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В ходе усовершенствования опытно-промышленной технологии производства липосомированной 
субстанции биологически активных веществ (БАВ) из мускуса кабарги установлены режимы, обес-
печивающие получение липосом в соответствии с правилами GMP с заданными параметрами ста-
бильности (форма, гидродинамический диаметр, заряд, индекс полидисперсности) и максимальное 
включение БАВ из мускуса кабарги в липосомы с сохранением исходной биологической активности 
важнейших его компонентов, а также в два раза сокращающие продолжительность технологическо-
го цикла производства субстанции с выходом конечного продукта более 90%.
Усовершенствованная технология обеспечивает получение не менее 80% липосом с оптимальным 
для трансмукозального способа доставки лекарственных веществ размером основной фракции ли-
посом в опытных образцах в диапазоне 200±50 нм — для конечной субстанции (до лиофилизации), 
и 250±100 нм — после её восстановления (регидратации), индексом полидисперсности менее 0,3 
и дзета-потенциалом — менее –35 мВ.
Показатели качества, характеризующие дисперсность полученной липосомальной субстанции, ис-
следованы соответствующими методами анализа (динамическое светорассеяние, электронная ми-
кроскопия). На основании полученных результатов доработан проект спецификации на липосомаль-
ную субстанцию (порошок), содержащую комплекс БАВ, выделенных из мускуса кабарги.
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In the course of improving the pilot-scale technology for manufacturing a liposomal substance of bio-
logically active substances (BAS) isolated from the gland secretion of musk deer, the authors established 
operations and modes to ensure the production of liposomes with the specified stability parameters (shape, 
hydrodynamic diameter, charge, and polydispersity index) in full compliance with GMP requirements 
and the maximum inclusion of BAS from deer musk into liposomes with the preservation of the initial bio-
logical activity of its most important components. The established modes provide for a two-fold reduction 
in the technological cycle duration with the substance yield of more than 90%. The improved technology 
ensures the production of at least 80% of liposomes with the main liposome fraction in experimental sam-
ples in the range of 200+50 nm and 250+100 nm for the final substance (before lyophilization) and after 
its recovery (rehydration), respectively, which is considered optimal for transmucosal drug administration.  
The polydispersity index was less than 0.3, and the zeta (Z)-potential was less than -35 mV. The quality 
indicators characterizing the dispersity of the resulting liposomal substance were studied by conventional 
analytical methods (dynamic light scattering, electron microscopy). On the basis of the obtained results, 
a draft specification for a liposomal substance (powder) containing a complex of BAS isolated from deer 
musk was finalized.
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Введение
В настоящее время установлены основ-

ные критические точки и их параметры 
для процесса производства липосомаль-
ных препаратов, подлежащие тщатель-
ному контролю в соответствии с ОФС 
1.1.0006.15 «Фармацевтические субстан-
ции». Однако при разработке данных тех-
нологий известны многочисленные случаи, 
когда эффективные и безопасные липосо-
мальные препараты, полученные в лабо-
раторных условиях, не всегда удавалось 
воспроизвести в условиях промышленного 
производства.

Это связано с множеством различных 
факторов — составом инкапсулированно-
го лекарственного вещества, неоднород-
ностью липидных компонентов, применя-
емых для формирования бислоя везикул, 
экспозицией биохимически важных функ-
циональных групп на наружной поверх-
ности липосом, фиксированной толщиной 
водного слоя, числом липидных бислоёв 
и т. д., а также во многом зависит от исполь-
зуемого технологического оборудования 
и масштаба производства.

Разработанная технология должна от-
личаться простотой способа получения 
липосом, нужной производительностью 
и наличием стандартного промышленного 
оборудования, а также обеспечивать необ-
ходимые параметры дисперсий, определя-
ющих высокую стабильность получаемых 
липосом. Из известных технологий получе-
ния липосом [7] был выбран, как наиболее 
производительный и легко масштабируе-
мый, способ гомогенизации под высоким 
давлением [9].

При совершенствовании опытно-про-
мышленной технологии получения суб-
станции липосом, содержащих биологиче-
ски активные вещества (БАВ) из мускуса 
кабарги, учитывался тот факт, что в после-
дующем данную субстанцию планируется 
применять для производства пероральных 
препаратов трансмукозального введения 

[8]. Это позволяет использовать меньшее 
количество действующего вещества при од-
ной и той же его биодоступности.

В связи с этим усовершенствованная 
технология должна обеспечивать получе-
ние не менее 80% липосом с оптимальным 
для данного способа доставки лекарствен-
ного вещества (ЛВ) размером основной 
фракции липосом в опытных образцах в ди-
апазоне 200±50 нм — для исходной субстан-
ции (до лиофилизации), и 250±100 нм — 
после её восстановления (регидратации), 
индексом полидисперсности менее 0,3 
и дзета-потенциалом — менее –35 мВ.

Целью настоящей работы являлось усо-
вершенствование опытно-промышленной 
технологии для получения стабилизиро-
ванных в липидах устойчивых наночастиц 
с заданными основными параметрами дис-
персности методом гомогенизации под вы-
соким давлением.

Материалы и методы
Для получения липосомальной субстан-

ции в ходе работы в качестве сырья были 
использованы сухой концентрат БАВ из му-
скуса кабарги [5] и 70% фосфатидилхолин 
(ФХ) отечественного производства [6].

Технологический процесс получения ли-
посом осуществляли при помощи послед-
ней модификации отечественного гомоге-
низатора высокого давления «Донор-5» [4], 
превосходящего по своим технологическим 
характеристикам все серийно выпускаемые 
в настоящее время отечественные и зару-
бежные аналоги.

Оценку подлинности и верификацию ли-
посомированной формы проводили в ФБУН 
«Государственный научный центр при-
кладной микробиологии и биотехнологии» 
(г. Оболенск) методом негативного контрас-
тирования в трансмиссионном электрон-
ном микроскопе Tecnai G2 Spirit bioTWIN 
(«FEI», США) при ускоряющем напряже-
нии 120 кВ и увеличениях до 80 000 крат.
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Для определения размерного распреде-
ления липосом, индекса полидисперсности 
и дзета-потенциала использовался метод 
динамического рассеяния света (ДРС) с по-
мощью лазерного корреляционного спект-
рометра Photocor Compact [4].

Индекс окисленности липидов в соста-
ве липосом определялся фотометрическим 
методом при 232 нм. Определение БАВ 
из мускуса кабарги и процента их вклю-
чения в липосомы проводилось методом 
ВЭЖХ, разработанным ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России [2, 4]. 

Результаты и их обсуждение
Получение липосомальной субстанции 

стабилизированных в липидах устойчивых 
наночастиц, содержащих комплекс БАВ, 
выделенных из мускуса кабарги, осущес-
твляли по разработанной технологической 
схеме (рис. 1). 

В ходе усовершенствования опытно-про-
мышленной технологии производства ли-
посом, содержащих БАВ из мускуса кабар-
ги, использовались не только зарубежные 
и отечественные информационные матери-
алы, но и собственный практический опыт 
[4], а также технологические принципы 
получения липосомальных лекарственных 
препаратов в условиях GMP [3].

Для выработки липосом предварительно 
готовили р-ры концентрата БАВ из муску-
са кабарги, ФХ и трегалозы с применением 
буферного р-ра на основе 0,9% р-ра хлорида 
натрия с рН=7,5±0,5.

Подготовленные р-ры БАВ мускуса и ФХ 
объединяли и диспергировали до образо-
вания гомогенной дисперсии при помощи 
гомогенизатора-диспергатора при скорости 
10 000 об./мин.

В полученную 20% (из расчёта на ФХ) 
липосомальную преддисперсию добавля-
ли трегалозу и обрабатывали с помощью 
гомогенизатора высокого давления, посте-
пенно поднимая давление от 20 до 40 МПа, 
постоянно контролируя процесс с помо-

щью лазерного анализатора размера частиц 
«Photocor Mini». При достижении частица-
ми среднего размера 200±50 нм (не менее 
80% от их общего количества) добавляли 
остаток буферного р-ра, содержащего тре-
галозу, и проводили гомогенизацию 10% 
липосомальной дисперсии при давлении 
40 МПа.

Электронно-микроскопические иссле-
дования структуры конечной 10% диспер-
сии липосом до лиофильной сушки пока-
зали, что липосомы в опытных образцах 
представляют собой везикулы регулярной 
округлой и овальной формы диаметром 
от 50 до 250 нм (рис. 2). При этом липосо-
мы диаметром от 50 до 200 нм составляют 
более 80% от всех липосомальных частиц 
в образце. Во внутренней структуре липо-
сом отчётливо видны мелкие образования 
нерегулярной формы с разной электронно-
оптической плотностью диаметром 5–20 нм, 
предположительно — частицы БАВ из мус-
куса кабарги.

В ходе технологического процесса кон-
тролировалось уменьшение размера и рас-
пределение везикул (рис. 3). Следует от-
метить, что значение «mean» в таблице 
соответствует радиусу измеряемой липосо-
мы. Для получения величины гидродина-
мического диаметра везикулы полученный 
результат необходимо умножить на два.

Эти результаты подтверждают исследова-
ния липосомальной дисперсии с помощью 
электронной микроскопии. Приведённые 
в качестве примера данные на рис. 3 показы-
вают, что в полученной липосомальной ди-
сперсии мускуса кабарги 92,6% составляют 
везикулы с размером 198±46 нм. Это пол-
ностью соответствует заданному при про-
изводстве опытных партий субстанции па-
раметру, в соответствии с которым не менее 
80% частиц конечной липосомальной ди-
сперсии должны иметь размер 200±50 нм.

Известно, что главным препятствием 
для применения липосом в медицинской 
практике является их неустойчивость в про-
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Рис. 1. Схема производства липосомальной субстанции БАВ из мускуса.
Fig. 1. Production scheme of a BAS liposomal substance from deer musk.
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Рис. 3. Среднее интегральное значение размера ча-
стиц конечной 10% липосомальной дисперсии мускуса 
кабарги при давлении 40 МПа.
Fig. 3. Average integral value of the particle size of the fi-
nal 10% liposomal dispersion of deer musk at a pressure 
of 40 MPa.

Рис. 2. Микрофотография липосом в конечной 10% 
липосомальной дисперсии.
Fig. 2. Micrograph of liposomes in the final 10% liposo-
mal dispersion.

цессе производства и хранения. Это явле-
ние тесно связано с технологией получе-
ния липосом и их компонентным составом. 
Анализ данных факторов позволил оптими-
зировать соотношения различных по своей 
природе БАВ из мускуса кабарги, ФХ и дру-
гих вспомогательных веществ, которые яв-
ляются структурными компонентами липо-
сом, а также основные режимы получения 
субстанции липосом с заданным размером 
и зарядом.

В ходе выполнения исследований установ-
лено положительное влияние увеличения 
концентрации ФХ с 10 до 20% при получе-
нии липосомальной преддисперсии (рис. 1, 
ТП 4) с последующим постепенным её сни-
жением до 10% при производстве липосо-
мальной дисперсии (рис. 1, ТП 5) на размер 
и распределение липосом, а также степень 
включения в них БАВ.

Этот факт объясняется не только тем, 
что в два раза увеличилось количество ве-
зикул в дисперсии, но и тем, что усилилось 
взаимодействие ФХ липидного бислоя по-
лученных липосом и холестерина, входяще-
го в состав БАВ из мускуса кабарги.

Взаимодействие холестерина с метильны-
ми группами холина и С=О/Р=О группами 
в ФХ приводит к увеличению прочности 

липосом, снижению скорости вытекания 
из них содержимого и увеличению процен-
та включения БАВ за счёт ослабления связи 
между ацильными цепями фосфолипидов 
и повышения температуры их фазового пе-
рехода (Т°ф.п.). Известно, что липосомы, 
не содержащие холестерин, подвержены 
большей деградации при длительном хра-
нении.

Дополнительным фактором, способству-
ющим увеличению дзета-потенциала — от-
рицательного заряда липосом (до –50 мВ 
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и более) — и стабильности, явилась заме-
на дистиллированной воды, используемой 
в технологическом процессе, на 0,9% р-р 
хлорида натрия.

После гомогенизации полученную ли-
посомальную дисперсию равномерно раз-
ливали в лотки, замораживали в течение 
не менее 24 ч при температуре –40 °С и про-
водили лиофилизацию опытных образцов 
в течение 30 ч, постепенно поднимая темпе-
ратуру продукта от –40 до +25 °С.

