+L1”) and in a combined mode (intramuscularly injection and inhalation) (“LPS+L2”), relative to 
the corresponding mRNA levels in intact animals; (b), (c), (d), (e) and (f) — multifold changes in the mRNA levels of 
individual cytokines — IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-α and IFN-β — in the lungs of animals with ARDS (“LPS”), as well as 
in the lungs of mice having received leutragine by both intramuscularly injection (“LPS+L1”) and in a combined mode 
(intramuscularly injection and inhalation) (“LPS+L2”), relative to the corresponding mRNA levels in intact animals 
(“Int”). ## — p<0.01; ### — p<0.001 and #### — p<0.0001 compared to the “Int” group; ** — p<0.01 and **** — p<0.0001 
compared to the “LPS” group (single factor dispersion, Tukey’ test).
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Внутрилегочное введение α-галакто-
зилцерамида с последующим интратрахе-
альным введением липополисахарида выз-
вало статистически значимое увеличение 
экспрессии IL-6 в 6,3 раза (p<0,01), IFN-α — 
в 10,0 раза (p<0,0001) и IFN-β — в 2,6 
раза (p<0,001) в легких животных с ОРДС 
(группа «LPS») по сравнению с интактным 
контролем (группа «Int»). Экспрессия IL-1β 
повышалась в 1,9 раза (p=0,14), а TNF-α — 
в 2,2 раза (p=0,07), но недостоверно 
при размере выборки n=6. Следует отме-
тить, что наблюдаемое в данной экспери-
ментальной модели статистически значи-
мое многократное повышение экспрессии 
IL-6 воспроизводит основной характерный 
признак «цитокинового шторма» у пациен-
тов с тяжелым течением коронавирусной 
инфекции COVID-19.
Однофакторный дисперсионный ана-

лиз (one-way ANOVA) результатов пока-
зал, что введение лейтрагина существенно 
изменило профили экспрессии всех ис-
следованных цитокинов. Статистически 
значимые различия между группами были 
найдены в отношении экспрессии IL-1β 
(рис. 1b; F3,20=4,968; p<0,01), TNF-α (рис. 1c; 
F3,20=3,280; p<0,05), IL-6 (рис. 1d; F3,20=6,877; 
p<0,01), IFN-α (рис. 1e; F3,20=52,14; 
p<0,0001) и IFN-β (рис. 1f; F3,20=8,648; 
p<0,001). Сравнение между группами с по-
мощью теста Тьюки показало, что сочетан-
ный режим введения лейтрагина, инъекция 
плюс ингаляция, наиболее эффективно сни-
жал экспрессию цитокинов, в т. ч. IL-1β — 
в 4,3 раза (p<0,01), TNF-α — в 1,9 раза 
(p=0,15), IL-6 — в 4,7 раза (p<0,01), IFN-α — 
в 11,2 раза (p<0,0001) и IFN-β — в 2,1 раза 
(p<0,01) у животных с ОРДС («LPS+L2») 
по сравнению с конт ролем («LPS»). 
Лейтрагин при инъекционном способе вве-
дения («LPS+L1») был менее эффективен, 
чем при комбинированном введении, и так-
же снижал экспрессию цитокинов, но стати-
стически значимый результат был получен 
только для снижения IFN-α.

В целом полученные результаты пока-
зывают, что лейтрагин при сочетанном 
инъекционном и ингаляционном введении 
эффективно подавляет экспрессию как про-
воспалительных цитокинов, так и интерфе-
ронов I типа в легких животных с «цитоки-
новым штормом», и поэтому может быть 
использован как средство, блокирующее 
синдром выделения цитокинов.
Особенно важно, что лейтрагин подав-

ляет экспрессию IL-6, ключевого цитоки-
на в развитии тяжелого ОРДС у пациентов 
с коронавирусной инфекцией COVID-19.

Обсуждение результатов
В настоящей работе показано, что лей-

трагин, представляющий собой стабилизи-
рованный аналог динорфина 1-6, подавляет 
экспрессию цитокинов в условиях «цитоки-
нового шторма», причем ингибиторный эф-
фект реализуется на уровне транскрипции, 
о чем свидетельствуют результаты ПЦР 
в реальном времени. Ингибирование транс-
крипции цитокинов IL-1β, TNF-α, IL-6, 
IFN-α и IFN-β в легких происходило уже 
через 3 ч после введения лейтрагина, при-
чем эффективность сочетанного введения 
лейтрагина (внутримышечной инъекцией 
и ингаляцией) превышала эффективность 
инъекционного моновведения. Более высо-
кая эффективность сочетанного введения, 
по-видимому, связана с тем, что «цитокино-
вый шторм» в данной модели развивается 
в первую очередь именно в легких, и инга-
ляционное введение обеспечивает прямую 
доставку пептида к очагу поражения.
Главный результат настоящей работы со-

стоит в том, что лейтрагин снижал уровни 
мРНК IL-6, ключевого цитокина в разви-
тии респираторных заболеваний, в т. ч. тя-
желого ОРДС при COVID-19. Сочетанное 
введение лейтрагина снижало экспрессию 
IL-6 в легких у животных с «цитокиновым 
штормом» в 4,7 раза (p<0,01), до уровня, 
незначительно превышающего наблюдае-
мый у интактных животных.
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Молекулярные механизмы ингибиро-
вания лейтрагином транскрипции прово-
спалительных цитокинов IL-1β, TNF-α 
и IL-6, а также интерферонов I типа IFN-α 
и IFN-β не изучались в настоящей работе. 
Этот механизм известен для динорфина 
1-6, эндогенного аналога лейтрагина, ко-
торый ингибирует транслокацию фактора 
NF-κB в ядро и так препятствует транс-
крипции генов, кодирующих провоспа-
лительные цитокины [6]. По аналогии 
с динорфином 1-6 эффекты лейтрагина 
также, по-видимому, связаны с подавле-
нием активности NF-κB. Однако ингиби-
рование NF-κB не объясняет подавления 
лейтрагином транскрипции интерферонов 
I типа. В данной модели «цитокиновый 
шторм» вызывался активацией рецепто-
ра TLR4 липополисахаридом. Известно, 
что TLR4 трансдуцирует сигналы по двум 
различным внутриклеточным путям [15]. 
Сигнальный путь TLR4/MyD88/NF-κB 
ведет к экспрессии IL-1β, TNF-α и IL-6, 
а сигнальный путь TLR4/TRIF/IRF3,7 
ведет к транскрипции IFN-α и IFN-β. 
Поэтому универсальный ингибирующий 
эффект лейтрагина в отношении транс-
крипции цитокинов затрагивает не только 
транскрипционный фактор NF-κB и тре-
бует дополнительного изучения.
Согласно текущим представлениям, «ци-

токиновый шторм» начинается с активации 
рецепторов, распознающих патоген-ас-
социированные молекулярные паттерны 
(PAMP), к числу которых принадлежат TLR-
рецепторы. Рецепторы TLR3, TLR8 и TLR9 
распознают вирусную одноцепочечную 
РНК (ssRNA) и двухцепочечную РНК 
(dsRNA). Рецептор TLR4 распознает ли-
пополисахарид стенки грамотрицательных 
бактерий. Хотя TLR-рецепторы имеют раз-
личные структурные свойства и распоз-
нают разные паттерны, все они активиру-
ют канонический путь активации NF-κB, 
что является общим сигнальным событием, 
который отвечает за транскрипционную 

индукцию провоспалительных цитокинов, 
хемокинов и дополнительных медиато-
ров воспаления в различных типах вро-
жденных иммунных клеток [11]. Опираясь 
на эту общность механизмов генерации 
«цитокинового шторма», можно полагать, 
что результаты, полученные в настоящем 
исследовании на экспериментальной моде-
ли ОРДС, индуцированной активацией ре-
цептора TLR4 липополисахаридом, могут 
транслироваться на случаи активации «ци-
токинового шторма» при вирусных заболе-
ваниях, в т. ч. при COVID-19.

Заключение
В настоящей работе впервые показа-

но, что лейтрагин, представляющий собой 
стабилизированный аналог динорфина 1-6, 
подавляет экспрессию цитокинов IL-1β, 
TNF-α, IL-6, IFN-α и IFN-β в условиях «ци-
токинового шторма», вызванного интратра-
хеальным введением липополисахарида. 
Ингибирующий эффект лейтрагина реали-
зуется на уровне активации транскрипции, 
о чем свидетельствуют результаты ПЦР 
в реальном времени. Сочетанное введение 
лейтрагина, внутримышечной инъекцией 
и ингаляцией, позволяет достичь большего 
эффекта ингибирования, чем только инъек-
цией. Главный результат настоящей работы 
состоит в том, что лейтрагин снижал уров-
ни мРНК IL-6, ключевого цитокина в раз-
витии респираторных заболеваний, в т. ч. 
тяжелого острого респираторного синдро-
ма при COVID-19. Опираясь на общность 
механизмов генерации «цитокинового 
шторма», можно полагать, что результаты, 
полученные в настоящем исследовании 
на экспериментальной модели, особенно 
относящиеся к подавлению экспрессии 
IL-6, могут быть основанием для клини-
ческой проверки эффективности лейтраги-
на в подавлении «цитокинового шторма» 
при многих заболеваниях респираторной 
системы человека, в т. ч. при коронавирус-
ной инфекции COVID-19.
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ЛЕЙТРАГИН ПОВЫШАЕТ ВЫЖИВАЕМОСТЬ ЖИВОТНЫХ 
В МОДЕЛИ ФАТАЛЬНОГО ОСТРОГО РЕСПИРАТОРНОГО 
ДИСТРЕСС-СИНДРОМА ПРИ ПРОФИЛАКТИЧЕСКОМ 

И ЛЕЧЕБНОМ РЕЖИМАХ ВВЕДЕНИЯ

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин*, М.Т. Гасанов, М.С. Нестеров, Ю.В. Фокин, 
Л.А. Табоякова, О.В. Алимкина, Д.В. Хвостов
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий 

Федерального медико-биологического агентства России»
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1

Настоящая работа посвящена изучению эффектов лейтрагина, опиоидного пептида — аналога 
эндогенного динорфина 1-6, на выживаемость животных в экспериментальной фатальной модели 
«цитокинового шторма» и острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) у мышей линии 
C57Bl/6Y при разных режимах введения. Актуальность поиска новых средств лечения ОРДС свя-
зана с пандемией COVID-19, для которого эти факторы обуславливают тяжелое течение болезни. 
Нами впервые показано, что введение лейтрагина в сочетанном режиме, внутримышечная инъекция 
плюс ингаляция, приводило к статистически значимому повышению выживаемости животных как 
в режиме лечения (после индукции ОРДС), так и при профилактическом курсовом введении (до 
индукции ОРДС). Лейтрагин многократно снизил коэффициенты риска гибели животных с ОРДС 
относительно контроля. Обнаруженное нами профилактическое действие лейтрагина заслуживает 
особого внимания, т. к. оно позволяет предотвратить возникновение заболевания, переход легкой 
стадии поражения легких в тяжелую, а также уменьшить риск развития ОРДС и снизить риск 
летального исхода. Таким образом, использование лейтрагина может быть новым эффективным 
подходом к лечению и профилактике респираторных заболеваний, сопровождающихся 
«цитокиновым штормом» и ОРДС, в т. ч. коронавирусной инфекции COVID-19.

Ключевые слова: лейтрагин, острый респираторный дистресс-синдром, мыши линии C57Bl/6Y, 
«цитокиновый шторм», выживаемость, лечение, профилактика, COVID-19
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PROPHYLACTIC AND THERAPEUTIC ADMINISTRATION 
OF LEUTRAGIN INCREASES THE SURVIVAL RATE 

OF ANIMALS IN A MODEL OF FATAL ACUTE RESPIRATORY 
DISTRESS SYNDROME

Vladislav N. Karkischenko, Igor A. Pomytkin*, Melik T. Gasanov, Maxim S. Nesterov, 
Yuriy V. Fokin, Lidiya A. Taboyakova, Oksana V. Alimkina, Daniil V. Khvostov

Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia
143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk district, Svetlye gory village, building 1

This study aims to investigate effects of leutragin, an opioid peptide analogue of endogenous dynorphin 
1-6, on animal survival in an experimental model of “cytokine storm” and fatal acute respiratory distress 
syndrome (ARDS) in C57Bl/6Y mice under different administration regimens. The aforementioned factors 
cause a severe course of COVID-19, which explains the current interest in seeking new treatments for 
ARDS. It was shown that both the prophylactic (before ARDS induction) and therapeutic (after ARDS 
induction) administration of leutragin in a combined mode — intramuscular injection plus inhalation — 
leads to a statistically signifi cant increase in the survival rate of animals. Compared to the control, leutragin 
signifi cantly reduced the risk of death in animals with ARDS. The discovered prophylactic effect of leu-
tragin deserves special attention due to its potential in preventing the onset of the disease and impeding the 
development of severe lung damage, thus reducing the risk of ARDS and fatal outcomes. Thus, the use of 
leutragin can be seen as a new effective approach to the treatment and prevention of respiratory diseases 
associated with a “cytokine storm” and ARDS, including the coronavirus infection COVID-19.
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Введение
Лейтрагин — это опиоидный пептид с ами-

нокислотной последовательностью Tyr-D-
Ala-Gly-Phe-Leu-Arg, структурный аналог 
эндогенного опиоидного пептида динор-
фин 1-6, полученный заменой остатка Gly 
во втором положении динорфина на D-Ala. 
Лейтрагин обладает сходным с динорфином 
1-6 профилем опиоидной активности и пре-
имущественно связывается с δ-рецепторами 
[5, 14]. Динорфин 1-6 способен ингибиро-
вать канонический путь активации транс-
крипционного ядерного фактора каппа 
В (NF-κB), подавляя таким образом транс-

крипционную активацию NF-κB-зависимых 
генов, кодирующих провоспалительные 
цитокины, хемокины и другие медиаторы 
воспаления [8, 12]. Подобная способность 
лейтрагина подавлять транскрипцию генов 
провоспалительных цитокинов, особенно 
интерлейкина-6 (IL-6), у животных в моде-
ли «цитокинового шторма» и фатального 
острого респираторного дистресс-синдрома 
(ОРДС) была показана нами в одной из ста-
тей настоящего выпуска.