Необходимо отметить, что лиофилиза-
ция в неоптимальных режимах и без спе-
циальных защитных веществ — криопро-
текторов — часто приводит к разрушению 
бислойной мембраны липосом, их слиянию 
и агрегации, а также вытеканию включён-
ного водорастворимого ЛВ. Это происходит, 
когда липидная мембрана достигает Т°ф.п., 
и инкапсулированное ЛВ легко высвобо-
ждается из липосом при переходе из геле-
вой фазы в жидкокристаллическую.

Криопротектор, предотвращая фазовый 
переход, защищает липосомы от поврежде-
ния кристаллами льда при замораживании, 
а также ингибирует их слияние и агрегацию. 
Криопротекторы способны обеспечивать 
протективный эффект благодаря двум меха-
низмам: первый связан с замещением воды, 
второй — с образованием матрицы.

Из всех изученных криопротекторов наи-
более эффективными для лиофилизации ли-
посом являются дисахариды глюкозы — са-
хароза и трегалоза. Благодаря оптимальной 
температуре образования матрицы (Т°м) 
трегалозы (–110 °С) и сахарозы (–65 °С) 
они обеспечивают сохранение проницаемо-
сти липосомальной мембраны, а также пре-
пятствуют вытеканию содержимого везикул 
при лиофилизации. Для эффективной защи-
ты криопротектор должен находиться и вну-
три, и снаружи липосом, а концентрации его 
и включённого вещества должны быть по-
добраны таким образом, чтобы обеспечить 
оптимальную осмолярность интра-/экстра-
липосомального пространства.

Добавление трегалозы в установлен-
ных соотношениях в водную фазу липо-
сомальной дисперсии (внутри и снаружи) 
перед замораживанием с последующей 
сублимацией (рис. 1, ТП 4.3 и ТП 5.1) по-
зволяет предупредить фазовое разделение 
липидной композиции и вытекание инкапсу-
лированных БАВ, а также сохранить высо-
кую способность липосом к регидратации. 
Применение трегалозы приводит к форми-
рованию многочисленных гидратных форм, 
изолирующих воду и обеспечивающих тем 
самым сохранение высокой Т°м. Медленное 
охлаждение (не более 0,5 °С/мин) в её при-
сутствии способствует более высокому 
уровню включения БАВ из мускуса кабарги 
в липосомы и улучшает их последующую 
регидратацию.

В настоящее время, в результате боль-
шого количества исследований [1], реко-
мендованы следующие режимы сублима-
ции липосомальных лекарственных форм: 
время сублимации — от 90 до 100 ч; время 
предварительного замораживания — от 48 
до 56 ч (температура замораживания от –50 
до –70 °С); период постоянной скорости 
в течение 40–50 ч (подъём температуры пре-
парата от –45 до –25 °С); период падающей 
скорости в течение 40–50 ч (температура из-
меняется от –25 до +25 °С).

Применение общих принципов лиофили-
зации липосом и проведённые исследования 
по оптимизации режимов позволили подо-
брать индивидуальный режим лиофилиза-
ции липосом (рис. 1, ТП 5.2), содержащих 
БАВ из мускуса кабарги, в соответствии 
с их особенностями. В ходе исследований 
установлен оптимальный уровень жидкой 
лиофилизируемой субстанции при загруз-
ке в лотки, который не должен превышать 
5 мм.

Определено, что длительность этапа 
предварительного замораживания должна 
составлять 20–30 ч, из них выдержка («за-
каливание») при –40 °С — не менее 18 ч. 
В начале сублимации до включения нагрева 
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полок после достижения субстанции тем-
пературы –50±2 °С её выдерживают не ме-
нее 2 ч при температуре сублиматора ниже 

–60  °С и давлении (вакууме) в камере менее 
10 Па (1 мм рт. ст.).

Важно, что действие криопротектора 
на этапе первичной сушки проявляется, 
когда продукт содержит менее 20% воды. 
Содержание воды влияет и на включение 
ЛВ, т. к. остаточная вода является причи-
ной снижения температуры образования 
матрицы (Т°м). Известно, что Т°м трега-
лозы составляет –99,7 и –40,3 °С при оста-
точном содержании воды менее 0,5 и 6,5% 
соответственно. Особенностью процесса 
первичной сушки (сублимации) разработан-
ной субстанции является удаление не менее 
80% влаги при постепенном нагреве полок 
от –40 до –20 °С с шагом 5 °С.

На этапе вторичной сушки (десорбции) 
температуру повышают до +25 °С. После 
достижения субстанцией температуры 
+20 °С её выдерживают при этой температу-
ре в течение 1 ч, затем при +25 °С — 30 мин. 
При таком режиме лиофилизации размер 
липосом и включение БАВ мускуса кабар-

ги изменяются незначительно, а остаточ-
ная влажность находится на уровне 1–2%. 
Обязательной является также рекомендация 
по поддержанию в помещении при выг-
рузке и последующей расфасовке субстан-
ции в герметичную упаковку температуры 
+25 °С и влажности менее 40%.

Разработанный алгоритм лиофилизации 
значительно повышает не только качество 
и стабильность липосом, но и экономиче-
скую эффективность производственного 
процесса в целом. Изученные режимы ли-
офилизации субстанции липосом (рис. 1, 
ТП 5.2) сокращают процесс в более чем в два 
раза по сравнению с рекомендованным в су-
ществующей производственной практике.

Основываясь на полученных результа-
тах, в ходе усовершенствования техноло-
гии были наработаны три опытных серии 
субстанции стабилизированных в липидах 
устойчивых наночастиц, содержащих БАВ 
из мускуса кабарги, с использованием ФХ 
отечественного производства. 

На микрофотографиях (рис. 4–6) представ-
лены данные о морфологии и размере ча-
стиц трёх восстановленных липосомальных  

Рис. 4. Микрофотография липосомальной дисперсии, полученной после регидратации субстанции (образец № 1).
Fig. 4. Micrograph of a liposomal dispersion obtained after the substance rehydration (sample No. 1).
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Рис. 5. Микрофотография липосомальной дисперсии, полученной после регидратации субстанции (образец № 2).
Fig. 5. Micrograph of a liposomal dispersion obtained after the substance rehydration (sample No. 2).

Рис. 6. Микрофотография липосомальной дисперсии, полученной после регидратации субстанции (образец № 3).
Fig. 6. Micrograph of a liposomal dispersion obtained after the substance rehydration (sample No. 3).

образцов мускуса. На них чётко видны 
отдельные моноламеллярные липосомы 
сферической формы. Липосомы размером 
от 100 до 250 нм хорошо окрашены гидро-
фильными (внутренний объём везикул) 
и гидрофобными (пространство внутри 

бислоя везикул, образованного фосфоли-
пидами) компонентами, входящими в со-
став мускуса кабарги. Важно подчеркнуть, 
что эти данные хорошо коррелируют с ре-
зультатами, полученными с помощью ана-
лизатора размеров частиц (табл. 1). 
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Таблица 1. Показатели качества опытных образцов липосомированной субстанции мускуса
Table 1. Quality indicators of the prototypes of liposomal musk substance

Показатели Норма Образец 
№ 1

Образец 
№ 2

Образец 
№ 3

Среднее 
значение

Средний размер везикул, нм        50–500 206±54 268±60 214±43 229±52

Размер частиц менее 250 нм, % 80 89 92 100 94

Индекс полидисперсности не более 0,5 0,279 0,199 0,161 0,213

Дзета-потенциал, мВ –25÷–55 –52,7±8,3 –42,0±1,0 –36,3±1,0 –43,7±3,4

Индекс окисленности не более 0,5 0,31 0,30 0,32 0,31

Электронно-микроскопические изображе-
ния свидетельствуют о том, что все образцы 
разработанной липосомальной субстанции 
после лиофильной сушки и регидратации 
сохраняют свою первоначальную тонкую 
структуру и морфометрические параметры. 

Известно, что на стадии разработки 
и получения липосомальной лекарствен-
ной формы особое значение представляет 
характеристика и оценка устойчивости по-
лученного продукта по трём основным по-
казателям — размеру везикул, индексу по-
лидисперсности и дзета-потенциалу.

Размер липосом применяется как основ-
ной показатель качества, определяющий 
стабильность производимой субстанции 
и её биодоступность. Проведённые иссле-
дования размеров везикул в опытных сери-
ях субстанции после регидратации показали 
незначительное их увеличение по сравне-
нию с исходной липосомальной дисперсией 
(до лиофилизации) с 200 до 229 нм, что со-
ставляет всего 13%. При этом следует отме-
тить, что почти все 100% липосом находят-
ся в заданном в технологическом процессе 
диапазоне, а именно 250±100 нм (рис. 7), 
из них везикулы с гидродинамическим диа-
метром менее 250 нм составляют 94%.

При совершенствовании технологии по-
лучения липосом были проведены иссле-
дования распределения частиц по их пара-
метрам, а именно диапазон распределения 
частиц по размерам, который характеризу-
ют по индексу полидисперсности (polydis-
persity index, PDI). В полученных опытных 
образцах данный показатель качества зна-

чительно ниже значения PDI для монодис-
персных систем, равного 0,5, и составляет 
в среднем 0,213, что свидетельствует об их 
высокой гомогенности (табл. 1).

В процессе исследований большое вни-
мание уделялось также дзета-потенциалу, 
который является важнейшим индикатором 
поверхностного заряда липосом и мерой их 
электростатического взаимодействия (от-
талкивания или притяжения). Липосомы 
с высоким отрицательным или положи-
тельным дзета-потенциалом отталкиваются 
друг от друга и остаются монодисперсными 
и стабильными.

Описанные выше дополнительные техно-
логические приёмы позволили оптимизи-
ровать этот показатель, который составил 
в среднем -43,7 мВ (табл. 1). Такое значение 
дзета-потенциала обеспечивает не только 
получение стабильной липосомальной суб-
станции в исходном состоянии, но и высокие 
показатели качества после её регидратации. 

Средний индекс окисленности опытных 
образцов составил 0,31, что также суще-
ственно лучше нормируемого показателя 
(не более 0,5).

Изучение других параметров, характери-
зующих качество липосомальной субстан-
ции (подлинность, процент включения БАВ, 
количественное определение), было прове-
дено в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России и по-
казало, что все опытные образцы соответст-
вуют необходимым требованиям.

Следует подчеркнуть, что показатели ми-
кробиологической чистоты, в т. ч. общая 
обсеменённость (КМАФАнМ), которая со-
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Рис. 7. Пример изученных физических показателей везикул (образец № 3, серия 180522) восстановленной липо-
сомальной дисперсии мускуса кабарги.
Fig. 7. An example of the studied physical parameters of vesicles (sample No. 3, series 180522) of the restored liposomal 
dispersion of  deer musk.

гласно ГФ РФ ОФС 1.2.4.0002.15 (категория 
3.2) для этой группы препаратов должна 
быть не более 1000 КОЕ/г, во всех опытных 
образцах практически равны нулю.

Полученные результаты позволили уточ-
нить показатели качества и безопасности 
для разработанной субстанции (табл. 2). 

Выводы
1. В ходе усовершенствования опытно-

промышленной технологии производства 
липосомированной субстанции БАВ из му-
скуса кабарги установлены режимы, обеспе-
чивающие получение липосом с заданными 
параметрами дисперсности (форма, гидро-
динамический диаметр, заряд, индекс поли-
дисперсности и т. д.), а также максимальное 

включение БАВ в липосомы с сохранением 
их исходной биологической активности.

2. Определены важнейшие контрольные 
точки производства, обеспечивающие со-
блюдение установленного технологиче-
ского режима в соответствии с правилами 
GMP, а также основные параметры и требо-
вания при загрузке сырья, вспомогательных 
компонентов и отдельных технологических 
операций.