Цель настоящей работы — исследовать 
эффективность лейтрагина для снижения 



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ | 
PRE-CLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

46 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2020 | Toм 16 | № 4 | 44–51

гибели животных в использованной экс-
периментальной модели ОРДС в разных 
режимах введения, а именно в режиме ле-
чения (после индукции ОРДС), режиме 
профилактики (после индукции ОРДС), 
а также в смешанном режиме профилакти-
ки и лечения, до и после индукции ОРДС.

Материалы и методы
Животные
Исследования проводились в Научном 

центре биомедицинских технологий Фе-
дерального медико-биологического агент-
ства (ФГБУН НЦБМТ ФМБА России) 
на мышах линии C57Bl/6Y, самках в воз-
расте около 2,5 мес., начальной средней 
массой 20±2,0 г. Животные были полу-
чены из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.) 
и отобраны в эксперимент методом рандо-
мизации. Мышей содержали в микроизо-
ляторной системе Rair IsoSystem по 5 осо-
бей. Животные соответствовали категории 
конвенциональных. Животные получали 
стандартный комбикорм гранулированный 
полнорационный для лабораторных живот-
ных (экструдированный) ПК-120 ГОСТ Р 
51849-2001 Р.5. Водопроводная очищенная 
вода всем животным давалась ad libitum 
в стандартных поилках. Животные со-
держались в контролируемых условиях 
окружающей среды при температуре воз-
духа 18–22°С, относительной влажности 
60–70% и естественно-искусственном ос-
вещении с циклом 12/12. Вновь прибывшие 
животные находились на карантине 7 дней 
в клетках. Все эксперименты проводились 
в соответствии с этическими принципа-
ми и нормативными документами, реко-
мендованными Европейской конвенцией 
о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов, а также в со-
ответствии с Приказом Минздрава России 
от 01.04.2016 г. № 199н «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной практи-
ки» [1, 2, 3].

Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)
Животным индуцировали острое пора-

жение легких и респираторный дистресс-
синдром последовательным введением 
α-галактозилцерамида, ингаляционно в до-
зе 1 мкг/мышь, и через 24 ч — смесью 
липополисахарида E. coli в количестве 
300 мкг/мышь, 100 мкг/мышь мурамил-
пептида и 10 мкл/мышь полного адъюван-
та Фрейнда, здесь и далее обозначаемую 
как «LPS», интратрахеально под общим 
наркозом (золетил+ксилазин).

Введение препаратов
Для оценки эффекта лейтрагина на выжи-

ваемость животных при введении в режиме 
лечения животные были отобраны в экспе-
римент методом рандомизации и разделены 
на 4 группы по 20 особей в каждой. В первой 
и второй группах животные не подвергались 
оперативному вмешательству. Животные 
в первой группе получали физ. р-р внутри-
мышечно (группа «Saline») ежедневно од-
нократно, а во второй группе — лейтрагин 
внутримышечно в дозе 10 мкг/кг и внутриле-
гочно ингаляционно в дозе 100 мкг/кг (груп-
па «L»). Через 30 мин после индукции ОРДС 
и далее ежедневно животные третьей груп-
пы получали физ. р-р внутримышечно (груп-
па «LPS»), а в четвертой группе — лейтрагин 
внутримышечно в дозе 10 мкг/кг и внутри-
легочно ингаляционно в дозе 100 мкг/кг 
(группа «LPS+L»). Выживаемость живот-
ных наблюдали в течение 336 ч.
Для оценки эффекта лейтрагина на вы-

живаемость животных при введении в ре-
жиме профилактики животные были 
отобраны в эксперимент методом рандоми-
зации и разделены на 3 группы. Животным 
во всех группах индуцировали ОРДС. 
Животные первой группы через 30 мин 
после индукции ОРДС и далее ежедневно 
получали физ. р-р внутримышечно (груп-
па «LPS+Saline», n=10). Во второй группе 
животные получали лейтрагин внутримы-
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шечно в дозе 10 мкг/кг и внутрилегочно 
ингаляционно в дозе 100 мкг/кг до индук-
ции ОРДС в течение 6-ти дней однократно 
(группа «LPS+L1», n=20). В третьей группе 
животные получали лейтрагин внутримы-
шечно в дозе 10 мкг/кг и внутрилегочно ин-
галяционно в дозе 100 мкг/кг до индукции 
ОРДС в течение 6-ти дней и после индук-
ции ОРДС ежедневно однократно (группа 
«LPS+L2», n=20). Выживаемость животных 
наблюдали в течение 120 ч.

Статистическая обработка
В статистическом анализе кривых выживае-

мости использовался метод Каплана — Мейера 
с оценкой коэффициентов риска (hazard ratio) 
по Мантелю — Ханзелу, с использованием 
программного обеспечения GraphPad Prism. 
Различия между группами считались стати-
стически значимыми при р<0,05.

Результаты исследований
Введение лейтрагина в режиме лечения 
повышает выживаемость животных 
с ОРДС
Для того чтобы оценить эффекты лейтра-

гина на выживаемость животных с «цито-
киновым штормом» и ОРДС, животным 

индуцировали ОРДС и вводили физ. р-р 
(LPS) или лейтрагин сочетанно внутримы-
шечно и ингаляционно (LPS+L), как опи-
сано в разделе «Материалы и методы». 
В двух контрольных группах без ОРДС 
животным вводили физ. р-р внутримы-
шечно (Saline) или лейтрагин внутримы-
шечно в дозе 10 мкг/кг и внутрилегочно 
ингаляционно в дозе 100 мкг/кг (L). Схема 
введения препаратов показана на рис. 1а. 
Выживаемость животных наблюдали в те-
чение 336 ч. Результаты представлены 
на рис. 1b в виде кривых выживаемости 
Каплана — Мейера.
Анализ кривых выживаемости свиде-

тельствует о наличии статистически зна-
чимых отличий между группами (логран-
говый тест Мантеля — Кокса, p<0,0001). 
Индукция ОРДС вызвала гибель 50 и 90% 
животных в течение 12 и 336 ч соответ-
ственно (LPS). Сочетанное ежедневное 
введение лейтрагина животным с ОРДС, 
инъекционно (внутримышечно) и ингаля-
ционно, существенно повысило их выжи-
ваемость (LPS+L; p<0,0001) по сравнению 
с нелечеными животными с ОРДС (LPS), 
при этом лейтрагин снизил коэффициент 
риска гибели (hazard ratio) у животных 

Рис. 1. Кривые выживаемости Каплана — Мейера для мышей линии C57Bl/6Y с острым респираторным ди-
стресс-синдромом (ОРДС): (a) — схема введения веществ; (b) — процент выживания (percent survival) живот-
ных без ОРДС, получавших физ. р-р (Saline) или лейтрагин (L), а также животных с ОРДС, получавших физ. р-р 
(LPS) или лейтрагин (LPS+L).
Fig. 1. Kaplan-Meier survival curves for C57Bl/6Y mice with acute respiratory distress syndrome (ARDS): (a) — 
administration regimens; (b) — survival rates of animals without ARDS treated with saline (Saline) or leutragin (L), and 
animals with ARDS treated with saline (LPS) or leutragin (LPS+L).
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с ОРДС в 30,1 раза относительно нелече-
ных животных с ОРДС.
Таким образом, введение лейтрагина 

в режиме лечения (после индукции ОРДС) 
эффективно повышало выживаемость жи-
вотных с «цитокиновым штормом» и ОРДС.

Профилактическое введение лейтрагина 
повышает выживаемость животных 
с ОРДС
Для того чтобы оценить эффект про-

филактического введения лейтрагина 
на выживаемость животных с «цитоки-
новым штормом» и ОРДС, животным 
вводили лейтрагин в течение 6-ти дней 
до индукции ОРДС (рис. 2b; LPS+L1) 
или в течение 6-ти дней до и 6-ти дней 
после индукции ОРДС (рис. 2с; LPS+L2), 
как описано в разделе «Материалы и ме-
тоды». Животным контрольной группы 
вводили физ. р-р после индукции ОРДС 
(рис. 2а; LPS+Saline). Выживаемость жи-
вотных наблюдали в течение 120 ч после 
индукции ОРДС. Результаты представле-
ны на рис. 2d в виде кривых выживаемо-
сти Каплана — Мейера.

Анализ кривых Каплана — Мейера пока-
зывает, что существует статистически значи-
мое отличие между группами (логранговый 
тест Мантеля — Кокса, p<0,0001). Попарное 
сравнение кривых показывает, что лейтрагин 
при профилактическом введении (LPS+L1) 
статистически значимо снизил гибель живот-
ных с ОРДС (p=0,0002) по сравнению с не-
лечеными животными с ОРДС (LPS+Saline), 
а также снизил коэффициент риска гибели 
(hazard ratio) животных в 16,7 раза относи-
тельно нелеченых животных с ОРДС. Таким 
образом, лейтрагин эффективно снижал ги-
бель животных при профилактическом вве-
дении (до индукции ОРДС).
Введение лейтрагина в смешанном режи-

ме до и после индукции ОРДС (LPS+L2) еще 
более эффективно снизило гибель животных 
(p<0,0001) и уменьшило коэффициент риска 
гибели (hazard ratio) животных в 49,5 раза 
относительно нелеченых животных с ОРДС.

Обсуждение результатов
В настоящей работе впервые показано, 

что лейтрагин, аналог эндогенного динор-
фина 1-6, статистически значимо повышал 

Рис. 2. Кривые выживаемости Каплана — Мейера для мышей линии C57Bl/6Y с острым респираторным ди-
стресс-синдромом (ОРДС): (a), (b), (c) — схемы введения веществ; (d) — процент выживания (percent survival) 
животных, получавших физ. р-р после индуции ОРДС (LPS+Saline), получавших лейтрагин до индукции ОРДС 
(LPS+L1), или получавших лейтрагин до и после индукции ОРДС (LPS+L2).
Fig. 2. Kaplan-Meier survival curves for C57Bl/6Y mice with acute respiratory distress syndrome (ARDS): (a), (b), (c) — 
administration regimens; (d) — survival rates of animals treated with saline after ARDS induction (LPS+Saline), treated 
with leutragin before ARDS induction (LPS+L1), or treated with leutragin before and after ARDS induction (LPS+L2).
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выживаемость животных в модели «цито-
кинового шторма» и острого фатального 
дистресс-синдрома при введении в режиме 
лечения после индукции ОРДС, режиме 
профилактики до индукции ОРДС, а также 
в смешанном режиме — до и после ОРДС.
При введении в режиме лечения, после 

индукции ОРДС, лейтрагин повысил вы-
живаемость животных с 10 до 95% (рис. 1b; 
336 ч) и снизил коэффициент риска гибели 
(hazard ratio) животных в 30,1 раза относи-
тельно нелеченых животных с ОРДС.
В другой серии экспериментов, 

при профилактическом введении до ин-
дукции ОРДС, лейтрагин повысил выжи-
ваемость животных с 20 до 85% (рис. 2d; 
120 ч) и снизил коэффициент риска гибели 
животных в 16,7 раза относительно неле-
ченых животных с ОРДС. В этой же серии 
смешанное профилактическое (до ОРДС) 
и лечебное введение лейтрагина (после 
ОРДС) повысило выживаемость животных 
до 95% и снизило коэффициент риска гибе-
ли животных почти в 50 раз относительно 
нелеченых животных с ОРДС.
Ранее мы показали, что лейтрагин ин-

гибирует экспрессию провоспалительных 
цитокинов у животных в этой же модели 
ОРДС, которая построена как двухэтапный 
процесс гиперактивации системы врожден-
ного иммунитета [4, 7, 11]. Внутрилегочное 
введение α-галактозилцерамида сенсиби-
лизирует систему врожденного иммуните-
та, активируя инвариантные натуральные 
киллеры (iN-kT) [6]. Последующее интра-
трахеальное введение липополисахарида 
E. coli, мурамилпептида и полного адъю-
ванта Фрейнда активирует соответствую-
щие рецепторы распознавания патоген-ас-
социированных молекулярных паттернов 
(PAMP), а именно toll-подобный рецеп-
тор 4 (TLR4) в случае липополисахарида, 
и NOD2-рецептор в случае мурамилпеп-
тида и полного адъюванта Фрейнда [13]. 
TLR4/NOD2 рецепторы запускают канони-
ческий путь активации ядерного фактора 

каппа В (NF-кB), приводящий к транскрип-
ции генов, кодирующих провоспалитель-
ные цитокины, хемокины и др. медиаторы 
воспаления. Таким образом, активация 
NF-кB и экспрессия провоспалительных 
цитокинов лежит в основе «цитокинового 
шторма» и ОРДС в указанной модели.
Ранее мы показали, что лейтрагин ингиби-

рует экспрессию провоспалительных цито-
кинов, особенно интерлейкина-6, в этой мо-
дели. В контексте ключевой роли, которую 
играет повышенная экспрессия провоспа-
лительных цитокинов в развитии ОРДС, по-
вышение выживаемости животных при вве-
дении лейтрагина, вероятнее всего, связано 
именно с его способностью ингибировать 
экспрессию провоспалительных цитокинов 
и «цитокиновый шторм» в этой модели.
Обнаруженный нами эффект профи-

лактического действия лейтрагина в мо-
дели фатального острого респираторного 
дистресс-синдрома заслуживает особого 
внимания, т. к. он позволяет предотвратить 
возникновение заболевания или переход 
легкой стадии поражения легких в тяже-
лую, а также уменьшить риск развития 
ОРДС и снизить риск летального исхода.
Актуальность поиска новых средств лече-

ния «цитокинового шторма» и ОРДС связа-
на с развитием пандемии COVID-19, для ко-
торого эти факторы, особенно повышенная 
продукция интерлейкина-6, обуславливают 
тяжелое течение болезни [9, 10].