3. Усовершенствованные режимы в два 
раза сокращают процесс лиофилизации 
субстанции липосом по сравнению с реко-
мендованным в существующей практике 
и весь процесс производства субстанции 
в целом с выходом конечного продукта бо-
лее 90%.
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Таблица 2. Проект спецификации на липосомальную субстанцию (порошок), содержащую комплекс биологически 
активных веществ, выделенных из мускуса кабарги
Table 2. Draft specification for a liposomal substance (powder) containing a complex of biologically active substances 
isolated from deer musk

Показатель Метод Норма

Описание
Органолептический 
ГФ XIII, ОФС 1.1.0006.15, 
ч. 1 

Лиофилизированный аморфный порошок 
светло-коричневого цвета с характерным запахом 
и вкусом мускуса 

Растворимость
ГФ РФ XIII, 
ОФС 1.2.1.0005.15, ч. 1, 
с. 531

Мало растворим в воде, мало растворим в 96% 
спирте, практически не растворим в гексане

Подлинность:

- присутствие липосом;

- наличие БАВ мускуса

Электронная микроскопия 
(метод негативного 
контрастирования)

ГХ-МС (ГХ-ПИД)

ВЭЖХ-УФ

Моноламеллярные липосомы сферической формы

Время удерживания основных пиков 
на хроматограмме испытуемого раствора должно 
соответствовать времени удерживания основных 
пиков на хроматограмме стандартного образца 
липосом мускуса кабарги

Время удерживания основных пиков 
на хроматограмме испытуемого раствора должно 
соответствовать времени удерживания основных 
пиков на хроматограмме стандартного образца 
липосом мускуса кабарги

Размер частиц
ГФ ХII, ч. 2 
Фотодинамическое 
и лазерное светорассеяние

50–500 нм

Индекс полидисперсности Фотодинамическое 
и лазерное светорассеяние Не более 0,5

Дзета-потенциал Динамическое 
светорассеяние –25÷–60 мВ

Степень включения БАВ 
мускуса

Гель – хроматография 
ВЭЖХ-МС

Не менее 50%

Не менее 50%
Индекс окисленности Спектрофотометрия Не более 0,5

рН ГФ РФ, ОФС 1.1.0006.15 (по-
тенциометрический метод) От 6,0 до 8,0 (1% раствор)

Вода ГФ РФ, ОФС 1.2.3.0002.15 Не более 5,0%

Общий белок (растворимая 
фракция)

ГФ РФ, ОФС 1.2.3.0012.15 
Метод Бредфорд 
(колориметрический)

Не более 4,0%

Сульфатная зола ГФ РФ, ОФС 1.2.2.2.0014.15 Не более 10,0%

Тяжёлые металлы ГФ РФ, ОФС 1.2.2.2.0012.15 Не более 0,002%

Остаточные органические 
растворители ГХ РФ

Этанола — не более 0,5%,

изопропилового спирта — не более 0,5%
Микробиологическая чистота ГФ РФ, ОФС 1.2.4.0002.15 Категория 3.2
Количественное 

определение
ВЭЖХ Не менее 90,0% и не более 110,0% в пересчёте 

на безводное вещество

Хранение В сухом защищённом от света месте при температуре не выше 20 °С

Срок годности Устанавливается
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ОСОБЕННОСТИ ВАРИАБЕЛЬНОСТИ РИТМА СЕРДЦА  
САМЦОВ И САМОК КРЫС WISTAR 

В.Н. Коробова*, И.И. Бобынцев, А.О. Ворвуль
ФГБОУ ВО «Курский государственный медицинский университет» Минздрава России 

305041, Российская Федерация, Курск, ул. К. Маркса, 3

В работе изучены показатели вариабельности ритма сердца (ВРС) бодрствующих крыс Wistar с ис-
пользованием неинвазивной методики регистрации кардиосигнала. Установлены значимые разли-
чия в величине показателей ВРС в группах животных, различающихся по спектральным параметрам 
(общая мощность спектра (TP), высоко- (HF) и низкочастотные (LF) компоненты спектра). Показана 
высокая информативность следующих показателей ВРС: статистических (SDNN — стандартное от-
клонение полного массива интервалов RR, RMSSD — корень квадратный среднеквадратических 
отклонений последовательных RR-интервалов, CV — коэффициент вариации) и спектральных (TP, 
HF, LF, VLF — очень низкочастотный компонент спектра ВРС, LF/HF — индекс вагосимпатическо-
го взаимодействия, IC — индекс централизации). Полученные данные необходимо учитывать для 
дальнейшего развития методологии изучения патогенетических механизмов изменения ВРС и опре-
деления прогностического значения указанных параметров ВРС.

Ключевые слова: вариабельность сердечного ритма, кардиосигнал, спектральный анализ, крысы 
Wistar, половые различия
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FEATURES OF HEART RATE VARIABILITY  
IN MALE AND FEMALE WISTAR RATS

Victoria N. Korobova*, Igor I. Bobyntsev, Anton O. Vorvul
Kursk State Medical University of the Ministry of Health Care of Russia 

305041, Russian Federation, Kursk, Karla Marksa Str., 3

In this study, we investigated the heart rate variability (HRV) of awake male and female Wistar rats using 
a non-invasive technique of electrocardiosignal recording. We established significant differences in the val-
ue of HRV indicators in groups of animals differing in spectral parameters (total power of the spectrum 
(TP), high-(HF) and low-frequency (LF) components of the spectrum). The following HRV indicators 
were shown to be highly informative: statistical (SDNN — the standard deviation of the complete array 
of RR intervals, RMSSD — the square root of the standard deviations of successive RR intervals, CV — 
the coefficient of variation) and spectral (TP, HF, LF, VLF is a very low–frequency component of  the HRV 
spectrum, LF/HF is the vagosympathetic interaction index, IC — centralization index). The data ob-
tained should be taken into account when advancing the existing methodology for studying the patho-
genetic mechanisms of HRV changes and determining the prognostic value of these HRV parameters.
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Введение
Вариабельность сердечного ритма явля-

ется важным показателем в медико-био-
логических и клинических исследованиях 
для оценки вегетативного статуса, адапта-
ционных возможностей организма при дей-
ствии различных факторов внешней среды, 
а также в преморбидной диагностике ряда 
заболеваний и прогнозировании течения 
заболевания и его исхода [14]. Однако ин-
терпретация этих результатов и формули-
рование обоснованных выводов по ним 
является достаточно сложным и дискута-
бельным вопросом. Данное обстоятель-
ство обусловлено сочетанным влиянием 
на вариабельность сердечного ритма мно-
гочисленных факторов внешних (темпера-
тура, уровень шума и света, длительность 
и условия записи ЭКГ) и внутренних фак-
торов (индивидуальные психофизиоло-
гические особенности испытуемых, пол, 
возраст, перенесённые и существующие 
заболевания), что существенно затрудняет 
выявление причинно-следственных связей 
при различных состояниях организма [21]. 
При этом условия эксперимента позволяют 
моделировать сходные с человеком пато-
логические процессы и изучать их в стан-
дартных условиях на однородных группах 
подопытных животных [11, 13].

Изначально исследования по оценке по-
казателей вариабельности сердечного рит-
ма и вегетативного статуса у крыс прово-
дились на наркотизированных животных, 
и было установлено резкое снижение всех 
волн спектра при доминировании высоко-

частотного компонента, что объяснялось 
угнетением центральных нервных влияний 
и активностью надсегментарных нервных 
структур [3]. Однако известно, что нар-
коз повышает риск ошибочных выводов, 
т. к. мощность спектра сердечного ритма 
одинаково снижается как в условиях стрес-
са, так и наркоза [7]. Поэтому необходимо 
проведение исследований вариабельности 
ритма сердца на бодрствующих животных, 
и существующие программно-аппаратные 
комплексы позволяют проводить такую 
оценку параметров вариабельности сердеч-
ного ритма с помощью неинвазивных элек-
тродов.

Анализ результатов исследований ва-
риабельности ритма сердца, их прогно-
стической роли, особенностей изменения 
отдельных параметров при действии фак-
торов внешней среды, а также при нали-
чии различных патологических процессов, 
обусловил необходимость стандартизации 
данной методики у крыс Wistar. Данные 
животные широко используются в биоме-
дицинских экспериментах, в т. ч. при изуче-
нии механизмов стресса и его коррекции 
вследствие их низкой стрессоустойчивости 
[10]. При этом известно, что одно и то же 
стрессорное воздействие по-разному влия-
ет на поведение, эмоциональную реакцию 
и стрессоустойчивость крыс разных пород 
и линий [2].

Целью данной работы являлось изуче-
ние показателей вариабельности ритма 
сердца бодрствующих крыс Wistar с ис-

В.Н. Коробова, И.И. Бобынцев, А.О. Ворвуль
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пользованием неинвазивной методики ре-
гистрации кардиосигнала.

Материалы и методы
Животные
Исследование выполнено на крысах 

Wistar в возрасте 5–6 мес. массой 250–300 г, 
полученных из SPF-вивария Института 
цитологии и генетики СО РАН (n=73, 
44 самца и 29 самок). Животные содер-
жались в пластиковых клетках при темпе-
ратуре воздуха 22±2 °С, световом режиме 
12/12 ч, со свободным доступом к грану-
лированному корму и воде. В каждой клет-
ке было по 4–5 однополых особей. Все 
эксперименты выполнялись в соответ-
ствии с Национальным стандартом РФ 
ГОСТ Р-53434-2009 «Принципы надлежа-
щей лабораторной практики», Приказом 
Минздрава РФ от 01.04.2016 № 199н 
«Об утверждении Правил надлежащей 
лабораторной практики» и Европейской 
конвенции Directive 2010/63/EU и были 
одобрены Региональным этическим ко-
митетом при Курском государственном 
медицинском университете Минздрава 
России.

Исследование вариабельности 
сердечного ритма
Оценку вариабельности ритма сердца 

проводили при помощи беспроводной си-
стемы регистрации и анализа электрокар-
диосигнала животных «Физиобелт 2.5.1» 
(ООО «Нейроботикс», Россия), которая 
представляет собой компактное устройство 
(60×36×15 мм, масса 35 г) с двумя контакт-
ными электродами, которые фиксируются 
на животном посредством жилета и позво-
ляют сохранять возможность свободного 
перемещения крысы. Для адаптации жи-
вотного к данной методике регистрации 
ЭКГ за неделю до начала эксперимента 
красам проводили пробные записи дли-
тельностью 5–7 мин 3–4 раза в неделю. 
Эксперименты выполняли в течение двух 
недель с 1000 до 1400, запись ЭКГ начи-

налась после 10–20 мин адаптации крысы 
к устройству. Анализ вариабельности рит-
ма сердца проводили по статистическим, 
геометрическим и спектральным (частот-
ным) показателям [1, 12].

Статистические показатели вариабель-
ности сердечного ритма: ЧСС — частота 
сердечных сокращений, RRNN — средняя 
длительность интервалов RR, SDNN — 
стандартное отклонение полного массива 
интервалов RR, RMSSD — корень квадрат-
ный среднеквадратических отклонений 
последовательных RR-интервалов, рNN3 
(рNN5, рNN10) — отношение числа по-
следовательных пар RR-интервалов, отли-
чающихся более чем на 3 мс (5 мс, 10 мс), 
к общему числу RR-интервалов, CV — ко-
эффициент вариации.

Геометрические показатели вариабель-
ности сердечного ритма: Мо — диапазон 
значений наиболее часто встречающихся 
значений RR, АМо — число кардиосиг-
налов, соответствующих значению моды, 
ВР — вариационный размах, ИВР — индекс 
вегетативного равновесия, ПАПР — показа-
тель адекватности процессов регуляции.

Спектральные (частотные) показа-
тели вариабельности сердечного ритма: 
ТР — суммарная мощность спектра ВРС, 
HF (мс2) — суммарная мощность высоко-
частотного компонента ВРС, LF (мс2) — 
суммарная мощность низкочастотного 
компонента ВРС, VLF (мс2) — суммарная 
мощность очень низкочастотного компо-
нента ВРС, HF (%) — мощность спектра 
высокочастотного компонента вариа-
бельности в % от суммарной мощности 
колебаний, LF (%) — мощность спектра 
низкочастотного компонента вариабель-
ности в % от суммарной мощности ко-
лебаний, VLF (%) — мощность спектра 
очень низкочастотного компонента вари-
абельности в % от суммарной мощности 
колебаний, LF/HF — индекс вагосимпа-
тического взаимодействия, IC — индекс 
централизации.
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Статистическая обработка
Статистическую обработку результатов 

проводили с использованием программы 
Statistica 13 («StatSoft Inc.», США). Для про-
верки гипотезы о нормальности распре-
деления использовали критерий Шапиро–
Уилка, равенства дисперсий — критерий 
Левене. Полученные данные представлены 
в виде среднего значения и стандартного 
отклонения (M±SD). Достоверность раз-
личий определяли с помощью t-критерия 
Стьюдента с поправкой Уэлча. Различия 
считали статистически достоверными 
при p<0,05.

Результаты исследований
Как видно из табл. 1, при сравнитель-

ной оценке значений всех показателей 
ВСР у самок и самцов крыс Wistar досто-
верных различий установлено не было. 
При этом обращает внимание отсутствие 
значимых различий между группами в от-
носительном соотношении спектральных 
показателей высоко-, низко- и очень низ-
кочастотных компонентов вариабельности 
сердечного ритма. В группах установлена 
следующая градация спектральных компо-
нентов: VLF > LF > HF, что свидетельствует 
о равнозначности влияний различных ме-
ханизмов управления на функциональное  

Таблица 1. Показатели вариабельности сердечного ритма самок и самцов крыс Wistar
Table 1. Heart rate variability indicators in male and female Wistar rats

Показатели
Группы (M±SD)

р
самки (n=29) самцы (n=44)

ЧСС, уд./мин 467,0±39,2 455,8±36,0 0,21487

RRNN, мс  129,5±13,0 132,5±11,3 0,30220

SDNN, мс  113,5±46,5 113,1±67,9 0,98112

RMSSD, мс 10,3±2,6 10,1±3,3 0,77007

рNN3, %   77,6±14,3   74,1±17,0 0,36393

рNN5, %   63,4±14,4   59,7±17,4 0,34640

рNN10, %   43,1±14,0    39,9±15,3 0,36674

CV, %   87,6±34,7    84,4±49,5 0,76708

Мо, мс 129,6±13,0  132,2±11,0 0,36481

АМо, мс   37,2±10,9    38,6±11,6 0,60560

ВР, мс   53,4±13,9    51,6±16,5 0,63189

ИВР, отн. ед.   0,8±0,6   0,9±0,4 0,71160

ПАПР, отн. ед.   0,3±0,1   0,3±0,1 0,77492

TP, мс2   96604,2±83447,9    101632,9±106165,6 0,83047

HF, мс2 13598,7±7130,4 12549,4±9021,5 0,59993

LF, мс2   32392,8±24849,0   31506,5±34464,2 0,90528

VLF, мс2 50612,7±67588,1  57577,1±76482,7 0,69161

HF, % 21,3±11,3   23,0±16,6 0,64364

LF, % 37,3±15,2   31,3±15,0 0,10221

VLF, % 41,4±20,1  45,7±23,6 0,41833

LF/HF 2,3±1,5  2,2±1,6 0,62936

IC 6,6±8,3    8,0±12,9 0,60060
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состояние подопытных животных в указан-
ных группах.

Таким образом, отсутствие достоверных 
различий в отношении всех исследуемых 
показателей ВРС между группами живот-
ных, разделённых по полу, позволяет объ-
единить их для дальнейшего исследования 
в общую группу. 

Для спектральных показателей ВРС ха-
рактерна достаточно высокая информа-
тивность при оценке значимости отдель-
ных компонентов вегетативной регуляции 
на функциональное состояние организма 
[5]. В этой связи с использованием спек-
тральных показателей (TP, мс2; HF, мс2; 
LF, мс2), отражающих состояние вегетатив-
ной регуляции, был выполнен кластерный 
анализ с построением иерархических дере-
вьев (древовидных диаграмм, пример пред-
ставлен на рис.). Кластеризация проводи-
лась по методу Варда [18], в качестве меры 

близости было использовано Евклидово 
расстояние (геометрическое расстояние 
в многомерном пространстве). По его ре-
зультатам выделяли две группы — с низки-
ми и высокими значениями спектра.

В табл. 2 представлены результаты кла-
стерного анализа с выделением животных 
с высокими (ВЗС, n=38) и с низкими значе-
ниями спектра (НЗС, n=35). 

Распределение животных по величине 
основных спектральных характеристик 
позволило установить достоверные разли-
чия по всем исследуемым статистическим, 
геометрическим и частотным показателям 
ВРС, наиболее выраженные для SDNN, 
RMSSD, CV, TP, HF, LF, VLF, LF/HF и IC. 
Так, величина показателей в первой группе 
животных с высокими значениями спектра 
выше, чем во второй группе по значению 
параметра SDNN — в 2 раза, RMSSD — 
в 1,5 раза, CV — в 1,9 раза, TP — в 5,7 раза, 

Рис. Результаты кластерного анализа
Fig. Results of cluster analysis.
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Таблица 2. Показатели вариабельности сердечного ритма крыс Wistar с высокими и низкими значениями спектра
Table 2. Heart rate variability indicators in Wistar rats with high and low spectrum values

Показатели
Группы (M±SD)

р
ВЗС (n=38) НЗС (n=35)

ЧСС, уд./мин 451,7±40,0                  469,7±32,5 0,03928

RRNN, мс 134,0±13,7                  128,4±9,1 0,04277

SDNN, мс 148,4±52,3 75,1±41,8 <0,00001

RMSSD, мс 12,0±2,1 8,3±2,6 <0,00001

рNN3, %   80,6±11,4 69,9±18,4 0,00359

рNN5, %   66,9±11,4 55,0±18,5 0,00135

рNN10, %   46,7±10,1 35,1±16,7 0,00054

CV, %  111,0±38,0 58,2±32,1 <0,00001

Мо, мс 134,1±13,6                   128,1±8,7 0,02951

АМо, мс   34,7±10,1 41,7±11,5 0,00693

ВР, мс   61,3±12,7 42,5±11,9 <0,00001

ИВР, отн. ед.   0,6±0,2 1,1±0,6 <0,00001

ПАПР, отн. ед.   0,3±0,1 0,3±0,1 0,00048

TP, мс2 164827,6±94334,8 28855,0±20269,5 <0,00001

HF, мс2 17552,2±7952,6 7987,2±5245,8 <0,00001

LF, мс2   53777,8±28143,3 8060,6±5403,5 <0,00001

VLF, мс2   93497,6±83193,1  12807,1±12816,4 <0,00001

HF, % 13,0±7,4  32,5±13,8 <0,00001

LF, % 37,3±17,8   29,8±10,8 0,03291

VLF, % 49,7±23,2   37,8±19,5 0,02067

LF/HF 3,3±1,3   1,1±0,6 <0,00001

IC 11,5±14,2   3,1±3,2 0,00104

HF (мс2) — в 2,2 раза, LF (мс2) — в 6,7 раза, 
VLF (мс2) — в 7,3 раза, LF/HF — в 3 раза 
и IC — в 3,7 раза (p<0,00001).

В выделенных группах также установ-
лена различная градация спектральных 
компонентов ВРС: у животных с ВЗС 
преобладали VLF-волны — 49,7% и LF-
волны — 37,3%, в то время как HF-волны 
составили всего 13%. Спектр у крыс с НЗС 
был относительно уравновешен по соот-
ношению волновых компонентов: VLF-
волны — 37,8%, HF-волны — 32,5%, LF-
волны — 29,8%.

В связи с установленной нами зависимо-
стью механизмов регуляции функциональ-
ного состояния крыс от величины спек-
тральных показателей ВРС дальнейшим 
этапом нашей работы являлось выявление 

различий данных параметров ВРС внутри 
групп самцов и группы самок (табл. 3 и 4).

В группе самцов не установлено сущест-
венных различий по величине ЧСС и, со-
ответственно, по значениям RRNN и Мо, 
а также по LF (%) и VLF (%). В то время 
как в анализируемых выше разнополых 
группах крыс (табл. 2) указанные показате-
ли имели достоверные различия. При этом 
у самцов с ВЗС значения ряда показателей 
были значительно выше, чем у животных 
с НЗС: SDNN — в 2,2 раза, RMSSD — 
в 1,5 раза, CV — в 2,1 раза, TP — в 4,6 раза, 
HF (мс2) — в 2,3 раза, LF (мс2) — в 5,4 раза, 
VLF (мс2) — в 5 раз, LF/HF — в 2,6 раза 
и IC — в 3 раза (p<0,0001). Процентное 
соотношение частот в спектре в группе 
с ВЗС имело следующую градацию: VLF-



МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ |  
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

28 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2023| Toм 19 | № 1 | 22–33 

Таблица 3. Показатели вариабельности сердечного ритма самцов крыс Wistar с высокими и низкими значения-
ми спектра
Table 3. Heart rate variability indicators in male Wistar rats with high and low spectrum values

Показатели
Группы (M±SD)

р
ВЗС (n=20) НЗС (n=24)

ЧСС, уд./мин 444,5±36,9 465,3±33,1 0,05438

RRNN, мс 136,0±12,7 129,6±9,2 0,05804

SDNN, мс 160,9±62,6 73,3±41,6 <0,00001

RMSSD, мс 12,5±2,4 8,2±2,6 <0,00001

рNN3, % 81,3±13,9 68,1±17,4 0,00921

рNN5, % 67,8±13,8 53,0±17,5 0,00389

рNN10, % 47,8±11,3 33,3±15,2 0,00103

CV, % 118,8±45,9 55,8±31,0 <0,00001

Мо, мс 135,2±13,0 129,7±8,6 0,10053

АМо, мс 34,2±10,0 42,3±11,7 0,01925

ВР, мс 62,0±15,4 43,0±11,9 0,00004

ИВР, отн. ед. 0,6±0,2 1,1±0,5 0,00011

ПАПР, отн. ед. 0,3±0,1 0,3±0,1 0,00475

TP, мс2 177216,9±109901,3 38646,3±44573,8 <0,00001

HF, мс2 18243,4±9182,8 7804,4±5551,0 0,00003

LF, мс2 56754,2±34512,5 10466,8±14847,9 <0,00001

VLF, мс2 102219,3±91566,6 20375,2±28858,6 0,00016

HF, % 12,9±9,2 31,3±16,9 0,00008

LF, % 35,2±18,3 28,1±10,9 0,12380

VLF, % 51,9±23,6 40,5±22,7 0,11080

LF/HF 3,2±1,4 1,3±1,1 0,00001

IC 12,6±17,5 4,2±4,8 0,02908

волны — 51,9%, LF-волны — 35,2%, HF-
волны — 12,9%. В группе самцов с НЗС 
градация показателей имела другое распре-
деление: VLF-волны — 40,5%, HF-волны — 
31,3%, LF-волны — 28,2%

У самок крыс установлено, что величина 
ряда показателей в группе с ВЗС значитель-
но выше: SDNN — в 1,6 раза, RMSSD — 
в 1,3 раза, CV — в 1,5 раза, TP — в 4,2 раза, 
HF (мс2) — в 1,5 раза, LF (мс2) — в 2,9 раза, 
VLF (мс2) — в 7,9 раза, LF/HF — в 2,1 раза 
и IC — в 4,4 раза (p<0,0001). Процентное 
соотношение частот в спектре в группе 
с ВЗС располагалось следующим образом: 
VLF-волны — 57,7%, LF-волны — 32,5%, 
HF-волны — 9,8%, что соответствует дан-
ным неразделённой по полу группы и груп-
пы самцов с ВЗС. При этом спектр в самок 

с НЗС был следующим: LF-волны — 39,5%, 
VLF-волны — 34%, HF-волны — 26,5%.

Обсуждение результатов
Анализ литературы свидетельствует 

о необходимости стандартизации подхода 
в оценке ВРС у крыс вследствие достаточ-
но широкого разнообразия методологиче-
ских подходов и программно-аппаратного 
оснащения, а также видов используемых 
лабораторных животных, что существен-
но затрудняет сравнение и интерпретацию 
результатов, полученных различными авто-
рами [5, 13, 16]. В результате проведённого 
нами исследования показателей ВРС было 
установлено отсутствие достоверной раз-
ницы у самцов и самок крыс Wistar по всем 
22-м параметрам. Также было показано от-
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сутствие значимых различий между груп-
пами самцов и самок крыс Wistar в отно-
сительном соотношении спектральных 
показателей высоко-, низко- и очень низ-
кочастотных компонентов вариабельности 
сердечного ритма. При этом градация спек-
тральных компонентов была следующая: 
VLF > LF > HF, что свидетельствует о рав-
нозначности вклада различных механизмов 
управления в функциональное состояние 
подопытных животных [8].

В работе Е.В. Курьяновой с соавт. при ана-
лизе ЧСС, Мо, ИН, HF (%), LF (%) и VLF 
(%) было указано, что регуляция кардиорит-
ма самок нелинейных крыс осуществляет-
ся при более высоких, чем у самцов, адре-
нергических влияниях через гуморальный 
и нервный каналы регуляции [20]. В связи 

с высокой долей в спектре ВРС самок волн 
VLF наряду с волнами HF-диапазона вол-
новая структура сердечного ритма пред-
ставляется более сложной, чем у самцов [6, 
15]. Однако изучение особенностей адрено- 
и холинореактивности особей разного пола 
до сих пор остаётся актуальной задачей, 
поскольку не получено однозначных ре-
зультатов, подтверждающих закономерные 
изменения симпатоадреналовой активности 
в зависимости от пола. Различия в механиз-
мах регуляции сердечного ритма в зависи-
мости от исходного состояния вегетативно-
го баланса показаны и в смешанных по полу 
группах, отличающихся по абсолютной 
мощности HF-волн [9, 17].