Заключение
В настоящей работе впервые показано, 

что лейтрагин, аналог эндогенного динор-
фина 1-6, повышает выживаемость жи-
вотных в модели «цитокинового шторма» 
и острого фатального дистресс-синдрома 
при введении в режиме как профилактики, 
так и лечения.
Обнаруженный нами эффект повышения 

выживаемости животных при профилакти-
ческом применении лейтрагина заслужи-
вает особого внимания, т. к. этот эффект 
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позволяет предотвратить возникновение 
заболевания, переход легкой стадии пора-
жения легких в тяжелую, уменьшить риск 
развития ОРДС, а также снизить риск ле-
тального исхода в условиях «цитокинового 
шторма» и ОРДС.
В целом полученные в настоящей рабо-

те результаты подтверждают выдвинутую 

нами гипотезу, что опиоидергическая си-
стема иммунных клеток представляет со-
бой фармакологическую мишень в терапии 
«цитокинового шторма», и воздействие 
на эту систему открывает перспективы ле-
чения жизнеугрожающих состояний, в т. ч. 
тяжелого острого респираторного синдро-
ма при COVID-19.

С  ПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ | REFERENCES
1. Каркищенко Н.Н. Альтернативы биомедицины. Т. 1. 

Основы биомедицины и фармакомоделирования. 
М.: Изд-во ВПК, 2007. 320 с. [Karkischenko N.N. 
Al’ternativy biomediciny. T. 1. Osnovy biomediciny 
i farmakomodelirovaniya [Biomedicine alternatives. 
Vol. 1. Fundamentals of biomedicine and pharma-
co-modeling]. Moscow: Izdatel’stvo VPK, 2007. 
320 p. (In Russian)].

2. К аркищенко Н.Н. Основы биомоделирования. 
М.: Межакадемическое изд-во ВПК, 2004. 
607 с. [Karkischenko N.N. Osnovy biomod-
elirovaniya [Basics of biomodeling]. Moscow: 
Mezhakademicheskoye Izdatel’stvo VPK, 2004. 
607 p. (In Russian)].

3. Р уководство по лабораторным животным 
и альтернативным моделям в биомедицинских 
исследованиях / Под ред. Н.Н. Каркищенко и др. 
М.: Профиль-2С, 2010. 358 c. [Rukovodstvo po 
laboratornym zhivotnym i al’ternativnym mod-
elyam v biomedicinskih issledovaniyah [Manual 
on laboratory animals and alternative models in 
biomedical research]. Ed. by N.N. Karkischenko, 
et al. Moscow: Profi l’-2S Publ., 2010. 358 p. (In 
Russian)].

4. A oyagi T., Yamamoto N., Hatta M., Tanno D., 
Miyazato A., Ishii K., et al. Activation of pulmonary 
invariant NKT cells leads to exacerbation of acute 
lung injury caused by LPS through local production of 
IFN-γ and TNF-α by Gr-1+ monocytes. Int. Immunol. 
2011;23(2):97–108.

5. C orbett A.D., Paterson S.J., McKnight A.T., Magnan J., 
Kosterlitz H.W. Dynorphin and dynorphin are ligands 
for the kappa-subtype of opiate receptor. Nature. 
1982;299(5878):79–81. DOI: 10.1038/299079a0.

6. C rosby C.M., Kronenberg M. Tissue-specifi c functions 
of invariant natural killer T cells. Nat. Rev. Immunol. 
2018;18(9):559–574.

7. D ’Alessio F.R. Mouse Models of Acute Lung Injury 
and ARDS. Methods Mol. Biol. 2018;1809:341–350.

8. F azalul Rahiman S.S., Morgan M., Gray P., 
Shaw P.N., Cabot P.J. Dynorphin 1-17 and Its 
N-Terminal Biotransformation Fragments Modulate 
Lipopolysaccharide-Stimulated Nuclear Factor-kappa 
B Nuclear Translocation, Interleukin-1beta and Tumor 
Necrosis Factor-alpha in Differentiated THP-1 Cells. 
PLoS One. 2016;11(4):e0153005. DOI: 10.1371/jour-
nal.pone.0153005.

9. G ubernatorova E.O., Gorshkova E.A., Polinova A.I., 
Drutskaya M.S. IL-6: Relevance for immunopathol-
ogy of SARS-CoV-2. Cytokine Growth Factor Rev. 
2020;53:13–24.

10. H enry B.M., de Oliveira M.H.S., Benoit S., Plebani 
M., Lippi G. Hematologic, biochemical and immune 
biomarker abnormalities associated with severe 
illness and mortality in coronavirus disease 2019 
(COVID-19): a meta-analysis. Clin. Chem. Lab. Med. 
2020;58(7):1021–1028.

11. K udo D., Toyama M., Aoyagi T., Akahori Y., 
Yamamoto H., Ishii K., et al. Involvement of high 
mobility group box 1 and the therapeutic effect of 
recombinant thrombomodulin in a mouse model of 
severe acute respiratory distress syndrome. Clin. Exp. 
Immunol. 2013;173(2):276–287.

12. M itchell S., Vargas J., Hoffmann A. Signaling via the 
NFκB system. Wiley Interdiscip. R ev. Syst. Biol. Med. 
2016;8(3):227–241. DOI: 10.1002/wsbm.1331.

13. O gawa C., Liu Y.J., Kobayashi K.S. Muramyl dipep-
tide and its derivatives: peptide adjuvant in immu-
nological disorders and cancer therapy. Curr. Bioact. 
Compd. 2011;7(3):180–197.

14. Yarygin K.N. The interactions of opioids with en-
terocytes membranes: evidence for enzyme-catalysed 
covalent binding. Collect. Czech. Chem. Commun. 
1990;55:2328–2338.



51БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2020 | Toм 16 | № 4 | 44–51

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ | INFORMATION ABOUT THE AUTHORS

Каркищенко Владислав Николаевич, д.м.н., 
проф., ФГБУН «Научный центр биомедицин-
ских технологий Федерального медико-биоло-
гического агентства России»;
e-mail: scbmt@yandex.ru

Vladislav N. Karkischenko, Dr. Sci. (Med.), Prof., 
Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the 
Federal Medical and Biological Agency of Russia;
e-mail: scbmt@yandex.ru

Помыткин Игорь Анатольевич*, к.х.н., 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских тех-
нологий Федерального медико-биологического 
агентства России»;
e-mail: ipomytkin@mail.ru

Igor A. Pomytkin*, Cand. Sci. (Chem.), Scientifi c 
Center of Biomedical Technologies of the Federal 
Medical and Biological Agency of Russia;
e-mail: ipomytkin@mail.ru

Гасанов Мелик Тофикович, к.м.н., доц., 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских тех-
нологий Федерального медико-биологического 
агентства России»;
e-mail: m.gasanov@scbmt.ru

Melik T. Gasanov, Cand. Sci. (Med.), Assoc. Prof., 
Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the 
Federal Medical and Biological Agency of Russia;
e-mail: m.gasanov@scbmt.ru

Нестеров Максим Сергеевич, ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентст-
ва России»;
e-mail: mdulya@gmail.com

Maxim S. Nesterov, Scientifi c Center of Biomedical 
Technologies of the Federal Medical and Biological 
Agency of Russia;
e-mail: mdulya@gmail.com

Фокин Юрий Владимирович, к.б.н., ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентст-
ва России»;
e-mail: fokin@scbmt.ru

Yuriy V. Fokin, Cand. Sci. (Biol.), Scientifi c Center 
of Biomedical Technologies of the Federal Medical 
and Biological Agency of Russia;
e-mail: fokin@scbmt.ru

Табоякова Лидия Александровна, ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентст-
ва России»;
e-mail: lida-vet@mail.ru

Lidiya A. Taboyakova, Scientifi c Center of 
Biomedical Technologies of the Federal Medical 
and Biological Agency of Russia;
e-mail: lida-vet@mail.ru

Алимкина Оксана Владимировна, ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентст-
ва России»;
e-mail: alimkina@scbmt.ru

Oksana V. Alimkina, Scientifi c Center of 
Biomedical Technologies of the Federal Medical 
and Biological Agency of Russia;
e-mail: alimkina@scbmt.ru

Хвостов Даниил Владиславович, ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агентст-
ва России»;
e-mail: daniil_hvostov@mail.ru

Daniil V. Khvostov, Scientifi c Center of Biomedical 
Technologies of the Federal Medical and Biological 
Agency of Russia;
e-mail: daniil_hvostov@mail.ru

* Автор, ответственный за переписку / Corresponding author

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин, М.Т. Гасанов, М.С. Нестеров, Ю.В. Фокин, Л.А. Табоякова, 
О.В. Алимкина, Д.В. Хвостов

«Лейтрагин повышает выживаемость животных в модели фатального острого респираторного 
дистресс-синдрома при профилактическом и лечебном режимах введения»



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ | 
PRE-CLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

52 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2020 | Toм 16 | № 4 | 52–59

https://doi.org/10.33647/2074-5982-16-4-52-59

СОЧЕТАННОЕ ПРИМЕНЕНИЕ ЛЕЙТРАГИНА 
И ЛЕГОЧНОГО СУРФАКТАНТА-БЛ ПОВЫШАЕТ 

ВЫЖИВАЕМОСТЬ ЖИВОТНЫХ В МОДЕЛИ ФАТАЛЬНОГО 
ОСТРОГО РЕСПИРАТОРНОГО ДИСТРЕСС-СИНДРОМА

В.Н. Каркищенко1, И.А. Помыткин1,*, М.Т. Гасанов1, О.И. Степанова1, Р.А. Клёсов1, 
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Настоящая работа посвящена изучению эффектов сочетанного применения лейтрагина, 
стабилизированного аналога эндогенного гексапептида динорфин 1-6, и легочного сурфактанта-БЛ 
на выживаемость животных в экспериментальной фатальной модели «цитокинового шторма» 
и острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) у мышей линии C57Bl/6Y. Введение лейтра-
гина и легочного сурфактанта-БЛ в сочетанном режиме приводило к статистически значимому по-
вышению выживаемости и снижению риска гибели животных с ОРДС по сравнению с контролем. 
Показано, что подавление продукции провоспалительных цитокинов в легких с одновременным 
восполнением потерь эндогенного сурфактанта за счет введения экзогенного легочного сурфактанта 
является многообещающим новым фармакологическим подходом к лечению ОРДС, сопровождаю-
щегося «цитокиновым штормом».