Распределение самцов и самок крыс 
Wistar на две группы в зависимости от вели-

Таблица 4. Показатели вариабельности сердечного ритма самок крыс Wistar с высокими и низкими значения-
ми спектра
Table 4. Heart rate variability indicators in female Wistar rats with high and low spectrum values

Показатели
Группы (M±SD)

р
ВЗС (n=9) НЗС (n=20)

ЧСС, уд./мин 447,1±51,8 476,0±29,3 0,06581

RRNN, мс 136,1±18,8 126,5±8,3 0,06466

SDNN, мс 153,3±31,2 95,5±41,1 0,00087

RMSSD, мс 12,3±1,3 9,5±2,6 0,00374

рNN3, % 84,2±3,9 74,6±16,2 0,09299

рNN5, % 69,6±4,7 60,7±16,4 0,12503

рNN10, % 49,2±7,5 40,4±15,5 0,11698

CV, % 113,7±25,3 75,8±32,3 0,00436

Мо, мс 137,9±18,2 125,9±7,9 0,01858

АМо, мс 38,0±10,1 36,9±11,5 0,79880

ВР, мс 62,8±9,0 49,2±13,8 0,01195

ИВР, отн. ед. 0,6±0,2 0,9±0,8 0,28639

ПАПР, отн. ед. 0,3±0,1 0,3±0,1 0,61170

TP, мс2 204181,2±61125,7 48194,6±27206,5 <0,00001

HF, мс2 17841,5±7557,6 11689,5±6205,9 0,028772

LF, мс2 59049,1±20246,6 20397,5±15789,8 <0,00001

VLF, мс2 127290,6±78174,8 16107,6±10979,0 <0,00001

HF, % 9,8±5,5 26,5±9,2 0,00003

LF, % 32,5±16,4 39,5±14,5 0,26372

VLF, % 57,7±20,1 34,0±15,5 0,00176

LF/HF 3,7±1,4 1,7±1,0 0,00015

IC 14,1±12,1 3,2±1,5 0,00041
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чины спектральных показателей (TP, мс2; HF, 
мс2; LF, мс2) с использованием кластерного 
анализа позволило установить достоверные 
различия по всем исследуемым параметрам. 
Необходимость исследования ВРС крыс 
путём анализа не только спектральных по-
казателей, но и геометрических, и статисти-
ческих параметров была отмечена в более 
ранних исследованиях [13]. В нашем ис-
следовании наиболее значимые различия 
отмечались по показателям SDNN, RMSSD, 
CV, TP, HF, LF, VLF, LF/HF и IC. При этом 
процентное соотношение частот в спект-
ре в выделенных группах было различно. 
У крыс с ВЗС отмечена градация VLF > LF 
> HF, что позволяет предполагать у данных 
животных стабильное функционирование 
системы регуляции с участием гипоталамо-
гипофизарных и периферических катехола-
минергических механизмов [6]. Спектр крыс 
с НЗС в виде VLF > HF > LF свидетельствует 
об усилении активности гипоталамических 
нейронов и превалирующем влиянии пара-
симпатической нервной системы [5].

Группы самцов с ВЗС и НЗС имели до-
стоверные различия по большинству иссле-
дуемых параметров с наибольшей выражен-
ностью по показателям SDNN, RMSSD, CV, 
TP, HF, LF, VLF, LF/HF и IC. Установленные 
особенности в процентном соотношении 
частот спектра полностью соответствова-
ли таковым в смешанных по полу группах. 
Отсутствие достоверных различий в пока-
зателях ЧСС, RRNN и Мо между выделен-
ными группами может свидетельствовать 
о стабилизации интегральных вегетатив-
ных и центральных механизмов регуляции 
на одинаковом уровне [12].

Обращает внимание, что при кластер-
ном анализе у самок преобладали осо-
би с НЗС (69%), и достоверные различия 
установлены по большинству исследуемых 
параметров. Процентное соотношение ча-
стот в спектре самок с ВЗС в виде VLF > 
LF-волны > HF, что соответствует данным 
смешанной группы и самцов с ВЗС. Спектр 
группы самок с НЗС LF > VLF > HF может 
быть следствием преобладания симпати-
ческих влияний на регуляторные механиз-
мы и действием эстрогенов, роль которых 
у особей с низким спектром выше, чем 
у особей с высоким спектром [6, 15].

Полученные данные также подтвержда-
ют заключения ряда авторов о важном 
значении исходного уровня вегетативной 
регуляции при изучении особенностей ве-
личины показателей ВРС.

Заключение
Изучение показателей вариабельности 

ритма сердца бодрствующих крыс Wistar 
с использованием неинвазивной мето-
дики регистрации кардиосигнала позво-
лило установить достоверные различия 
при выделении групп животных в зависи-
мости от спектральных параметров (об-
щая мощность спектра, высоко- и низко-
частотные компоненты спектра). Показана 
высокая информативность показателей 
SDNN, RMSSD, CV, TP, HF (мс2), LF (мс2), 
VLF (мс2), LF/HF и IC. Полученные данные 
имеют значение для методологии изучения 
патогенетических механизмов изменения 
вариабельности сердечного ритма и опре-
деления прогностического значения ука-
занных параметров.
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Поведенческое фенотипирование грызунов с моделями нейродегенерации привлекает большое 
внимание учёных в течение последних трёх десятилетий. Тем не менее, по-прежнему существуют 
определённые сложности в понимании изменчивости поведения, вызванной генетическими, эколо-
гическими и биологическими факторами, вмешательством человека и плохо стандартизированными 
экспериментальными протоколами, что может отрицательно отразиться на интерпретации получен-
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полученных результатов и даст возможность по-новому взглянуть на этологические парадигмы кон-
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Введение
Поведенческое тестирование является 

неотъемлемым компонентом современных 
протоколов изучения механизмов разви-
тия хронической нейродегенерации с ис-
пользованием экспериментальных моделей 
на лабораторных животных. Разработанные 
к настоящему времени подходы к модели-
рованию хронической нейродегенерации 
позволяют с той или иной степенью досто-
верности воспроизвести ключевые патофи-
зиологические процессы, составляющие 
основу патогенеза этой группы заболева-
ний: повреждение и гибель клеток нейро-
нальной природы, аккумуляцию аберрант-
ных белков в клетках и межклеточном 
пространстве, нарушение синаптической 
пластичности и нейрогенеза, развитие дис-
метаболических изменений в ткани, нейро-

воспаления и патологической проницаемо-
сти гематоэнцефалического барьера. 

Несмотря на существование лимитиру-
ющих факторов при использовании тех 
или иных моделей in vivo, в большинстве 
случаев удаётся зарегистрировать харак-
терные для развития хронической нейро-
дегенерации неврологические дефициты, 
в частности, когнитивную дисфункцию, 
нарушение процессов обучения и запоми-
нания, развитие тревожности, изменение 
социального поведения и интереса к дру-
гим объектам, нарушение механизмов при-
нятия решений. 

Поведенческое фенотипирование жи-
вотных с экспериментальной нейродегене-
рацией, как правило, включает в себя ис-
пользование «батареи» тестов для оценки 
когнитивных функций и интереса к новому 
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(водный лабиринт Морриса, тест Барнеса, 
Т-образный лабиринт, тест распознавания 
новых объектов, тест «Открытое поле» 
и др.), обучения и памяти (тест условно-
рефлекторного замирания, тест условно-
рефлекторного пассивного избегания, ра-
диальный восьмирукавный лабиринт и др.), 
эмоционального статуса (форсированное 
плавание, тест подвешивания за хвост, тест 
предпочтения сахарозы, тест предпочтения 
кондиционированного места и др.), соци-
ального поведения (трёхкамерный тест, пя-
типопыточный тест и др.). 

В настоящем обзоре мы не ставим 
перед собой задачу охарактеризовать дос-
тоинства и недостатки каждого из пере-
численных методических подходов, а фо-
кусируемся на оценке общих для разных 
протоколов факторов, влияющих на каче-
ство выполнения поведенческого тестиро-
вания, а также на современных подходах 
к преодолению этих методологических 
проблем (автоматизация и цифровизация 
тестирования) и к идентификации клеток 
и клеточных ансамблей, ответственных 
за реализацию тех или иных поведенческих 
механизмов (оптогенетическая стимуля-
ция) в норме и при нейродегенерации.

Объективные и субъективные 
факторы, определяющие качество 
выполнения поведенческого 
тестирования лабораторных животных
При выполнении широкого спектра ней-

роповеденческих тестов, которые исполь-
зуются для оценки когнитивного статуса, 
тревожности, сложных форм поведения экс-
периментальных животных, всё большую 
значимость приобретает грамотная интер-
претация полученных данных. В целом, 
выполнение любого вида нейроповеденче-
ского тестирования в нейронауках подра-
зумевает наличие некоторых допущений, 
связанных с интерпретацией поведенче-
ских актов. Это обусловлено несколькими 
причинами: 1) недостаточная расшифровка 
данных о механизмах реализации поведен-

ческих реакций у животных разных видов 
и с разной степенью развития центральной 
нервной системы; 2) отсутствие некоторых 
свойственных человеку или высшим при-
матам сложных форм поведения у экспери-
ментальных животных (грызунов). 

В связи с этим при выборе «батареи» по-
веденческих тестов следует ориентировать-
ся на те из них, которые, с одной стороны, 
позволяют получить максимально одноз-
начные выводы, с другой стороны, могут 
быть корректно экстраполированы на ана-
логичные поведенческие события или ког-
нитивные функции, свойственные человеку 
или высшим приматам [12, 13, 42, 44]. 

К числу наиболее значимых условий, ко-
торые должны быть соблюдены при про-
ведении поведенческого фенотипирования 
животных, относятся: 1) соблюдение эти-
ческих норм и принципа 3R при выборе 
способов тестирования и подборе экспе-
риментальных животных; 2) обеспечение 
условий комфортного, контролируемого 
и легко воспроизводимого микроокруже-
ния, минимизирующего влияние «отвле-
кающих» или «возмущающих» внешних 
факторов на поведение животных; 3) раз-
работка скрупулёзного и детального дизай-
на эксперимента, учитывающего влияние 
различных экспериментальных процедур 
на результаты поведенческого тестирова-
ния; 4) проведение поведенческого тести-
рования специально обученным и высокок-
валифицированным персоналом [28, 40]. 

Handling stress (стресс вследствие взятия 
животного человеком) относится к числу 
значимых факторов, искажающих результа-
ты поведенческого тестирования. В частно-
сти, недавно было показано, что процедура 
изъятия животного из клетки и переноса 
его к лабораторному стенду, используемо-
му для тестирования, влияет на результаты 
оценки сложных форм поведения: перенос 
животного в специальном приспособлении 
(туннель) оказался более благоприятным, 
по сравнению с переносом путём захвата 
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за хвост, в частности, по результатам ана-
лиза исследовательского интереса [15, 19], 
причём такие преимущества сохраняются 
и после дополнительных инвазивных про-
цедур (инъекции, анестезия) [20]. 

Любой другой вид стрессового фактора 
значимо меняет поведенческий ответ экс-
периментальных животных, что очевидно 
и в классических моделях, например, стресс 
раннего периода жизни, приводящий к раз-
витию депрессии или повышению риска воз-
никновения нейродегенерации в отдалённые 
периоды онтогенеза [29, 37], и при анализе 
поведенческого фенотипа животных, под-
вергающихся действию стресса социальной 
изоляции или иммобилизационном стрессе 
в более позднем периоде развития [27]. 

Помимо стресса различной природы, сле-
дующие факторы определяют ответ живот-
ных на действие стимулов, провоцирующих 
тот или иной вид поведения или способст-
вующих реализации феномена нейропла-
стичности: 1) особенности организации 
сенсорных систем у грызунов с доминиру-
ющим влиянием ольфакторной стимуляции 
на индукцию механизмов пластичности 
головного мозга; 2) трудность задачи, по-
ставленной в рамках теста; 3) корректность 
подбора экспериментальных групп; 4) осо-
бенности соотношения индивидуального 
и социального начала в поведении грызу-
нов; 5) частота повторения тестов и их по-
следовательность; 6) наличие или отсутст-
вие взаимодействий с другими животными 
в процессе выполнения задания в рамках 
теста [17]. 

Кроме того, следует учитывать следу-
ющие аспекты реализации когнитивных 
и поведенческих функций: 1) генетически 
обусловленная вариабельность; 2) индиви-
дуальный онтогенез; 3) сезон, время суток, 
состояние здоровья, фазы физиологических 
циклов у тестируемых животных; 4) состо-
яние рабочей зоны (освещённость, наличие 
запахов, характер поверхности и т. п.) [13, 
36, 43].

Каким образом осуществляется выбор 
совокупности тестов для оценки нейропо-
веденческого статуса экспериментальных 
животных? Для этого следует учитывать 
следующие позиции: 1) задачи эксперимен-
та по идентификации конкретных поведен-
ческих проявлений тех или иных (пато) фи-
зиологических процессов в центральной 
нервной системе; 2) технические и орга-
низационные возможности лаборатории; 
3) наличие или отсутствие современных си-
стем регистрации и анализа данных; 4) ко-
личество, пол, возраст животных; 5) слож-
ность совокупного дизайна эксперимента; 
6) возможность получения результатов 
с применением минимально допустимого 
количества животных с минимизированным 
стрессом при проведении экспериментов. 

Вместе с тем, очевидно, что разнообра-
зие имеющихся в распоряжении исследо-
вателя тестов сейчас настолько большое, 
что можно использовать взаимозаменя-
ющие и/или взаимодополняющие прото-
колы для оценки функциональной актив-
ности того или иного региона головного 
мозга. Например, функция гиппокампа 
может быть оценена в следующих видах 
нейроповеденческого тестирования: откры-
тое поле, водный лабиринт Морриса, кон-
текстный тест на условно-рефлекторный 
страх, Т-образный лабиринт, тестирование 
принятия решений (память, тревожность, 
пространственное обучение), а различные 
виды памяти могут быть проанализирова-
ны с использованием следующих прото-
колов: водный лабиринт Морриса и тест 
Барнса (пространственная память, некото-
рые элементы рабочей памяти), тест рас-
познавания нового объекта (ассоциативная 
память, декларативная память, рабочая 
память), контекстный тест на условно-реф-
лекторный страх (ассоциативная память), 
Y-образный лабиринт (рабочая краткосроч-
ная память) [45]. 

В целом, интерпретация полученных 
при проведении поведенческого тестиро-
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вания данных представляет собой весьма 
нетривиальную задачу для исследователя. 
Следующие аспекты оказывают влияние 
на результаты анализа: 1) мотивация (мо-
тивировано ли животное к выполнению 
поставленной в тесте задачи, и насколько 
наличие такой мотивации соотносится с ме-
ханизмами развития изучаемой патологии); 
2) взаимодействие исследователя и живот-
ного (насколько удалось избежать handling 
stress); 3) трудность задания (насколько 
задание выполнимо, например, для живот-
ных с моторной или когнитивной дисфунк-
цией, нет ли артефактов, возникающих 
в результате невозможности выполнения 
в силу иных причин, не учитываемых ис-
следователем); 4) взаимодействие разных 
протоколов (не может ли результат одного 
теста влиять на другой, не слишком ли со-
пряжены по времени разные тесты); 5) уро-
вень общей активности животных (не влия-
ет ли общий уровень активности, например, 
в результате наличия динамических его 
изменений в течение суток или в разные 

сезоны, на результаты поведенческого те-
стирования); 6) вариабельность (влияют 
ли естественные физиологические при-
чины, например, циклические физиоло-
гические изменения, на особенности по-
ведения, выявляемые в тестах); 7) дизайн 
эксперимента (используется ли метод ран-
домизации, «слепого» анализа при отборе 
групп и анализе данных); 8) этологическое 
соответствие (есть ли соответствие между 
тестируемым — стимулированным — по-
ведением и естественным поведением жи-
вотных); 9) воспроизводимость результатов 
(возможно ли получить аналогичные тен-
денции и закономерности при увеличении 
выборки животных, а также в других лини-
ях или с использованием животных другого 
возраста и пола); 10) организация тестиро-
вания (могут ли животные тестироваться 
последовательно или параллельно) [17]. 

Учёт всех перечисленных аспектов, 
влияющих на результаты нейроповеден-
ческого тестирования, должен вестись 
в рамках каждого эксперимента, иначе ин-

Рис. Факторы, влияющие на результаты экспериментальных исследований на животных.
Fig. Factors affecting the results of experimental animal studies.
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терпретация полученных данных, особенно 
при сравнении разных групп животных, бу-
дет затруднена (рис.). 

Повышение качества экспериментов, 
ориентированных на оценку сложных со-
бытий в живых системах (например, анализ 
межклеточных взаимодействий в системах 
in vitro или анализ поведенческих реакций 
животных in vivo), возможно за счёт авто-
матизации процессов и использования сов-
ременных методов регистрации и анализа 
данных. Для in vivo исследований в насто-
ящее время применяют различные способы 
трекинга животных, автоматизации экспе-
риментальной процедуры, анализа полу-
ченных данных, причём применение таких 
протоколов позволяет решить не только 
технические, но и этические проблемы [35]. 
Для in vitro исследований используют ме-
тоды анализа изображений и межклеточ-
ных коммуникаций, а также предиктивные 
модели для оценки эффектов физических, 
химических и биологических факторов 
на живые системы [9]. 

Современные технологии 
для унификации и повышения 
качества выполнения поведенческих
тестов в экспериментальной 
нейробиологии
В поведенческих тестах применение циф-

ровых технологий позволяет достичь авто-
матизации протокола, что, в свою очередь, 
актуально для объективизации результатов, 
минимизации неблагоприятных эффектов 
взаимодействия «исследователь — живот-
ное», оптимизации продолжительности те-
стирования и снижения трудозатрат на его 
проведение. Например, автоматические 
системы могут практически аннулировать 
эффекты handling stress за счёт роботизи-
рованных платформ для забора и перено-
са животных из клеток к лабораторным 
стендам и обратно, а новые способы ме-
чения животных позволяют проводить те-
стирование с использованием нескольких 
животных одновременно, что, например, 

важно при оценке социального поведения. 
Вместе с тем зарегистрированы и опре-
делённые ограничения в применении ав-
томатизированных протоколов, например 
вследствие накопления ошибок, в т. ч. лож-
ноположительных результатов, при много-
кратных повторах поведенческих тестов, 
что требует применения рациональных ме-
тодов статистического анализа данных [17]. 

Примером удачного дополнения стан-
дартных протоколов нейроповеденческого 
тестирования современными технологи-
ческими решениями является разработка 
беспроводной системы анализа движений 
головы животного при проведении кон-
текстного теста на условно-рефлекторный 
страх: зафиксированная на голове животно-
го система позволяет анализировать время 
замирания, которое характеризует наличие 
ассоциативной памяти, регистрируемой 
в этом тесте, что повышает пространст-
венное разрешение в контексте детекции 
freezing time [33]. Не менее интересным 
является решение, связанное с разработкой 
усовершенствованной камеры для проведе-
ния контекстного теста на условно-рефлек-
торный страх с прецизионной установкой 
параметров электрического шока, звука 
и света, что повышает воспроизводимость 
результатов тестирования животных [1].

Другим примером использования сов-
ременных технологических решений 
при оценке поведения животных является 
разработка аппаратно-программного ком-
плекса, позволяющего проанализировать 
социальное поведение путём 3D-видео-
трекинга, машинного видения (для иден-
тификации положения тела животного 
в динамике социального взаимодействия) 
и машинного обучения для категориза-
ции типа социальных взаимодействий, в т. 
ч. между животными разных линий [21]. 
Такая автоматизированная система во мно-
гом снижает ресурсозатратность при про-
ведении поведенческих тестов и поэто-
му может быть использована, например, 
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при скрининге лекарств-кандидатов, влия-
ющих на сложные формы поведения. 

Фактически, такие новые разработки 
в области цифровизации и автоматизации 
поведенческого фенотипирования экспери-
ментальных животных относят нас к самым 
первым работам, посвящённым примене-
нию вычислительных методов для анали-
за поведенческих реакций у лабораторных 
животных, и эта эволюция соответствует 
переходу от сугубо описательного характе-
ра поведенческих экспериментов к транс-
ляции результатов поведенческого теста 
в однозначные заключения, базирующиеся 
на соответствии строго определённым кри-
териям оценки поведенческого акта. В этом 
контексте особенно актуальным становит-
ся сочетание новых подходов к анализу 
поведенческих реакций с современными 
технологиями таргетной стимуляции тех 
или иных клеток головного мозга, что до-
стигается методами оптогенетики, термоге-
нетики, соногенетики, хемогенетики [2, 10, 
14, 22, 31].

При проведении экспериментальных ис-
следований in vitro оценка межклеточных 
взаимодействий, процессов пролиферации, 
дифференцировки, клеточной миграции 
и гибели является основным инструмен-
том анализа поведения клеток в культуре, 
в т. ч. в составе мультиклеточных ансам-
блей. С этой точки зрения, вычислитель-
ные методы и цифровые технологии дают 
возможность не только корректно оценить 
множественные события в культуре кле-
ток, но и спрогнозировать поведение кле-
ток при действии иных внешних факторов. 
Например, это актуально для анализа кине-
тики клеточных популяций, оптимизации 
микроокружения для роста и развития кле-
ток, интерпретации результатов клеточной 
визуализации, оценки результатов приме-
нения высокопроизводительных аналити-
ческих методов (геномика, транскриптоми-
ка, протеомика, метаболомика и др.). В этом 
контексте особого внимания заслуживают 

технологии создания «цифровых двойни-
ков» для рационального дизайна экспери-
ментов и моделирования ключевых собы-
тий в клеточных культурах, что изначально 
нашло своё применение в биотехнологии 
в плане оптимизации состава питательной 
среды для роста клеток [25]. Другой подход 
базируется на использовании машинного 
обучения для оценки проницаемости гема-
тоэнцефалического барьера (in vitro модель), 
что актуально для выбора лекарств-канди-
датов, проникающих через барьер в ткань 
головного мозга для эффективного взаи-
модействия с молекулами-мишенями [41]. 
Наиболее часто для решения подобных за-
дач используются такие методы машинного 
обучения, как Support vector machine (SVM), 
Random forest (RF), k-nearest neighbors (kNN), 
Multidimensional Linear Regression (MLR), 
Linear discriminant analysis (LDA) и Naïve 
Bayesian classifiers (NBC). В работе [41] был 
проведён детальный анализ основных тех-
нологий машинного обучения, применимых 
для оценки проницаемости гематоэнцефа-
лического барьера для скрининга лекарств-
кандидатов в системах in vitro, на основании 
чего был сделан вывод о предиктивной точ-
ности некоторых алгоритмов более 80%.

Интересной сферой приложения для сов-
ременных цифровых технологий в экспе-
риментальной нейробиологии является 
разработка микрофизиологических систем 
с использованием микрофлюидных камер, 
воспроизводящих условия для функциони-
рования и взаимодействия клеток нейро-
нальной и ненейрональной природы [7, 8, 38, 
39]. В частности, при моделировании ткани 
в формате «орган-на-чипе» существует вы-
сокая потребность в онлайн-оценке и ин-
терпретации большого количества данных, 
характеризующих выживаемость клеток, 
их функциональную активность, межкле-
точные взаимодействия, реакцию клеток 
на изменение состава микроокружения. 
Технологии машинного обучения, приме-
няемые для этих целей, уже зарекомендо-
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вали себя в качестве релевантного подхода 
к распознаванию общих и частных паттер-
нов поведения клеток, классификации отве-
тов в клеточной популяции, прогнозирова-
ния ответа ткани на внешние воздействия. 
Фактически, речь идёт о создании моделей 
в формате «орган-на-чипе», сопряжённых 
с алгоритмами искусственного интеллекта 
и нейронных сетей, и, вероятно, с in silico 
аналитическими компонентами для вос-
произведения максимального соответствия 
системы in vitro реальным условиям функ-
ционирования ткани или органа в условиях 
in vivo [30, 46].

В этом контексте актуальны работы, ка-
сающиеся анализа популяции индуциро-
ванных плюрипотентных клеток (iPSCs), 
которые используются для тканевой инже-
нерии в нейронауках. В частности, было 
показано, что алгоритмы машинного об-
учения хорошо подходят для категориза-
ции клеток-потомков iPSCs, отличающих-
ся по некоторым ключевым признакам 
и участвующим в процессе эмбриогенеза 
[16]. Авторы показали, что преимущест-
вом применённой платформы машинного 
обучения является то, что после настройки 
и проверки протоколов машинного обуче-
ния модули в каждом протоколе могут быть 
смешаны и сопоставлены для осущест-
вления сравнительного и количественного 
анализа высокоэффективным способом. 
Это позволяет получить статистически 
значимые результаты, например, при иден-
тификации наиболее важных (с регулятор-
ной точки зрения) гуморальных факторов 
в микроокружении эмбрионов. Очевидно, 
что аналогичный подход может быть реали-
зован, например, для церебральных органо-
идов и других мультиклеточных кластеров, 
воспроизводящих события, происходящие 
на ранних этапах развития центральной 
нервной системы, либо в микрофизиологи-
ческих системах в формате «мозг-на-чипе».