Ключевые слова: лейтрагин, сурфактант-БЛ, острый респираторный дистресс-синдром, мыши 
линии C57Bl/6Y, «цитокиновый шторм», Каплан — Мейер, выживаемость, COVID-19
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Каркищенко В.Н., Помыткин И.А., Гасанов М.Т., Степанова О.И., Клёсов Р.А., 
Огнева Н.С., Савченко Е.С., Скворцова В.И. Сочетанное применение лейтрагина и легочного сур-
фактанта-БЛ повышает выживаемость животных в модели фатального острого респираторного ди-
стресс-синдрома. Биомедицина. 2020;16(4):52–59. https://doi.org/10.33647/2074-5982-16-4-52-59

Поступила 29.07.2020
Принята после доработки 08.09.2020
Опубликована 26.10.2020

4.0



53БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2020 | Toм 16 | № 4 | 52–59

THE COMBINED USE OF LEUTRAGIN 
AND PULMONARY SURFACTANT-BL INCREASES 
ANIMAL SURVIVAL IN A MODEL OF FATAL ACUTE 

RESPIRATORY DISTRESS SYNDROME

Vladislav N. Karkischenko1, Igor A. Pomytkin1,*, Melik T. Gasanov1, Olga I. Stepanova1, 
Roman A. Klesov1, Nastasya S. Ogneva1, Elena S. Savchenko1, Veronika I. Skvortsova2

1 Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia
143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk district, Svetlye gory village, building 1

2 Federal Medical and Biological Agency of Russia
123182, Moscow, Volokolamskoye highway, 30

This study aims to investigate effects of leutragin — a stabilized analogue of the endogenous hexapeptide 
dynorphin 1-6 — in combination with pulmonary surfactant-BL on animal survival in an experimental fatal 
model of “cytokine storm” and acute respiratory distress syndrome (ARDS) in C57Bl/6Y mice. Compared 
to the control, administration of leutragin and pulmonary surfactant-BL in a combined regimen led to a sta-
tistically signifi cant increase in the survival rate and a decrease in the risk of death in animals with ARDS. 
It was shown that the suppression of proinfl ammatory cytokine production in the lungs with a simultaneous 
replenishment of the endogenous surfactant with an exogenous pulmonary surfactant is a promising new 
pharmacological approach to the treatment of ARDS accompanied by a “cytokine storm”.
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Введение
Острый респираторный дистресс-син-

дром (ОРДС) — это остро возникаю-
щее диффузное воспалительное пораже-
ние паренхимы легких, развивающееся 
как неспецифическая реакция на различ-
ные повреждающие факторы и приводя-
щее к формированию острой дыхательной 
недостаточности вследствие нарушения 
структуры легочной ткани и уменьшения 
массы аэрированной легочной ткани. ОРДС 
может возникать как результат действия 
прямых повреждающих факторов, таких 
как лёгочная инфекция, тупая травма гру-
ди, аспирационный синдром, а также не-
прямых повреждающих факторов, таких 

как шок, сепсис, острый панкреатит, трав-
ма и кровопотеря [2, 14]. Наиболее часты-
ми причинами развития ОРДС являются 
сепсис (46,8%), пневмония (44,9%) и шок 
(44,4%), а смертность от ОРДС может до-
стигать 45% [8, 10]. Новая коронавирусная 
инфекция COVID-19 также может приво-
дить к развитию острого тяжелого респира-
торного синдрома [17]. В настоящее время 
отсутствуют эффективные фармакологиче-
ские средства лечения ОРДС, что требует 
продолжения исследований в этой области.
ОРДС характеризуется нерегулируе-

мым воспалением, сопровождающимся 
значительным ростом уровней провоспа-
лительных медиаторов в легких, быстрой 
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миграцией нейтрофилов в альвеолярное 
пространство, эндотелиальным поврежде-
нием и дисфункцией, агрегацией тромбо-
цитов и образованием микротромбов, ин-
терстициальным и альвеолярным отеком, 
гибелью альвеолярных эпителиальных 
клеток, активацией макрофагов и диффуз-
ным альвеолярным поражением легких 
[13]. Миграция нейтрофилов в легкие и их 
последующая дегрануляция под действи-
ем воспалительных факторов, в частности 
IL-6 [7], приводит к высвобождению про-
теаз нейтрофилов, в основном эластазы, 
и запускает процесс протеолитической де-
градации легочной ткани, в т. ч. легочного 
сурфактанта, обеспечивающего упруго-ме-
ханические свойства легких.
Легочный сурфактант млекопитающих 

состоит примерно на 90% из липидов, 
в основном фосфатидилхолина, и на 10% — 
из белковой фракции [9]. Деградация че-
тырех основных белка сурфактанта, из-
вестных как SP-A, SP-B, SP-C и SP-D, 
под действием эластазы нейтрофилов ведет 
к потере упругости легких и вносит суще-
ственный вклад в развитие ОРДС в услови-
ях «цитокинового шторма» [11, 12, 16].
Легочные сурфактанты — как выделяе-

мые из легких крупных млекопитающих, 
так и получаемые синтетическим пу-
тем — успешно используются в лечении 
респираторного синдрома новорожденных 
как средства, компенсирующие временный 
дефицит эндогенного сурфактанта. Однако 
многочисленные клинические испытания 
коммерческих легочных сурфактантов 
в целом не показали достаточную эффек-
тивность в лечении ОРДС у взрослых [5]. 
Исключением является сурфактант-БЛ — 
препарат, выделенный из легких крупно-
го рогатого скота, для которого известно, 
что он снижал смертность от ОРДС у боль-
ных с сепсисом, тяжелой комбинированной 
травмой, ингаляционными поражениями, 
осложнениями при операциях на грудной 
клетке, реторакотомии, при реперфузион-

ном синдроме, операциях на сердце и аор-
те, а также при тяжелой патологии в аку-
шерско-гинекологической клинике [1, 15]. 
Однако эффективность сурфактанта-БЛ ра-
нее не изучалась на моделях «цитокинового 
шторма».
Лейтрагин представляет собой искус-

ственный гексапептид, имеющий амино-
кислотную последовательность Tyr-D-
Ala-Gly-Phe-Leu-Arg, соответствующую 
структуре фрагмента динорфина 1-6, в ко-
тором остаток Gly во втором положении 
заменен на D-Ala для повышения устой-
чивости пептида к действию эндогенных 
пептидаз. Лейтрагин значительно снижает 
смертность от ОРДС в экспериментальной 
модели ОРДС и «цитокинового шторма», 
как уже было показано в одной из статей 
настоящего выпуска. Этот эффект лейтра-
гина связан с ингибированием экспрессии 
провоспалительных цитокинов и, в первую 
очередь, снижением уровней мРНК и белка 
интерлейкина-6 (IL-6) в легких животных 
с ОРДС.
Учитывая известную роль «цитокиново-

го шторма» как триггера протеолитической 
деградации эндогенного легочного сурфак-
танта, представляется обоснованным но-
вый фармакологический подход к лечению 
ОРДС, включающий подавление продук-
ции провоспалительных цитокинов в лег-
ких с одновременным восполнением выз-
ванных протеолизом потерь эндогенного 
сурфактанта за счет введения экзогенного 
сурфактанта.

Целью настоящей работы было иссле-
дование эффективности комбинирован-
ного введения лейтрагина и легочного 
сурфактанта-БЛ в снижении гибели жи-
вотных на экспериментальной модели фа-
тального ОРДС с выраженными признака-
ми «цитокинового шторма», подобными 
тем, что наблюдаются у пациентов с тяже-
лым течением коронавирусной инфекции 
COVID-19.
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Материалы и методы
Материалы
Реагенты были получены от Invitrogen 

или Sigma-Aldrich («Merck», Сент-Луис, 
США). Сурфактант-БЛ был предостав-
лен ООО «Биосурф» (Санкт-Петербург, 
Россия).

Животные
Исследования проводились в Научном 

центре биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологическо-
го агентства (ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России) на мышах линии C57Bl/6Y, сам-
ках в возрасте около 2,5 мес., началь-
ной средней массой 20±2,0 г. Животные 
были получены из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России 
(Московская обл.) и отобраны в экспе-
римент методом рандомизации. Мышей 
содержали в микроизоляторной системе 
Rair IsoSystem по 5 особей. Животные со-
ответствовали категории конвенциональ-
ных. Они получали стандартный комби-
корм гранулированный полнорационный 
для лабораторных животных (экструди-
рованный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-2001 
Р.5. Водопроводная очищенная вода всем 
животным давалась ad libitum в стандарт-
ных поилках. Животные содержались 
в контролируемых условиях окружающей 
среды при температуре воздуха 18–22°С, 
относительной влажности 60–70% и ес-
тественно-искусственном освещении 
с циклом 12/12. Вновь прибывшие жи-
вотные находились на карантине 7 дней 
в клетках. Все эксперименты проводи-
лись в соответствии с этическими прин-
ципами и нормативными документами, 
рекомендованными Европейской конвен-
цией о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов, а так-
же в соответствии с Приказом Минздрава 
России от 01.04.2016 г. № 199н «Об ут-
верждении Правил надлежащей лабора-
торной практики» [3, 4, 6].

Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)
Животным индуцировали острое пора-

жение легких и респираторный дистресс-
синдром последовательным введением 
α-галактозилцерамида, ингаляционно в до-
зе 1 мкг/мышь, и через 24 ч — комбинации 
липополисахарида E. coli в количестве 
300 мкг/мышь с добавлением 100 мкг/мышь 
мурамилпептида и 10 мкл/мышь полного 
адъюванта Фрейнда, здесь и далее обо-
значаемой как «LPS», интратрахеально 
под общим наркозом.

Введение препаратов
Для оценки эффекта сочетанного введе-

ния лейтрагина и сурфактанта-БЛ мыши 
были разделены на 5 групп по 20 особей 
в каждой. Животным в двух контрольных 
группах вводили физ. р-р ингаляционно 
или сурфактант-БЛ ингаляционно в дозе 
25 мг/кг, один раз в день в течение 4-х 
дней. Животным в трех опытных груп-
пах индуцировали ОРДС. Через 30 мин 
после индукции ОРДС и далее ежедневно 
в течение последующих трех дней жи-
вотные получали физ. р-р ингаляционно 
(группа «LPS»), лейтрагин внутримы-
шечно в дозе 10 мкг/кг и внутрилегочно 
ингаляционно в дозе 100 мкг/кг (группа 
«LPS+L») или лейтрагин внутримышечно 
в дозе 10 мкг/кг и внутрилегочно инга-
ляционно в дозе 100 мкг/кг вместе с сур-
фактантом-БЛ в дозе 25 мг/кг (группа 
«LPS+L+Surf»).

Статистическая обработка
Для анализа кривых выживания 

Каплана — Мейера использовался лог-
ранговый тест Мантеля — Кокса, оценка 
коэффициентов риска (hazard ratio) про-
водилась по Мантелю — Ханзелу с ис-
пользованием программного обеспечения 
GraphPad Prism. Различия между группа-
ми считались статистически значимыми 
при р<0,05.
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Результаты исследований
Для того чтобы оценить эффект сочетан-

ного введения лейтрагина и сурфактанта-
БЛ на выживаемость животных в условиях 
«цитокинового шторма» и ОРДС, живот-
ным после индукции ОРДС вводили физ. 
р-р (группа «LPS»), лейтрагин (группа 
«LPS+L») или лейтрагин вместе с сурфак-
тантом-БЛ (группа «LPS+L+Surf»), как опи-
сано в разделе «Материалы и методы». 
Животные без ОРДС в двух контрольных 
группах получали физ. р-р или сурфактант-
БЛ. Выживаемость животных отслежива-
лась в течение 384 ч (16 сут), начиная с мо-
мента индукции ОРДС. Ни одно животное 
не погибло в обеих контрольных группах 
за весь период наблюдений. Результаты 
для трех групп с ОРДС представлены на ри-
сунке в виде кривых выживания Каплана — 
Мейера.
Индукция ОРДС вызвала гибель 50 

и 75% животных в течение 84 и 384 ч со-
ответственно. Однако массовая гибель 
животных снижалась при введении иссле-
дуемых препаратов. Анализ кривых вы-

живания с использованием логрангового 
теста Мантеля — Кокса показал наличие 
статистически значимых отличий между 
группами (p<0,0001). Введение лейтраги-
на животным с ОРДС статистически зна-
чимо снизило гибель животных до 10% 
(LPS+L; p<0,0001) по сравнению с гибелью 
75% животных в группе нелеченых живот-
ных с ОРДС (LPS). Лейтрагин при этом 
снизил коэффициент риска гибели (hazard 
ratio) в 10,04 раза относительно нелеченых 
животных с ОРДС. Совместное введение 
лейтрагина и сурфактанта-БЛ полностью 
предотвр атило гибель животных с ОРДС. 
Логранговый тест Мантеля — Кокса по-
казал статистически значимое отличие 
между группами «LPS+L+Surf» и «LPS» 
(p<0,0001), а также уменьшение в 15,46 раза 
коэффициента риска гибели (hazard ratio) 
в группе животных, получавших совместно 
лейтрагин и сурфактант-БЛ, относительно 
нелеченых животных с ОРДС. Кроме того, 
совместное введение лейтрагина и сурфак-
танта-БЛ снизило коэффициент риска гибе-
ли (hazard ratio) у животных с ОРДС в 7,6 

Рис. Кривые выживания Каплана — Мейера для мышей линии C57Bl/6Y с острым респираторным дистресс-
синдромом (ОРДС). Процент выживания (percent survival) животных с ОРДС, получавших физ. р-р (LPS), лей-
трагин (LPS+L) или лейтрагин вместе с сурфактантом-БЛ (LPS+L+Surf).
Fig. Kaplan — Meyer survival curves for C57Bl/6Y mice with acute respiratory distress syndrome (ARDS). Survival 
rates of animals with ARDS treated with saline (LPS), leutragine (LPS+L), or leutragine together with surfactant-BL 
(LPS+L+Surf).
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раза относительно животных с ОРДС, по-
лучавших только лейтрагин, хотя не было 
статистически значимых отличий между 
этими группами животных в логранговом 
тесте Мантеля — Кокса (p=0,15).
В целом совместное введение лейтрагина 

и сурфактанта-БЛ было наиболее эффек-
тивной терапией для повышения выжива-
емости животных с «цитокиновым штор-
мом» и ОРДС и снижения коэффициента 
риска гибели этих животных.

Обсуждение и выводы
В настоящей работе впервые показано, 

что сочетанное введение лейтрагина и легоч-
ного сурфактанта предотвращает гибель жи-
вотных в модели острого фатального респи-
раторного дистресс-синдрома. Лейтрагин, 
представляющий собой стабилизированный 
аналог эндогенного динорфина 1-6, стати-
стически значимо снижал гибель животных 
в этой модели с 75% в контроле до 10% в те-
чение периода наблюдений, составлявше-
го 384 ч. Сочетанное введение лейтрагина 
и сурфактанта-БЛ снизило смертность жи-
вотных с ОРДС до 0% на тех же сроках на-
блюдения.