Не менее интересным подходом явля-
ется применение алгоритмов машинного 

обучения для рационального дизайна экс-
периментов с применением протоколов 
оптогенетики. Примечательно, что при-
менение этих алгоритмов может быть по-
лезным для разработки новых оптогене-
тических инструментов с минимальной 
инвазивностью (отсутствие потребности 
в интракраниальной доставке вектора). Так, 
представленная в работе [6] модель обла-
дает способностью весьма точно предска-
зывать свойства каналородопсинов (ChR) 
и конструировать новые варианты ChR 
с высокой фоточувствительностью и вос-
приимчивых к свету разной длины волны, 
генерирующими фототоки с различными 
кинетическими характеристиками, экс-
прессирующимися при минимально инва-
зивной трансфекции. Это открывает новые 
возможности для использования проника-
ющего в ткани инфракрасного излучения 
как стимулятора активности ChR. Более 
того, такая системная доставка вектора 
важна для целенаправленной экспрессии 
ChR в тех регионах мозга, которые трудно 
достижимы при хирургических манипу-
ляциях, например, глубокие отделы мозга 
или ганглии. Причём такие свойства были 
подтверждены в поведенческих тестах 
на экспериментальных животных, экспрес-
сирующих соответствующие варианты ChR 
в нейронах. Таким образом, алгоритмы ма-
шинного обучения оказались полезными 
для оптимизации структуры и свойств ChR, 
повышения качества, а также редуциро-
вания побочных эффектов вектор-опосре-
дованной экспрессии ChR в клетках цент-
ральной нервной системы. 

В недавнем исследовании [26] было убе-
дительно продемонстрировано, что объеди-
нение поведенческого тестирования с пря-
мым высокочувствительным мониторингом 
уровня дофамина в nucleus accumbens мы-
шей, машинным обучением, компьютер-
ным моделированием и оптогенетическими 
манипуляциями является адекватным под-
ходом для анализа поведенческих реакций, 
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вызванных изменением процессов секре-
ции дофамина в центральной нервной си-
стеме. В частности, было показано, что ал-
горитмы машинного обучения выявляют 
соответствие паттерна центральной секре-
ции дофамина и поведенческой реакции 
у экспериментальных животных. 

Не менее интересными являются данные 
[32] о том, как можно комбинировать оп-
тогенетическую стимуляцию нейрональ-
ных популяций с применением алгорит-
мов машинного обучения применительно 
к идентификации функциональных связей 
между медиальной перегородкой и гип-
покампальными нейронами. Иными сло-
вами, построение регрессионной модели 
для описания взаимосвязи между пара-
метрами стимуляции медиальной перего-
родки и электрофизиологическими харак-
теристиками гиппокампальных нейронов 
позволило найти оптимальные параметры 
для оптогенетической стимуляции. 

Другой подход был реализован в ра-
боте [47], в которой был разработан про-
токол т. н. функциональной селломики 
(finctional cellomics), который может ан-
нотировать функцию нейрональных се-
тей с высокой пропускной способностью 
и разрешением на уровне одной клетки. 
Этот подход базируется на применении 
биоинженерных технологий, сопряжён-
ных с алгоритмами малинного обучения 
(Cre-Lox-рекомбинация и подбор вариан-
тов её использования для получения опти-
мального результата в оптогенетическом 
протоколе). 

С учётом результатов анализа способов 
оценки и повышения качества нейропо-
веденческого тестирования, изложенных 
выше, закономерен вопрос о том, насколько 
вообще возможно использовать поведенче-
ское тестирование в качестве маркера тех 
или иных вмешательств в функционирова-
ние клеток центральной нервной системы, 
в т. ч. при таргетном воздействии, достигае-
мом, например, при применении протоколов 

оптогенетики, хемогенетики, соногенетики, 
термогенетики и т. д. [4, 11, 24]. 

Оптогенетические протоколы 
в идентификации молекулярных 
механизмов регуляции поведения
Методология применения оптогенети-

ческого контроля поведения животных 
является достаточно хорошо отработан-
ной. Оптогенетика обладает рядом клю-
чевых преимуществ, таких как адресная 
активация клеток, экспрессирующих фо-
точувствительные белки, высокое про-
странственное и временное разрешение 
при фотостимуляции ткани, отсутствие 
побочных эффектов, связанных с эндоген-
ной экспрессией аналогичных фоточувст-
вительных белков в клетках центральной 
нервной системы. Указанные возможности 
метода позволили ему стать «золотым стан-
дартом» в исследованиях in vivo, ориенти-
рованных на изучение вклада отдельных 
клеточных популяций в сложные поведен-
ческие акты [3, 11, 24, 48]. 

Например, фотостимуляция ChR2-экс-
пресиирующих нейронов префронтальной 
коры у мышей (свет длиной волны 473 нм, 
5 мсек, 1 мВт, 20 Гц) приводила к досто-
верному увеличению тревожности за счёт 
изменения баланса возбуждения и тормо-
жения (E/I balance) в префронтальной коре. 
Примечательно, что в этом исследовании 
все поведенческие тесты выполнялись 
в тёмную фазу суточного ритма (12 ч све-
та, 12 ч темноты), что соответствует фазе 
активности у грызунов. Другим важным ас-
пектом выполнения батареи поведенческих 
тестов явилось то, что авторы предусмотре-
ли особенности моторных функций у мы-
шей с Cre-Lox-рекомбинацией, использо-
ванной при генерации соответствующего 
фенотипа (Nex-Cre-мыши), что привело 
к необходимости адаптировать приподня-
тый крестообразный лабиринт (дополнить 
его низкими бортиками) для предотвра-
щения спонтанного падения животных 
из открытых «рукавов» лабиринта. Авторы 
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также рекомендуют не пользоваться одним 
тестом для регистрации определённого 
вида поведения, а всегда дополнять его ка-
ким-либо иным тестом, ориентированным 
на детекцию аналогичного варианта пове-
дения, что существенно повышает досто-
верность полученных данных. Кроме того, 
следует учитывать, какая линия животных 
максимально подходит для учёта конкрет-
ного вида поведения: C57Bl/6 мыши име-
ют низкий базовый уровень тревожности, 
тогда как BALB/cByJ мыши всегда демон-
стрируют большую тревожность и высокую 
чувствительность к действию анксиоли-
тиков. Более того, трансгенные варианты 
обеих линий могут также отличаться по ба-
зальному уровню поведения, что затрудняет 
интерпретацию полученных результатов [5]. 
Этот пример демонстрирует, что интерпре-
тация данных поведенческого тестирова-
ния может быть дополнена процедурами, 
составляющими основу оптогенетического 
протокола.

Не менее интересным является методи-
ческий подход, сформулированный в не-
давней работе [18]: авторы применили ком-
бинацию автоматизированного тренинга 
грызунов в тех же клетках, в которых они со-
держались ранее (с исключением вмеша-
тельства в ход обучения или эксперимента 
человека), с оптогенетическим протоколом 
(без использования оптоволокна) для сти-
муляции различных регионов головного 
мозга (средний мозг, стриатум), для реги-
страции такой сложной формы поведения, 
как принятие решения (decision-making 
behavior). Примечательно, что такой подход 
не только обеспечивает обучение животных 
с не меньшей эффективностью, чем это до-
стигалось при манипуляциях, проводимых 
человеком, но и даст возможность эффек-

тивного картирования регионов головного 
мозга, вовлечённых в принятие решений. 
Ограничения к использованию такого под-
хода связаны с особенностями реализации 
феномена фотостимуляции или фотоинги-
бирования в контексте целого региона го-
ловного мозга, что трудно достижимо. 

Существенным преимуществом при-
менения оптогенетического протокола 
для оценки сложных поведенческих пат-
тернов является возможность использова-
ния фотостимуляции или фотоингибиро-
вания активности клеток головного мозга 
в конкретном регионе в различные пери-
оды до и после тестирования, например, 
для идентификации значимости связей 
между нейронами различных регионов 
в динамике кодирования и сохранения па-
мяти [23]. Кроме того, в результате опто-
генетической стимуляции клеток, чья во-
влечённость в конкретный поведенческий 
акт или процесс запоминания доказывается 
в процессе нейроповеденческого тестиро-
вания, происходит интенсификация соот-
ветствующего механизма нейрональной 
активности, что, например, было продемон-
стрировано в улучшении параметров запо-
минания у животных с экспериментальной 
болезнью Альцгеймера [34].

Заключение
В целом, сочетание современных прото-

колов поведенческого тестирования с ана-
лизом факторов, влияющих на результаты, 
методов таргетной активации или ингиби-
рования клеток головного мозга, а также 
технологий машинного обучения или ав-
томатизации экспериментов, является эф-
фективным инструментом поиска новых ме-
ханизмов пластичности головного мозга 
в норме и при хронической нейродегенерации.
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Представлены результаты исследований препарата Тигераза® (р-р для ингаляций, производитель 
АО «ГЕНЕРИУМ», Россия), проведённые для получения доказательств его подобности (сопоста-
вимости) референтному препарату Пульмозим® (р-р для ингаляций, производитель «Хоффманн-
Ля Рош Лтд.», Швейцария). Оба препарата содержат в качестве действующего вещества челове-
ческую рекомбинантную дезоксирибонуклеазу I — дорназу альфа, предназначены для лечения 
кистозного фиброза с лёгочными проявлениями (муковисцидоза). Изучена ферментативная актив-
ность дорназы альфа, содержащейся в изучаемых препаратах, in vitro и ex vivo на образцах гной-
ной мокроты больных. Изучены фармакокинетические параметры препаратов в сыворотке крови, 
бронхах и лёгких и основные физиологические показатели (масса и температура тела, состояние 
сердечно-сосудистой, дыхательной, выделительной систем, гематологические и биохимические 
параметры крови, патоморфологические изменения внутренних органов, включая состояние рого-
вицы глаз, показатели смертности) в сравнительных исследованиях субхронической токсичности 
на ювенильных и половозрелых крысах при 28-дневном ингалировании в дозах 0,2 мг/кг половоз-
релым и 0,26 мг/кг ювенильным животным (доза в 6 раз превышала рекомендованную для клини-
ческого применения). Результаты исследований позволяют сделать вывод о сопоставимости препа-
ратов по ферментативной, муколитической (секретолитической) ДНКазной активности, профилю 
безопасности и основным фармакокинетическим параметрам.
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This work presents research studies into the comparability of Tigerase® (inhalation solution, manufac-
tured by JSC «GENERIUM», Russia) to the reference drug Pulmozim® (inhalation solution, manufactured 
by Hoffmann-La Roche Ltd., Switzerland). Both drugs contain human recombinant deoxyribonuclease 
I – dornase alpha as an active substance and are intended for the treatment of cystic fibrosis with pulmo-
nary manifestations (cystic fibrosis). The specific enzymatic activity of dornase alpha was studied in vitro 
and ex vivo using samples of patients’ purulent sputum. The pharmacokinetic parameters of the drugs 
were studied in the blood serum, bronchi and lungs. The main physiological parameters (body weight and 
temperature, the state of the cardiovascular, respiratory, excretory systems, hematological and biochemical 
blood parameters, pathomorphological changes in the internal organs, including the state of the cornea 
of the eyes, mortality rates) were assessed in comparative studies of subchronic toxicity in juvenile and 
sexually mature rats using 28-day inhalation in doses of 0.2 mg/kg to sexually mature and 0.26 mg/kg to ju-
venile animals (the dose was 6 times higher than the recommended dose for clinical use). It was concluded 
that the drugs were comparable in terms of their enzymatic, mucolytic (secretolytic) DNase activity, safety 
profile, and basic pharmacokinetic parameters.
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Введение
Кистозный фиброз (муковисцидоз, МВ) — 

наследственное (аутосомно-рецессивное) 
хроническое заболевание, характеризующе-
еся поражением экзокринных желёз и жиз-
ненно важных органов и систем, вызвано 
дисфункцией цАМФ-зависимого хлорно-

го канала вследствие мутации гена CFTR 
(Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance 
Regulator) [22], физиологическая роль ко-
торого заключается в регуляции транспор-
та электролитов (главным образом, ионов 
хлора) между эпителиальными клетками 
выводных протоков желёз внешней секре-
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ции (потовых, слюнных, желёз в бронхах, 
поджелудочной железе, кишечнике, уроге-
нитальном тракте) и внеклеточным матрик-
сом [10]. Мутации гена CFTR вызывают за-
труднение выхода ионов хлора через канал 
и, как следствие, увеличение реабсорбции 
натрия и дегидратацию секрета, делая его 
более вязким и густым [3]. Затруднённый 
отток бронхиального секрета у более чем 
90% пациентов с МВ приводит к хрони-
ческому поражению дыхательных путей. 
В России в 2019 г. имелось более 3000 па-
циентов с МВ, их средний возраст состав-
лял 13,2±9,8 года, доля пациентов старше 
18 лет — 25,5% [7].