Существенное дополнительное повы-
шение выживаемости животных при вну-
трилегочном введении сурфактанта-БЛ 
свидетельствует о том, что процесс дег-
радации эндогенного легочного сурфак-
танта вносит вклад в развитие ОРДС. Этот 
результат находится в согласии с извест-
ными данными о деградации основных 
белков сурфактанта — SP-A, SP-B, SP-C 
и SP-D — под действием эластазы нейтро-
филов, активность которой в легких повы-
шается в условиях «цитокинового штор-
ма» [11, 12, 16]. Деградация эндогенного 
сурфактанта ведет к потере упруго-меха-
нических свойств легких. Соответственно, 
компенсация потерь эндогенного сурфак-
танта является обоснованной стратегией 
лечения ОРДС.
В целом, полученные в настоящей рабо-

те результаты показывают, что подавление 
продукции провоспалительных цитокинов 
в легких с одновременным восполнением 
потерь эндогенного сурфактанта за счет 
введения экзогенного легочного сурфактан-
та-БЛ является многообещающим новым 
фармакологическим подходом к лечению 
ОРДС.
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ЭФФЕКТЫ ТОЦИЛИЗУМАБА, АНТАГОНИСТА РЕЦЕПТОРА 
ИНТЕРЛЕЙКИНА-6, НА ЭКСПРЕССИЮ ЦИТОКИНОВ 

И ВЫЖИВАЕМОСТЬ ЖИВОТНЫХ В МОДЕЛИ ФАТАЛЬНОГО 
ОСТРОГО РЕСПИРАТОРНОГО ДИСТРЕСС-СИНДРОМА

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин*, Н.В. Петрова, С.В. Максименко, М.М. Скрипкина, 
А.И. Левашова, С.Е. Деньгина

ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий
Федерального медико-биологического агентства России»

143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1

Настоящая работа посвящена изучению эффектов тоцилизумаба, моноклонального антитела 
к рецепторам интерлейкина-6 (IL-6), на экспрессию цитокинов и выживаемость животных в модели 
фатального острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС), характеризующейся высокой 
смертностью и повышенной продукцией IL-6 в легких. Экспрессию интерлейкина-1β (IL-1β), 
интерлейкина-6 (IL-6), фактора некроза опухоли (TNF-α), интерферонов α (IFN-α) и β (IFN-β) 
в легких оценивали методом ПЦР в реальном времени. Продукцию цитокинов оценивали методом 
иммуноферментного анализа. Тоцилизумаб не влиял на экспрессию исследованных цитокинов 
в легких животных с ОРДС, но менял профили их высвобождения в легких. Острое многократное 
повышение уровней IL-6 в легких наблюдалось в первые два часа после введения тоцилизумаба 
с последующим их снижением до низких значений, близких к наблюдаемым у интактных животных. 
Тоцилизумаб не снижал смертность животных с ОРДС по сравнению с нелечеными животными 
с ОРДС. Таким образом, ингибирование только сигнального пути рецептора IL-6 не обеспечивает 
эффективного решения проблемы снижения смертности от ОРДС, связанного с развитием «цитоки-
нового шторма».

Ключевые слова: тоцилизумаб, острый респираторный дистресс-синдром, мыши линии C57Bl/6Y, 
«цитокиновый шторм», интерлейкин-6, выживаемость, Каплан — Мейер, COVID-19
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Каркищенко В.Н., Помыткин И.А., Петрова Н.В., Максименко С.В., 
Скрипкина М.М., Левашова А.И., Деньгина С.Е. Эффекты тоцилизумаба, антагониста рецептора 
интерлейкина-6, на экспрессию цитокинов и выживаемость животных в модели фатального острого 
респираторного дистресс-синдрома. Биомедицина. 2020;16(4):60–70. https://doi.org/10.33647/2074-
5982-16-4-60-70

Поступила 29.07.2020
Принята после доработки 08.09.2020
Опубликована 26.10.2020

4.0



61БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2020 | Toм 16 | № 4 | 60–70

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин, Н.В. Петрова, С.В. Максименко, 
М.М. Скрипкина, А.И. Левашова, С.Е. Деньгина

«Эффекты тоцилизумаба, антагониста рецептора интерлейкина-6, на экспрессию цитокинов 
и выживаемость животных в модели фатального острого респираторного дистресс-синдрома»

EFFECTS OF TOCILIZUMAB, AN INTERLEUKIN-6 RECEPTOR 
ANTAGONIST, ON CYTOKINE EXPRESSION AND ANIMAL 
SURVIVAL IN A MODEL OF FATAL ACUTE RESPIRATORY 

DISTRESS SYNDROME

Vladislav N. Karkischenko, Igor A. Pomytkin*, Nataliya V. Petrova, Sergey V. Maksimenko, 
Mariya M. Skripkina, Anna I. Levashova, Svetlana E. Dengina

Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia
143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk district, Svetlye gory village, building 1

This study aims to investigate effects of tocilizumab, a monoclonal antibody to interleukin-6 (IL-6) recep-
tors, on cytokine expression and animal survival in a model of fatal acute respiratory distress syndrome 
(ARDS) characterized by high mortality rates and increased IL-6 production in the lungs. The expression 
of interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), tumour necrosis factor (TNF-α) and interferons α (IFN-α) 
and β (IFN-β) in the lungs was assessed by real-time PCR. Cytokine production was assessed by enzyme 
immunoassay. Although tocilizumab did not affect the expression of the studied cytokines in the lungs of 
animals with ARDS, it changed the profi les of their release. An acute multifold increase in the levels of 
IL-6 in the lungs was observed in the fi rst two hours after the administration of tocilizumab, followed by 
a decrease of IL-6 to lower values similar to those observed in intact animals. Tocilizumab did not reduce 
mortality in treated animals with ARDS compared to those without treatment. Thus, the inhibition of the 
IL-6 receptor signaling pathway alone does not provide an effective solution to the problem of reducing 
mortality from ARDS associated with the development of a “cytokine storm”.

Keywords: tocilizumab, acute respiratory distress syndrome, C57Bl/6Y mice, “cytokine storm”, interleu-
kin-6, survival, Kaplan — Meier, COVID-19
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Введение
Интерлейкин-6 (IL-6) представляет со-

бой небольшой цитокин массой 21 кДа, ко-
торый преимущественно вырабатывается 
клетками врожденной иммунной системы. 
Наряду с другими провоспалительными 
цитокинами, такими как интерлейкин-1β 
(IL-1β) и фактор некроза опухоли α (TNF-α), 
IL-6 участвует в регуляции острой фазы 
иммунного ответа. Повышенные уровни 
IL-6 в сыворотке крови и бронхоальвео-
лярном лаваже наблюдаются у пациентов 
при воспалительных респираторных забо-
леваниях, в т. ч. при астме [4, 5], хрониче-

ской обструктивной болезни легких [4, 6], 
пневмониях различной этиологии [7–11] 
и идиопатическом фиброзе легких [12]. 
Высокие уровни IL-6 часто наблюдаются 
у пациентов с новой коронавирусной ин-
фекцией COVID-19, которая вызывается 
вирусом SARS-CoV-2 и характеризуется 
диффузным альвеолярным повреждени-
ем легких, тяжелым острым респиратор-
ным синдромом и микротромбозами [10]. 
Повышенные уровни IL-6 предсказывают 
более тяжелое течение заболевания, а так-
же необходимость интенсивной терапии 
[13] и повышенную внутрибольничную 
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смертность у пациентов с COVID-19 [14]. 
Недавний метаанализ, включающий в со-
вокупности 18 исследований COVID-19, 
показал, что существует пороговый уро-
вень IL-6 в крови, равный 1,7 пг/мл, ко-
торый является дискриминатором (от лат. 
discrimino — «различаю») легкого и тяже-
лого течения болезни [15]. В целом мно-
гочисленные исследования указывают 
на роль IL-6 как активного патогенетиче-
ского фактора в развитии тяжелых форм 
респираторных заболеваний, в т. ч. тяже-
лого острого респираторного дистресс-
синдрома (ОРДС) при COVID-19.
Антагонисты интерлейкина-6, такие 

как специфические моноклональные ан-
титела к белку IL-6 (силтуксимаб) и ре-
цептору IL-6 (тоцилизумаб и сарилумаб), 
рассматриваются в качестве возмож-
ных средств для решения проблемы IL-6 
при COVID-19.
Тоцилизумаб представляет собой ре-

комбинантное гуманизированное моно-
клональное антитело к человеческому 
рецептору интерлейкина-6 подкласса 
иммуноглобулина IgG1 с молекулярной 
массой приблизительно 148 кДа, которое 
связывается как с мембранными (mIL-6R), 
так и с растворимыми (sIL-6R) рецептора-
ми интерлейкина-6 (IL-6R). По некоторым 
предварительным данным, тоцилизумаб 
снижал тяжесть заболевания COVID-19 
и смертность в группе пациентов 
с COVID-19 [16], однако многоцентровые 
клинические испытания не подтвердили 
его эффективность в снижении смертно-
сти от COVID-19.

Целью настоящей работы было ис-
следование эффектов тоцилизумаба, ан-
тагониста рецептора интерлейкина-6, 
на экспрессию цитокинов и выживаемость 
животных в модели фатального ОРДС, 
которая характеризуется высокой смерт-
ностью и повышенной продукцией IL-6 
в легких.

Материалы и методы
Животные
Исследования проводились в Научном 

центре биомедицинских технологий Феде-
рального медико-биологического агентства 
(ФГБУН НЦБМТ ФМБА России) на мы-
шах линии C57Bl/6Y, самках в возрасте 
около 2,5 мес., начальной средней мас-
сой 20±2,0 г. Животные были получены 
из филиала «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России (Московская обл.) и ото-
браны в эксперимент методом рандомиза-
ции. Мышей содержали в микроизолятор-
ной системе Rair IsoSystem по 5 особей. 
Животные соответствовали категории 
конвенциональных. Животные получали 
стандартный комбикорм гранулированный 
полнорационный для лабораторных жи-
вотных (экструдированный) ПК-120 ГОСТ 
Р 51849-2001 Р.5. Водопроводная очи-
щенная вода всем животным давалась ad 
libitum в стандартных поилках. Животные 
содержались в контролируемых условиях 
окружающей среды при температуре воз-
духа 18–22°С, относительной влажности 
60–70% и естественно-искусственном ос-
вещении с циклом 12/12. Вновь прибыв-
шие животные находились на карантине 
7 дней в клетках. Все эксперименты прово-
дились в соответствии с этическими прин-
ципами и нормативными документами, ре-
комендованными Европейской конвенцией 
о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов, а также в со-
ответствии с Приказом Минздрава России 
от 01.04.2016 г. № 199н «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной прак-
тики» [1–3].

Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)
Животным индуцировали острое пора-

жение легких и респираторный дистресс-
синдром последовательным введением 
α-галактозилцерамида ингаляционно в дозе 
1 мкг/мышь и, через 24 ч, липополисаха-
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рида E. coli в количестве 300 мкг/мышь 
с добавлением 100 мкг/мышь мурамилпеп-
тида и 10 мкл/мышь полного адъюванта 
Фрейнда (LPS), интратрахеально под об-
щим наркозом.

Введение препаратов
Исследование выживаемости. Для оцен ки 

эффектов тоцилизумаба на выживаемость 
животных мыши были разделены на 3 груп-
пы по 20 особей в каждой. Животным 
контрольной группы вводили однократно 
подкожно физ. р-р («Saline»). Животным 
двух опытных групп индуцировали ОРДС. 
Через 30 мин после индукции ОРДС живот-
ные получили однократно подкожно физ. 
р-р (группа «LPS») или тоцилизумаб в дозе 
28 мг/кг (группа «LPS+TZM»).
Исследование экспрессии цитоки-

нов. Для оценки эффектов тоцилизумаба 
на экспрессию цитокинов в легких мыши 
C57Bl/6Y были разделены на 4 группы 
по 5 особей в каждой. Через 3 ч после 
индукции ОРДС животные первой груп-
пы (самцы) и второй группы (самки) по-
лучили однократно подкожно физ. р-р, 
а животные третьей и четвертой групп, 
самцы и самки соответственно, получили 
однократно подкожно тоцилизумаб в дозе 
28 мг/кг.
Исследование высвобождения цито-

кинов. Для оценки эффектов тоцилизума-
ба на высвобождение цитокинов в лег-
ких мыши были отобраны в 3 группы 
по 3–5 особей. Через 30 мин после индук-
ции ОРДС животные получили однократ-
но подкожно инъекцию физ. р-ра (группа 
«LPS») или тоцилизумаба в дозе 28 мг/кг 
(группа «LPS+TZM»). Интактные живот-
ные не подвергались какому-либо вмеша-
тельству (группа «Int»).

Выделение РНК из биоматериала
Животных декапитировали, легкие из-

влекали и гомогенизировали с использо-
ванием прибора для автоматической гомо-

генизации клеток и тканей MagNa Lyser 
(«Roche»). Из полученного материала 
легких выделяли РНК с помощью набора 
для выделения РНК-экстран («Синтол», 
Россия) в соответствии с инструкциями 
производителя.

Проведение ПЦР с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР)
Анализ ПЦР производили на матри-

це ДНК, полученной в результате обрат-
ной транскрипции одноцепочечной РНК 
в кДНК. Синтез первой цепи кДНК про-
водили согласно инструкции «Комплект 
реагентов для получения кДНК на матрице 
РНК. РЕВЕРТА-L» («ИнтерЛабСервис», 
Москва) при 37°С — 30 мин в течение од-
ного цикла.

Проведение ПЦР в реальном времени
Исследование экспрессии генов IL1B, 

IL6, TNFA, IFNA и IFNB, кодирующих ци-
токины IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-α и IFN-β 
соответственно, в исследуемых пробах 
производилось с помощью детектирую-
щего амплификатора CFX-96 («Bio-Rad», 
США) с использованием специфических 
праймеров и флуоресцентных зондов, ука-
занных в таблице. В качестве референсного 
гена был выбран ген «домашнего хозяйст-
ва» GAPDH. Результаты измерений выра-
жались как кратность изменения экспрес-
сии гена относительно экспрессии этого же 
гена у интактных животных.

Выделение биоматериала и измерение 
цитокинов
Животных декапитировали, легкие из-

влекали и гомогенизировали с использо-
ванием прибора для автоматической гомо-
генизации клеток и тканей MagNa Lyser 
(«Roche»). Уровни цитокинов определяли 
в сыворотке крови и в водном экстракте 
лёгочной ткани. Измерения проводились 
на мультиплексном ридере Bio-Plex® 
MAGPIX™ Multiplex Reader («Bio-Rad», 
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SN: 12250707) с использованием стан-
дартной коммерчески доступной панели 
(Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine Th17 Panel 
A 6-Plex #M6000007NY). Экстракт лёгоч-
ной ткани, стабилизированный ЭДТА, 
вносили в лунки планшета. Дальнейшие 
операции выполняли в соответствии 
с протоколом производителя. Анализ по-
лученных данных и сравнение содержа-
ния исследованных цитокинов в разных 
группах проводилось в программе Bio-
Plex Data Pro (версия 1.0.0.06) фирмы 
«Bio-Rad» (США).

Статистическая обработка
Статистический анализ проводили с по-

мощью однофакторного дисперсионного 
анализа (one-way ANOVA) с последую-
щим тестом Бонферрони (Bonferroni’s test) 
для множественного сравнения различий 
между группами с использованием про-
граммного обеспечения GraphPad Prism. 
Для анализа кривых выживания исполь-
зовался метод Каплана — Мейера с оцен-
кой коэффициентов риска (hazard ratio) 
по Мантелю — Ханзелу. Различия между 
группами считались статистически значи-
мыми при р<0,05.

Результаты исследований
Эффект тоцилизумаба 
на выживаемость животных с ОРДС
Для того чтобы оценить эффект то-

цилизумаба на выживаемость живот-
ных в условиях «цитокинового шторма» 
и ОРДС, животным после индукции ОРДС 
вводили однократно подкожно физ. р-р 
(группа «LPS») или тоцилизумаб (груп-
па «LPS+TZM»), как описано в разделе 
«Материалы и методы». В контрольной 
группе животные без ОРДС получили одно-
кратно подкожно физ. р-р (группа «Saline»). 
Выживаемость животных отслеживалась 
в течение 456 ч (19 сут), начиная с момен-
та индукции ОРДС. Результаты представ-
лены на рис. 1 в виде кривых выживания 
Каплана — Мейера.
В контрольной группе за весь период на-

блюдений не погибло ни одного животно-
го. Анализ кривых выживания показывает, 
что индукция ОРДС статистически значимо 
вызвала гибель животных (LPS; логран-
говый тест Мантеля — Кокса; p<0,0001) 
по сравнению с контролем (Saline), причем 
50% животных с ОРДС погибли в течение 
первых 72 ч. Сравнение кривых выживания 
животных с ОРДС, получивших тоцили-

Таблица. Олигонуклеотидные праймеры и зонды ПЦР-системы для детекции генов IL1B, IL6, TNFA, IFNA 
и IFNB
Table. Oligonucleotide primers and PCR probes used for detecting IL1B, IL6, TNFA, IFNA and IFNB genes

Ген Праймер/зонд Нуклеотидная последовательность 

IL1B
F
R
Z

5’-GAGAACCAAGCAACGACAAA-3’
5’-CTTGTTGAAGACAAACCGTT-3’

ROX-TAATGAAAGACGGCACACCCACCCT-BHQ2

IL6
F
R
Z

5’-ATGAAGTTCCTCTCTGCAAG-3’
5’-GTGTAATTAAGCCTCCGACT-3’

ROX-CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGACA-BHQ-2

TNFA
F
R
Z 

5’-TCTGTCTCTCACCTGCTCTG-3’
5’-GGTTCTCAGATGTGTCACGA-3’

ROX-GAATGGATGGGCTACATAAGTTACG-BHQ2

IFNA
F
R
Z

5’-ATCAAACAGCCCAGAAGACC-3’
5’-GGCTTTCTTGTTCCTGAGGT-3’

ROX-GGCTCTGTGCTTTCCTGATGGTTTT-BHQ2

IFNB
F
R
Z

5’-CACCACAGCCCTCTCCATCA-3’
5’-GCATCTTCTCCGTCATCTCC-3’

ROX-GGCTCTGTGCTTTCCTGATGGTTTT-BHQ2 
Примечание: F — прямой праймер, R — обратный праймер, Z — зонд ПЦР-системы.
Note: F is a direct primer, R is a reverse primer, Z is a PCR probe.
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зумаб (LPS+TZM) или физ. р-р (LPS), 
не выявило статистически значимого отли-
чия между этими группами (логранговый 
тест Мантеля — Кокса, p=0,65).
Таким образом, тоцилизумаб не влиял 

на выживаемость животных с ОРДС.

Эффект тоцилизумаба на экспрессию 
цитокинов в легких животных с ОРДС
Для того чтобы оценить эффекты тоци-

лизумаба на экспрессию цитокинов в лег-
ких в условиях «цитокинового шторма» 
и ОРДС, животным (самцы и самки) после 
индукции ОРДС вводили однократно под-
кожно физ. р-р (группа «LPS») или тоци-
лизумаб (группа «LPS+TZM»), как опи-
сано в разделе «Материалы и методы». 
Спустя 3 ч легкие извлекли и методом 
ПЦР в реальном времени измерили уров-
ни мРНК для IL-1β, TNF-α, IL-6, IFN-α 
и IFN-β. Результаты представлены на рис. 
2 как среднее значение ± ошибка средне-

го кратного изменения уровней мРНК от-
дельных цитокинов в легких относитель-
но наблюдаемого у нелеченых животных 
с ОРДС.
Двухфакторный дисперсионный анализ 

(two-way ANOVA) результатов с последу-
ющим тестом Бонферрони для множест-
венных сравнений показал, что введение 
тоцилизумаба не привело к статистиче-
ски значимым изменениям профилей экс-
прессии всех исследованных цитокинов 
у животных с ОРДС. Статистически зна-
чимых основных эффектов тоцили-
зумаба в зависимости от пола живот-
ных не было обнаружено в отношении 
экспрессии IL-1β (F1,16=0,4003, p=0,536 
и F1,16=0,3824, p=0,545 соответственно), 
TNF-α (F1,16=1,474, p=0,242 и F1,16=0,2752, 
p=0,607 соответственно), IL-6 (F1,16=1,349, 
p=0,2624 и F1,16=0,027, p=0,8728 соот-
ветственно), IFN-α (F1,16=1,680, p=0,2133 
и F1,16=2,919, p=0,1069 соответственно) 

Рис. 1. Кривые выживания Каплана — Мейера для мышей с острым респираторным дистресс-синдромом 
(ОРДС). Процент выживания (percent survival) животных без ОРДС, получивших однократно подкожно физ. 
р-р (Saline), а также животных с ОРДС, получивших однократно подкожно физ. р-р (LPS) или тоцилизумаб 
(LPS+TZM).
Fig. 1. Kaplan — Meyer survival curves for mice with acute respiratory distress syndrome (ARDS). Survival rates of 
animals without ARDS having received a single subcutaneous injection of saline and those with ARDS having received 
a single subcutaneous injection of saline (LPS) or tocilizumab (LPS+TZM).
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и IFN-β (F1,16=0,9082, p=0,3548 
и F1,16=0,3047, p=0,5886 соответственно). 
Тест Бонферрони для множественных срав-
нений также не выявил статистически зна-
чимых отличий между группами.
Таким образом, тоцилизумаб не влиял 

на экспрессию всех исследованных цито-
кинов в легких животных с ОРДС.

Эффект тоцилизумаба 
на высвобождение цитокинов в легких 
при ОРДС
Для того чтобы оценить эффекты тоци-

лизумаба на высвобождение цитокинов 
в легких в условиях «цитокинового штор-
ма» и ОРДС, животные через 30 мин после 
индукции ОРДС получили однократно под-
кожно инъекцию физ. р-ра (группа «LPS») 
или тоцилизумаба (группа «LPS+TZM»), 
как описано в разделе «Материалы и ме-
тоды». Интактные животные не подверга-
лись какому-либо вмешательству (группа 
«Int»). Уровни цитокинов IL-1β, TNF-α, 
IL-6 и интерферона-γ (IFN-γ) в сыворотке 
крови и легких измерили через 2, 7 и 12 ч 
после индукции ОРДС, как описано в раз-
деле «Материалы и методы». Результаты 
представлены как среднее значение уров-
ней цитокинов после индукции ОРДС в сы-
воротке крови и гомогенатах легких живот-
ных на рис. 3 и 4 соответственно.

Рис. 3 показывает, что индукция ОРДС 
не привела к существенным изменени-
ям профиля цитокинов в сыворотке кро-
ви по сравнению с интактным контролем. 
Инъекция тоцилизумаба также не влияла 
на уровни цитокинов в сыворотке крови 
животных с ОРДС.
Рис. 4 показывает, что уже через 2 ч по-

сле индукции ОРДС наблюдалось суще-
ственное 16-кратное повышение уровней 
IL-6 в легких по сравнению с интактным 
контролем, но при этом не было изме-
нений уровней остальных исследован-
ных цитокинов. Однократная подкожная 
инъекции тоцилизумаба привела к изме-
нению профиля IL-6 в легких животных 
с ОРДС. В первые 2 ч после введения 
тоцилизумаб вызвал острое 48-крат-
ное временное повышение уровней IL-6 
в легких животных с ОРДС по сравне-
нию с интактным контролем. Однако уже 
к 12-ти ч после введения тоцилизумаба 
наблюдалось резкое снижение уровней 
IL-6 до значений, наблюдаемых у ин-
тактных животных. Сходная картина 
временного острого повышения уровней 
IL-1β в 3,5 раза, TNF-α в 3,3 раза и IFN-γ 
в 1,9 раза с последующим падением 
до низких значений наблюдалась после 
введения тоцилизумаба в легких у жи-
вотных с ОРДС.

Рис. 2. Эффекты тоцилизумаба на экспрессию цитокинов в легких мышей с острым респираторным дистресс-
синдромом (ОРДС). Кратное изменение уровней мРНК (mRNA) цитокинов (a) IL-1β, (b) TNF-α, (c) IL-6, (d) IFN-α 
и (e) IFN-β в легких самцов (male) и самок (female), получивших инъекцию тоцилизумаба подкожно (LPS+TZM) 
относительно уровней мРНК у нелеченых животных с ОРДС, получивших инъекцию физ. р-ра подкожно (LPS).
Fig. 2. Effects of tocilizumab on cytokine expression in the lungs of mice with acute respiratory distress syndrome 
(ARDS). Multifold changes in the mRNA levels of IL-1β, (b) TNF-α, (c) IL-6, (d) IFN-α and (e) IFN-β cytokines (a) in 
the lungs of males and females having received a subcutaneous injection of totsilizumab (LPS+TZM) compared to the 
mRNA levels in the lunges of untreated animals with ARDS having received a subcutaneous injection of saline (LPS).
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Рис. 3. Эффект однократной подкожной инъекции тоцилизумаба на уровни цитокинов (a) IL-1β, (b) IL-6, 
(c) TNF-α и (d) IFN-γ в сыворотке крови мышей с ОРДС. Int — интактные животные; LPS — животные 
с ОРДС, получившие инъекцию физ. р-ра; LPS+TZM — животные с ОРДС, получившие инъекцию тоцилизумаба.
Fig. 3. Effect of a single subcutaneous injection of totsilizumab on the levels of (a) IL-1β, (b) IL-6, (c) TNF-α and 
(d) IFN-γ in the blood serum of mice with ARDS. Int — intact animals; LPS — animals with ARDS having received saline 
injections; LPS+TZM — ARDS animals administered with tocilizumab.

Рис. 4. Эффект однократной подкожной инъекции тоцилизумаба на уровни цитокинов (a) IL-1β, (b) IL-6, 
(c) TNF-α и (d) IFN-γ в легких мышей с ОРДС. Int — интактные животные; LPS — животные с ОРДС, получив-
шие инъекцию физ. р-ра; LPS+TZM — животные с ОРДС, получившие инъекцию тоцилизумаба.
Fig. 4. Effect of a single subcutaneous injection of totsilizumab on the levels of (a) IL-1β, (b) IL-6, (c) TNF-α и (d) IFN-γ 
in the lungs of mice with ARDS. Int — intact animals; LPS — animals with ARDS having received saline injections; 
LPS+TZM — ARDS animals administered with tocilizumab.
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Обсуждение результатов
Главный результат настоящей работы со-

стоит в том, что ингибирования сигнализа-
ции только одного рецептора IL-6 оказалось 
недостаточным для снижения смертности 
животных с ОРДС в условиях «цитокино-
вого шторма».
В настоящей работе были исследованы 

эффекты тоцилизумаба, антагониста ре-
цептора интерлейкина-6, на экспрессию 
цитокинов и выживаемость животных 
с фатальным ОРДС, для которого харак-
терна высокая смертность и повышенная 
продукция цитокинов в легких, преиму-
щественно IL-6. Тоцилизумаб не влиял 
на уровни мРНК цитокинов IL-1β, TNF-α, 
IL-6, IFN-α и IFN-β в легких животных 
с ОРДС, измеренные методом ПЦР в реаль-
ном времени. В то же время тоцилизумаб 
влиял на высвобождение IL-6, вызывая 
многократное кратковременное повышение 
и последующее резкое снижение уровней 
IL-6 в легких до низких значений, наблю-
даемых у интактных животных. Эта двух-
фазная картина изменения профилей IL-6 
в легких никак не проявлялась в сыворотке 
крови животных с ОРДС, из чего следует, 
что мониторинг уровней цитокинов в крови 
при ОРДС не отражает реальных процессов 
высвобождения цитокинов, происходящих 
в легких. Даже 48-кратное повышение IL-6 
в легких не привело к заметному измене-
нию уровней IL-6 в сыворотке крови.

Обнаруженный нами эффект временного 
острого повышения IL-6 в легких живот-
ных с ОРДС при введении тоцилизумаба, 
по-видимому, частично связан с блокиро-
ванием рецепторов IL-6 тоцилизумабом 
и снижением клиренса IL-6 через процес-
сы связывания с рецептором и интернали-
зации рецепторных комплексов. Однако 
одновременное острое повышение в лег-
ких уровней других провоспалительных 
цитокинов (IL-1β и TNF-α) после введе-
ния тоцилизумаба указывает на сложный 
кооперативный ответ иммунной системы 
при блокировании рецептора IL6R и на 
недостаточность ингибирования только од-
ного сигнального пути для получения тера-
певтического эффекта в условиях «цитоки-
нового шторма».

Заключение
В настоящей работе показано, что бло-

кирование сигнализации рецепторов ин-
терлейкина-6 тоцилизумабом — антагони-
стом как мембранных, так и растворимых 
рецепторов IL-6 — не снижает смертности 
животных в модели фатального острого ре-
спираторного дистресс-синдрома.
Таким образом, ингибирование толь-

ко сигнального пути рецептора IL6R 
не обеспечивает эффективного реше-
ния проблемы снижения смертности 
от ОРДС, связанного с развитием «цито-
кинового шторма».
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НЕЙРОВИЗУАЛИЗАЦИЯ ФАРМАКО-ЭЭГ ЭФФЕКТОВ 
ЛЕЙТРАГИНА ПОСРЕДСТВОМ НОРМИРОВАННЫХ 

ЭЛЕКТРОГРАММ МОЗГА КОШЕК

Ю.В. Фокин, Н.Н. Каркищенко*, М.М. Борисова
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий 

Федерального медико-биологического агентства России»
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, владение 1

Изучены центральные механизмы лейтрагина при ингаляционном введении посредством норми-
рования с помощью быстрого преобразования Фурье функций электрограмм головного мозга ко-
шек. Фармако-электроэнцефалографический (фармако-ЭЭГ) анализ показал, что пиковое действие 
лейтрагина на параметры электрограмм головного мозга отмечается приблизительно через 30 мин 
после введения, сохраняется на протяжении около 2 ч и характеризуется преимущественной депри-
мацией всех анализируемых ритмов по сравнению с исходными значениями. В области гиппокампа 
нормированные электрограммы мозга (НЭМ) носят менее выраженный характер активации, в об-
ласти поясной извилины и заднего гипоталамуса — более выраженный, что может характеризовать 
лейцинэнкефалиновую регуляцию интрацентральных отношений головного мозга. Наиболее значи-
мые эффекты, полученные в высокочастотных β- и γ-ритмах (около 20–25, 40 и 60 Гц), свидетель-
ствуют о повышении γ-активности вставочных нейронов и торможении пирамидных клеток, что 
может указывать на противотревожное, антидепрессивное, противоэпилептическое, обезболиваю-
щее и проч. сходные действия исследуемого вещества. Обнаружены совпадения параметров нор-
мированных электрограмм мозга при действии лейтрагина и производных гамма-аминомасляной 
кислоты (глутамина, габапентина, прегабалина и фенибута), преимущественно на частотах около 40 
и 60 Гц, а также при действии ноотропов (семакс), выражающиеся в активации гиппокампа и зад-
него гипоталамуса на частотах около 60–65 Гц. Это даёт основания предполагать, что действие 
лейтрагина отражает механизмы ГАМК-ергической модуляции гиппокампа и префронтального не-
окортекса, а также оказывает позитивное влияние на умственную работоспособность, консолида-
цию памяти и когнитивные функции. Применение лейтрагина позволяет моделировать и изучать 
механизмы, оказывающие позитивное влияние при лечении заболеваний, вызванных в т. ч. новой 
коронавирусной инфекцией COVID-19.

Ключевые слова: лейтрагин, лейцинэнкефалин, фармакологическая модуляция, когнитивные 
функции, нейровизуализация, электрограммы головного мозга, нормированная ЭГМ (НЭМ), быст-
рое преобразование Фурье (БПФ), фармако-электроэнцефалография (фармако-ЭЭГ), кошки, гиппо-
камп, фронтальная кора мозга
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NEUROISUALIZATION OF PHARMACO-EEG EFFECTS 
OF LEUTRAGINE BY NORMALIZED CAT BRAIN 

ELECTROGRAMS 

Yuriy V. Fokin, Nikolay N. Karkischenko*, Mariya M. Borisova
Scientifi c Center of Biomedical Technologies 

of the Federal Medical and Biological Agency of Russia
143442, Russian Federation, Moscow region, Krasnogorsk district, Svetlye gory village, building 1

The central mechanisms of leutragine during inhalational administration were investigated by analyzing 
normalized brain cat electrograms obtained by the method of Fast Fourier Transform (FFT). According 
to the conducted pharmaco-electroencephalography (pharmaco-EEG) analysis, Leutra gine demonstrates 
a maximum effect on the parameters of brain electrograms approximately 30 minutes after administration 
followed by its persistence for about 2 hours. The observed effect is characterized predominantly by a 
deprimation of all analyzed rhythms compared to the initial values. Normalized brain electrograms (NBE) 
are less pronounced in the area of the hippocampus, although being more pronounced in the area of the 
cingulate gyrus and posterior hypothalamus. This may indicate the leucinencephaline regulation of intra-
central relations of the brain. The most signifi cant effects obtained in high-frequency β- and γ-rhythms 
(about 20–25, 40 and 60 Hz) indicate an increase in the γ-activity of interneurons and inhibition of pyra-
midal cells, which may indicate an anti-anxiety, antidepressant, antiepileptic, analgesic and similar actions 
of the substance under study. The NBE parameters were found to identical under the action of Leutragine 
and the derivatives of gamma-aminobutyric acid (glutamine, gabapentin, pregabalin, and phenibut), mainly 
at frequencies of about 40 and 60 Hz. Similar NBE parameters were obtained under the action of noot-
ropics (semax), which is expressed in the activation of the hippocampus and the hypothalamus posterior 
at frequencies of about 60–65 Hz. This suggests that the action of Leutragine refl ects the mechanisms of 
GABAergic modulation of the hippocampus and prefrontal neocortex, at the same time as having a positive 
effect on mental performance, memory consolidation and cognitive function. Leutragine can be used to 
model and study mechanisms exhibiting a positive effect in the treatment of diseases caused, among other 
things, by the new coronavirus infection COVID-19.
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Введение
Лейцинэнкефалин — один из опиоидных 

пептидов (эндогенных лигандов опиатных 
рецепторов), относящихся к эндорфинам, 
полипептидным химическим соединени-
ям, по способу действия сходным с опиа-
тами (морфиноподобными соединениями), 
которые естественным путём вырабатыва-

ются в нейронах головного мозга и облада-
ют способностью уменьшать боль, анало-
гично опиатам, и влиять на эмоциональное 
состояние.
Пептиды действуют несколькими путями: 

через взаимодействие со специфическими 
клеточными рецепторами (эндорфины, эн-
кефалины); путем моделирующего воздей-
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ствия на различные нейротрансмиттерные 
или ферментсинтезирующие системы; по-
средством взаимодействия с другими пепти-
дами и гормонами [3]. Некоторые опиатные 
рецепторы локализованы на пресинаптиче-
ских мембранах, что позволяет им выпол-
нять модуляцию синаптических процессов 
[31], в т. ч. принимать непосредственное 
участие в проведении болевых импульсов 
[36]. Энкефалины способны индуцировать 
изменение потенциала постсинаптических 
мембран [43]. Имеется тесная связь между 
катехоламинергической и опиоидной систе-
мами, значительная корреляция в содержа-
нии дофамина, норадреналина и опиоидных 
пептидов. Опиоиды повышают выделение 
серотонина нервными окончаниями [29], 
а серотонинергическая система участвует 
в потенцировании активности опиоидов [8]. 
ГАМК-ергические ингибиторные нейроны 
также стимулируются опиоидами, в то же 
время стимуляция ГАМК-рецепторов уси-
ливает эффекты опиатных пептидов [1]. 
Взаимосвязь функционирования двух сис-
тем подтверждается и тем, что антагонист 
опиатных рецепторов налоксон в боль-
ших дозах является антагонистом ГАМК-
рецепторов [41]. Кроме вышеперечислен-
ных механизмов воздействия опиоидов 
на организм, изменение концентрации того 
или иного регуляторного пептида, согласно 
концепции И.П. Ашмарина [2], может изме-
нить на длительное время состояние всего 
пептидного континуума, что, в конечном 
счете, приведет к сложной картине процес-
сов отставленных во времени функциональ-
ной активности различных систем органов.
В corpus striatum и nucleus accumbens 

опиоиды взаимодействуют с дофамином, 
гамма-аминомасляной кислотой (ГАМК), 
глутаматом и ацетилхолином и регулируют 
процессы локомоторной деятельности, сте-
реотипных поведенческих реакций, нейро-
нальных аффективных реакций. Модуляция 
уровня проэнкефалиновых и протахини-
новых мРНК опосредуется воздействи-

ем стероидных гормонов надпочечников 
на нигростриатальные и мезолимбические 
структуры мозга [35].

DPDPE, агонист 5-опиоидных рецепто-
ров, вызывает активацию нисходящих спи-
нальных структур, которые при участии 
ГАМК и ГАМК-рецепторов вовлечены 
в антиболевые реакции [39]. DAGO, се-
лективный μ-антагонист, а также морфин 
вызывали увеличение концентрации гиста-
мина и его рилизинг из нервных окончаний 
структур striatum [44].
Изучено участие серотонинергической 

системы и белков головного мозга в меха-
низмах действия энкефалинов на процес-
сы обучения и памяти [7, 23]. Установлено, 
что влияние опиоидных пептидов более 
выражено в условиях функционального 
нарушения высшей нервной деятельности. 
Предполагается, что опиатные пептиды 
участвуют в механизмах формирования 
устойчивости к эмоциональному стрессу. 
У животных, устойчивых к эмоциональ-
ному стрессу, содержание β-эндорфина 
и пептида δ-сна в крови и гипоталамусе 
выше по сравнению с предрасположенны-
ми к стрессу животными [26].
Эндорфины проявляют свойство стимуля-

ции длительной памяти [37]. Под влиянием 
опиатных пептидов происходит восстановле-
ние зрительной функции при пигментивной 
деградации сетчатки [22]. Существуют дан-
ные о влиянии опиоидного пептида даларги-
на на регенерацию периферической нервной 
системы [10]. Энкефалины и их синтетиче-
ские аналоги, в т. ч. и даларгин, нормализуют 
функциональную активность поджелудочной 
железы при остром панкреатите [9, 14].
Пептиды и лёгкие. Особую роль нейро-

пептиды выполняют в регуляции дыхатель-
ных функций. Доказано, что в эффектах 
нейропептидов особую заинтересованность 
проявляют поверхностные вентролате-
ральные структуры продолговатого мозга. 
От их концентрации зависит активность 
нейронов дыхательного центра. С помощью 
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петч-клемпинга показано, что тиролиберин 
и, особенно, лейцинэнкефалин активируют 
спонтанную активность нейронов за счет 
блокады калиевого А-тока. Получены дока-
зательства влияния нейропептидов на реф-
лекс Геринга — Брейера, лежащего в осно-
ве механизма регуляции глубины дыхания 
[11]. Это еще раз указывает на то, что мно-
гие интимные механизмы лейцинэнкефа-
лина «Лейтрагин» сопряжены с регуляцией 
интрацентральных взаимоотношений и там 
их следует искать.
В условиях острой и хронической гипок-

сии повышается концентрация опиоидов 
в организме, активируется поверхность μ- 
и χ-опиоидных рецепторов [34]. Активация 
эндогенной опиоидной системы является 
компенсаторной и направлена на повыше-
ние резистентности организма к гипоксии 
[28]. Нейрофармакологический анализ с ис-
пользованием в качестве анализаторов ней-
ротропных средств медиаторного типа дей-
ствия (фентоламин, пропранолол, атропин, 
бикуллин и др.) показал, что в осущест-
влении противогипоксического действия 
вместе с опиоидным субстратом участвуют 
и другие нейрохимические системы ор-
ганизма [4]. При этом имеются элементы 
сходства и различия в медиаторном дейст-
вии морфина и аналогов энкефалинов.
Авторским коллективом сотрудников 

НЦБМТ ФМБА России в предыдущих пу-
бликациях в этом выпуске показано пози-
тивное влияние лейтрагина на снижение 
проявлений острого респираторного ди-
стресс-синдрома (ОРДС), вызванного в т. ч. 
вирусными пневмониями, включая корона-
вирусную инфекцию нового типа COVID-19.
Эффекты опиоидов блокируются антаго-

нистами опиоидных пептидов, что указы-
вает на опосредованность данного эффекта 
через опиоидные рецепторы. 
Особое значение имеют антистрессор-

ный [6, 13, 24, 25] и четкий органопротек-
торный компонент в фармакологической 
активности опиоидных пептидов.

Целью работы явилось изучение цен-
тральных механизмов лейтрагина посред-
ством нормирования с помощью быстрого 
преобразования Фурье (БПФ) функций 
электрограмм головного мозга.

Материалы и методы
Объектами исследований явились взро-

слые кошки обоего пола в возрасте более 
3 лет, не имеющие признаков чистопород-
ности, массой тела 4–6 кг.
Кормление, содержание, карантин и обра-

щение с животными соответствовали пра-
вилам, принятым Европейской конвенцией 
по защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментальных и иных 
научных целей (European Convention for 
the Protection of Vertebrate Animals Used for 
Experimental and other Scientifi c Purposes 
(ETS 123), Strasbourg, 1986). Исследования 
выполнялись согласно утвержденному 
письменному протоколу, в соответствии со 
стандартными операционными процедура-
ми исследователя, санитарными правила-
ми по устройству, оборудованию и содер-
жанию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев), а также с Руководством 
по лабораторным животным и альтерна-
тивным моделям в биомедицинских ис-
следованиях [17, 27] и подробно описаны 
в наших предыдущих работах по данной 
тематике [20, 21].
Вживление электродов в головной мозг 

животных производилось стереотаксиче-
ским путем в виде разработанных элек-
тродных конструкций.

Анализ эффектов нейропсихотропных 
средств
Лейтрагин вводился ингаляционным спо-

собом в малых, субтерапевтических дозах, 
эквивалентных массе тела кошек, одно-
кратно, что позволяет выявить деликатные 
изменения в мозговых структурах-мише-
нях и их влияние на интрацентральные 
отношения головного мозга с помощью 
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фармако-электроэнцефалографического  
(фармако-ЭЭГ) анализа. В сравнительном 
анализе исследуемый препарат был введён 
ректальным способом в тех же дозах.
Регистрация и анализ параметров 

электрограмм осуществлялись с помощью 
разработанных в НЦБМТ ФМБА России 
инновационных технических средств 
и программного обеспечения [20, 21].
Выбор квазистационарных участков 

ЭГМ, алгоритмы нормирования данных 
ЭГМ и блок-схема используемого техни-
ческого устройства представлены в ра-
боте [19].

Графическое представление результатов
На графиках представлены наиболее ха-

рактерные результаты по обозначенным ре-
перным точкам.
Получаемые данные показаны на трёх 

графиках, нанесённых на круговую век-
торную диаграмму и отражающих средние 
значения:

1) фоновых измерений — синие линии;
2) воздействия (экспериментальных дан-

ных) — красные линии;
3) НЭМ нормированных данных (деся-

тичный логарифм) — жёлтые линии.
На диаграмме отмечены:

• цифровое кодирование — частоты ЭГ 
(1–64 Гц);

• спектральные характеристики ЭГ (кру-
говые сектора) — от 0 (внутренний сектор) 
до lg10n (внешний сектор);

• базисная линия нормирования — нами 
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 

анализируемого диапазона, и для удобст-
ва восприятия материала специалистами, 

привыкшими к традиционной форме ин-
терпретации ЭГ, мы разграничили частоты 
согласно принятой классификации на дель-
та- — δ- (1–4 Гц), тета- — θ- (5–8 Гц), аль-
фа- — α- (9–12 Гц), сигма- — σ- (13–16 Гц), 
бета- — β- (17–30 Гц) и гамма- — γ- (31–
64 Гц) диапазоны, хотя имеются и др. пред-
ставления о границах диапазонов.

Выявление когнитивных функций
Когнитивные функции, которые по на-

шим собственным данным и сведениям за-
рубежной литературы [15, 16, 19, 38, 40] 
связаны с активностью высокочастотного 
γ-диапазона электрограмм мозга [30, 32, 33, 
42], оценивались субъективно, визуально 
(путём фото- и видеорегистрации), с помо-
щью инструментальных методов измерения 
элементарных проявлений и перцептивных 
циклов сложных поведенческих эквива-
лентов психомоторных реакций человека, 
а также аналитических БПФ-параметров 
электрограмм локальных зон головного 
мозга кошек.

Результаты и их обсуждение
Результаты фармакокинетических иссле-

дований пептида Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu-Arg 
показали, что он не проникает через гема-
тоэнцефалический барьер при внутривен-
ном введении в дозе 150 мкг/кг [12]. По-
видимому, центральные эффекты этого 
пептида связаны с его воздействием на пе-
риферические рецепторы. 
Посредством регистрации и фармако-

ЭЭГ анализа определены информативные 
параметры, свидетельствующие об изме-
нении биоэлектрической активности мозга 
при действии лейтрагина, результаты его 
влияния на параметры ЭГМ и НЭМ пред-
ставлены на рис. 1–7.
Действие исследуемого вещества на па-

раметры электрограмм головного мозга от-
мечается сразу после введения и достига-
ет наибольшего эффекта приблизительно 
через 30 мин. Регистрируется преимуще-
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ственная депримация всех анализируемых 
ритмов по сравнению с исходными значе-
ниями.
На фоне угнетения в области прореаль-

ной извилины, передней супрасильвиевой 
извилины и хвостатого ядра отмечаются 
эпизоды активации на частотах около 40 
и 60 Гц, традиционно относящихся к вы-
сокочастотным β- и γ-диапазонам. Разница 
обнаруженных эффектов с фоновыми дан-
ными достигает 20–70%.
В области ретикулярной формации 

(NRT, по [5]) отмечается также всплеск 
на частоте около 3 Гц (δ-диапазон) на 40% 
по сравнению с фоном. При этом во всех 
описанных областях мозга обнаруживается 
близкая к фоновым значениям активность 
в β-диапазоне (23–26 Гц).

Рис. 1. Параметры ЭГМ и НЭМ в области Pr (Gyrus 
proreus — прореальная извилина) через 30 мин после 
введения лейтрагина. Синяя кривая — фоновые изме-
рения, красная кривая — воздействие, желтая кри-
вая — НЭМ. Розовый контур — базисная линия нор-
мирования. Цифровое кодирование — частоты, Гц. 
Круговые сектора — спектральные характеристики 
ЭГМ.
Fig. 1. BE and NBE parameters in the Pr brain area 
(pro-real gyrus) 30 min after administration of leutra gine. 
The blue curve is background measurements, the red curve 
is impact, the yellow curve is NBE. The pink contour is the 
basic line of valuation. Digital coding on the peri meter is 
the frequency, Hz. Circular sectors are the spectral char-
acteristics of BE.

Рис. 2. Параметры ЭГМ и НЭМ в области GSSA 
(Gyrus suprasylvius anterior — передняя супрасильвие-
ва извилина) через 30 мин после введения лейтрагина. 
Все обозначения — как на рис. 1.
Fig. 2. BE and NBE parameters in the GSSA brain area 
(Gyrus suprasylvius anterior — front suprasilviev gyrus) 
30 min after administration of leutragine. For all designa-
tions, refer to Fig. 1.

Рис. 3. Параметры ЭГМ и НЭМ в области HIP (Hip-
pocampus, гиппокамп) через 30 мин после введения 
лейтрагина. Все обозначения — как на рис. 1.
Fig. 3. BE and NBE parameters in the HIP brain area 
(Hippocampus) 30 min after administration of leutragine. 
For all designations, refer to Fig. 1.
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Рис. 4. Параметры ЭГМ и НЭМ в области NRT (Nu-
cleus reticularis tegmenti — ретикулярная формация) 
через 30 мин после введения лейтрагина. Все обозна-
чения — как на рис. 1.
Fig. 4. BE and NBE parameters in the NRT brain area 
(Nucleus reticularis tegmenti — reticular formation) 
30 min after administration of leutragine. For all desig-
nations, refer to Fig. 1.

Рис. 5. Параметры ЭГМ и НЭМ в области CD (Nu-
cleus caudatus — хвостатое ядро) через 30 мин после 
введения лейтрагина. Все обозначения — как на рис. 1.
Fig. 5. BE and NBE parameters in the CD brain area (Nu-
cleus caudatus) 30 min after administration of leutragine. 
For all designations, refer to Fig. 1.

Рис. 7. Параметры ЭГМ и НЭМ в области NHP (Nu-
cleus hypothalamus posterior — задний гипоталамус) 
через 30 мин после введения лейтрагина. Все обозна-
чения — как на рис. 1.
Fig. 7. BE and NBE parameters in the NHP brain area 
(Nucleus hypothalamus posterior) 30 min after adminis-
tration of leutragine. For all designations, refer to Fig. 1.

Рис. 6. Параметры ЭГМ и НЭМ в области GC (Gyrus 
cyngule — поясная извилина) через 30 мин после вве-
дения лейтрагина. Все обозначения — как на рис. 1.
Fig. 6. BE and NBE parameters in the GC brain area 
(Gyrus cyngule) 30 min after administration of leutragine. 
For all designations, refer to Fig. 1.
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Наименее выраженные признаки акти-
вации отмечаются в области гиппокам-
па. Здесь регистрируются незначитель-
ные (не более 20% от исходного уровня) 
эпизоды активации на высоких частотах 
γ-диапазона — около 41–43, 52 и 61 Гц.
Существенные различия наблюдаются 

в области поясной извилины с чередую-
щимися эффектами депримации и актива-
ции. Одновременно с преимущественным 
угнетением частот 10–15 Гц в области 3, 
20, 40 и 60 Гц отмечается активация рит-
мов. Разница обнаруженных эффектов 
с фоновыми данными достигает 100%. 
Практически аналогичные эффекты отме-
чаются в области заднего гипоталамуса.
Описываемые изменения сохраняются 

на протяжении около 1,5–2 ч после введе-
ния, и на протяжении до 24 ч регистриру-
емая НЭМ анализируемых областей мозга 
близка к фоновым значениям до экспери-
мента. Спустя сутки отмечаются единич-
ные эпизоды активации около 40 и 60 Гц, 
составляющие в среднем около 50% от ис-
ходного уровня.
Наиболее значимые эффекты, получен-

ные в высокочастотных β- и γ-ритмах, сви-
детельствуют о повышении γ-активности 
вставочных нейронов и торможении пи-
рамидных клеток, что может указывать 
на противотревожное, антидепрессивное, 
противоэпилептическое, обезболивающее 
и проч. сходные действия исследуемого ве-
щества, а также улучшение консолидации 
памяти и когнитивных функций.
Эффекты ингаляционного введения ис-

следуемого препарата сходны с таковыми 
при ректальном введении. Общая деприма-
ция и эпизоды активации в области проре-
альной извилины, передней супрасильви-
евой извилины и ретикулярной формации 
на частотах около 40 и 60 Гц при ингаля-
ционном введении лейтрагина на 20–30% 
менее выражены, чем при ректальном вве-
дении действующего вещества (лейцинэн-
кефалина).

Сопоставляя описанные результаты 
с полученными нами ранее при анализе эф-
фектов производных ГАМК на активность 
мозга кошек [18], можно проследить и сов-
падения параметров НЭМ при действии 
глутамина, габапентина, прегабалина и фе-
нибута, преимущественно на частотах око-
ло 40 и 60 Гц. Обнаруживается сходство по-
лученных данных с эффектами некоторых 
исследованных нами ноотропных препа-
ратов: при фармакодинамически и фарма-
кокинетически близком действии семакса 
также наблюдаются элементы активации 
гиппокампа и заднего гипоталамуса на ча-
стотах около 60–65 Гц. Это даёт основания 
предполагать, что действие лейтрагина от-
ражает механизмы ГАМК-ергической мо-
дуляции гиппокампа и префронтального 
неокортекса, а также оказывает позитивное 
влияние на умственную работоспособность 
и когнитивные процессы.

Выводы
1. Пиковое действие лейтрагина на пара-

метры электрограмм головного мозга отме-
чается приблизительно через 30 мин после 
введения, сохраняется на протяжении около 
2 ч и характеризуется преимущественной 
депримацией всех анализируемых ритмов 
по сравнению с исходными значениями.

2. Наименее выраженные признаки ак-
тивации отмечаются в области гиппокам-
па, наиболее выраженные — в области 
поясной извилины и заднего гипоталамуса, 
что может характеризовать лейцинэнкефа-
линовую регуляцию интрацентральных от-
ношений головного мозга.

3. Нейровизуализация эффектов лей-
трагина, применяемого в ингаляционной 
форме, наиболее ярко отражается в высоко-
частотных β- и γ-ритмах (около 20–25, 40 
и 60 Гц), связанных с активностью вставоч-
ных нейронов и пирамидных клеток, моду-
лирующих противотревожное, антидепрес-
сивное, обезболивающее и проч. сходные 
действия исследуемого вещества, а также 
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улучшение консолидации памяти и когни-
тивных функций.

4. Применение лейтрагина, отражающе-
го ГАМК-ерическую активность и повы-
шающего умственную работоспособность, 

позволяет моделировать и изучать меха-
низмы, оказывающие позитивное влия-
ние при лечении заболеваний, вызванных 
в т. ч. новой коронавирусной инфекцией 
COVID-19.
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