Одним из препаратов для лечения кистоз-
ного фиброза с лёгочными проявлениями 
(муковисцидоза) и других заболеваний но-
зологической группы МБК-10 [6] является 
препарат Пульмозим® (Pulmozyme®, р-р для 
ингаляций, производства «Хоффманн-Ля Рош 
Лтд.», Швейцария) — отхаркивающее муко-
литическое средство.

Муковисцидоз (МВ) относится к соци-
ально значимым заболеваниям, поскольку 
частота встречаемости этой наследствен-
ной болезни очень высокая (по разным 
оценкам, от 1:3500 до 1:12000), проявляет-
ся в самом раннем возрасте, и её лечение 
является существенным социально-эконо-
мическим бременем [4]. Тигераза® — ле-
карственный препарат в форме р-ра для ин-
галяций производства АО «ГЕНЕРИУМ», 
содержащий в качестве действующего ве-
щества человеческую рекомбинантную де-
зоксирибонуклеазу I — дорназу альфа (код 
CAS 9003-98-9), разрабатывался как би-
оаналог Пульмозима®. Следует отметить, 
что разработка биоаналогов в настоящее 
время переросла в самостоятельную от-
расль, поскольку стоимость и длительность 
её существенно ниже, чем оригиналь-
ных биотехнологических лекарственных 
средств [2, 14]. Однако создание биоана-
логов, несмотря на кажущуюся простоту, 
является очень сложным технологическим 

процессом, а подтверждение сопоставимо-
сти их свойств с референтным препаратом 
строго регламентируется [12, 14, 19].

Данное исследование выполнено в соот-
ветствии с существующими международ-
ными нормами, предъявляемыми к ис-
следованиям, доказывающим подобность 
(сопоставимость) свойств биоаналога и ре-
ферентного препарата [15, 16, 17].

Цель работы — доказать сопоста-
вимость фармакологической активности 
и безопасности лекарственного препарата 
Тигераза® производства АО «ГЕНЕРИУМ» 
(Россия) и референтного препарата Пульмо-
зим® производства «Хоффманн-Ля Рош  
Лтд.» (Швейцария).

Материалы и методы
Исследуемые вещества
Лекарственные формы дорназы альфа 

производства АО «ГЕНЕРИУМ», Россия 
(Тигераза®, далее по тексту — Д-Т, опыт) 
и производства «Хоффманн-Ля Рош Лтд.», 
Швейцария (Пульмозим®, далее по тексту — 
Д-П, контроль-2), плацебо (контроль-1) — 
фосфатно-солевой буфер на основе натрия 
хлорида, кальция хлорида дигидрата (вспо-
могательные вещества препарата Тигераза®).

Определение специфической 
активности дорназы альфа
Последовательные разведения стандарт-

ного (Д-П) и испытуемого (Д-Т) образцов 
(от 0,0055 до 50 мкг/мл) в буферном р-ре 
(25 мМ HEPES, 5,4 мМ CaCl2, 4 мМ MgCl2, 
0,1% бычьего сывороточного альбуми-
на, 0,01% NaN3 и 0,05% полисорбата 20, 
pH=7,5) помещали в планшет из несорби-
рующего пластика и добавляли субстрат 
(комплекс ДНК-метиловый зелёный), ин-
кубировали 4 ч (37 °С) и измеряли опти-
ческую плотность. Для расчёта полумак-
симальной эффективной концентрации 
ингибирования (IC50) находили разницу 
значений оптической плотности при дли-
не волны 620 и 492 нм и вычитали среднее 
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значение оптической плотности буферного 
р-ра, затем строили кривую зависимости 
оптической плотности от логарифма кон-
центрации с использованием 4-параметри-
ческой логистической модели (коэффици-
ент достоверности аппроксимации не менее 
0,95) и определяли IC50. Специфическую 
активность испытуемого образца вычисля-
ли по формуле: АСО×(IC50 Д-П/IC50 Д-Т), где 
АД-П — активность стандартного образца, 
IC50 Д-П и IC50 Д-Т — полумаксимальные эф-
фективные концентрации ингибирования 
стандартного (Д-П) и испытуемого (Д-Т) 
образцов.

Определение муколитической 
активности дорназы альфа ex vivo
Образцы мокроты собирали у детей 

в возрасте от 2 до 16 лет с хроническими 
заболеваниями лёгких (в ФГБУ «Научно-
исследовательский институт пульмоно-
логии» ФМБА), замораживали и хранили 
при –20 °С. Непосредственно перед изме-
рением образцы мокроты размораживали 
и объединяли в общий пул (от 10 пациен-
тов). К 0,5 мл пулированного образца добав-
ляли 10 мкл р-ра Д-Т или Д-П (в буферном 
р-ре 150 мM NaCl, 1,35 мM CaCl2), инкуби-
ровали 15 мин при 37 °С и измеряли вяз-
кость смеси на вискозиметре Брукфильда 
DV2TLV c использованием шпинделя 
CPA-52Z (при скорости вращения шпин-
деля 1 об./мин). Результаты представляли 
в мПа·сек.

Животные
Исследование проводили на половоз-

релых и ювенильных аутбредных крысах 
(Rattus sp.) обоего пола стока Sprague-
Dawley (СD) в возрасте на начало иссле-
дования 3–4 и 8–9 недель с массой тела 
ювенильных животных около 50 г, поло-
возрелых — 190–220 г (самки) и 290–320 г 
(самцы), всего 102 половозрелых и 332 юве-
нильных особей. Использование ювениль-
ных животных связано с тем, что основная 
часть пациентов — дети. Все животные 
SPF-статуса, поставщик — Питомник лабо-

раторных животных «Пущино» ФИБХ РАН. 
Животных содержали группами в индиви-
дуально вентилируемых клетках из рас-
чёта 200–250 см2 пола клетки на 1 живот-
ное, обеспечивая свободный доступ к воде 
и корму. Корм «ЧАРА» для разведения 
лабораторных животных SPF-категории 
(ООО «Ассортимент Агро») и «ВАКА» 
(ООО «БИОСФЕРА») перед раздачей ав-
токлавировали. Для поения использовали 
воду, прошедшую подготовку в обратно-
осмотической установке и обработанную 
УФ (ЗАО «Научно-производственная ком-
пания Медиана-Фильтр»), разлитую в про-
автоклавированные бутылочки. В качестве 
подстила использовали автоклавирован-
наю смесь подстила «Золотой Кот» (ООО 
«ЗКК «Золотой Початок», Россия) и «Safe®» 
(J. Rettenmaier & Sohne Gmbh, Германия) 
в соотношении 1:4. После приёмки живот-
ные проходили адаптацию в течение 5 дней, 
в начале и в конце адаптации проводили 
клинический осмотр. Распределение жи-
вотных по группам осуществляли случай-
ным образом, но так, чтобы индивидуаль-
ная масса животных в группе не отличалась 
от средней массы животных одного пола бо-
лее чем на 10%. Состояние животных в экс-
перименте оценивали ежедневно по сле-
дующим показателям: состояние шерсти 
и кожи; наличие/отсутствие выделений 
из естественных отверстий; активность/
сон; движения (нормальные, аномальные); 
потребление корма/воды; состояние фека-
лий (консистенция, количество); реакция 
на руки (беспокойство, любопытство, вока-
лизация); тургор кожи и состояние видимых 
слизистых оболочек. Эвтаназию проводили 
ингаляцией углекислым газом (основной 
метод) с последующим обескровливанием 
(вспомогательный метод).

Ингаляционное введение, дозы
Ингаляционную камеру (0,6×0,6×0,5 м 

из нержавеющей стали с клапаном для ком-
пенсации внутреннего давления) соединяли 
с небулайзером «Pari LC Sprint» с компрес-
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сором «Pari Boy SX» (PARI Gmbh, Германия) 
и пробоотборником, размещали внутри 
камеры животных и распыляли вещества. 
В предварительных экспериментах (вы-
полнены в ФГБУ «48 ЦНИИ Минобороны 
России — ВЦ», г. Сергиев Посад) установ-
лено, что аэрозоль в камере достигал равно-
весного значения через 10 мин после нача-
ла его продуцирования, по размеру частиц 
являлся стабильным во времени и однород-
ным по объёму камеры, массовый медиан-
ный аэродинамический диаметр и размер 
частиц аэрозоля обоих препаратов идентич-
ны, средняя массовая концентрация генери-
руемого аэрозоля составляла 4,0 мг/л и со-
хранялась на этом уровне в течение всего 
времени экспозиции. Контроль массовой 
концентрации аэрозоля и массовый меди-
анный аэродинамический диаметр при ин-
галяции животным проводили через 20, 30, 
40 и 50 мин валидированной методикой 
с использованием спектрофлуориметра  
СМ 2203 («Solar», Белоруссия). Исследуе-
мые вещества (Д-Т или Д-П) животным 
вводили в дозах 0,2 мг/кг (половозрелые) 
и 0,26 мг/кг (ювенильные) животные (время 
экспозиции в камере составляло 55 и 70 мин 
соответственно). Данные дозы более чем 
6-кратно превышали рекомендуемую 
для клинического применения. Плацебо ин-
галировали аналогично — по 55 и 70 мин.

Дизайн исследования
Формировали по три группы (плацебо, 

Д-Т и Д-П) половозрелых и ювенильных жи-
вотных, препараты вводили ингаляционно 
1 раз в день в течение 28 дней. На протяже-
нии всего исследования животных ежеднев-
но осматривали, еженедельно взвешивали 
и измеряли температуру тела, каждые две 
недели оценивали физиологические пара-
метры, проводили общие анализы мочи 
и крови, определяли биохимические пока-
затели крови. Часть животных эвтаназиро-
вали и вскрывали на 29-й день (через 1 сут 
после последнего введения), оставшихся — 

на 57-й день (через 28-дневный период вос-
становления). Перед эвтаназией проводили 
офтальмоскопию. При вскрытии оценива-
ли наличие изменений внутренних органов 
и тканей. Для изучения фармакокинетики 
кровь отбирали после первого и последне-
го (28-го) введения через 5 мин, 2, 8 и 24 ч 
после окончания ингаляции. На 29-й и 57-й 
день животных эвтаназировали и отбирали 
лёгкие и кровь, в которых измеряли содер-
жание дорназы альфа. Для изучения имму-
ногенности кровь отбирали по окончании 
введения (29-й и 57-й день) и определяли 
в ней антилекарственные антитела (АЛА).

Количественное определение 
содержания дорназы альфа в образцах
Лёгкие разделяли на верхушечную 

и срединную части, отделяли и взвешивали 
бронхи и фрагменты лёгочной ткани; кровь 
центрифугировали и отделяли сыворот-
ку. Образцы сыворотки, бронхов и лёгких 
замораживали и хранили при температуре 
–80 °С. Через 6–12 ч образцы лёгких гомоге-
низировали в ледяной бане в калий-фосфат-
ном буферном р-ре (50 мМ однозамещённый 
фосфат калия тригидрат, двузамещенный 
калия фосфат моногидрат, pH=6,5), центри-
фугировали (13 000 об./мин, 15 мин, 4 °С), 
собирали надосадочную жидкость, в кото-
рой определяли содержание дорназы аль-
фа. Сыворотку перед анализом разбавляли  
в 5 раз холодным калий-фосфатным бу-
ферным р-ром. Количественное содержа-
ние дорназы альфа в гомогенатах образцов 
лёгких и бронхов и сыворотке определяли 
с помощью оригинальной методики (вали-
дацию проводили в соответствии с руковод-
ством [13]) со следующими валидационны-
ми характеристиками: диапазон устойчивой 
градуировочной кривой — 0,156–20 нг/мл, 
нижний предел количественного определе-
ния (НПКО) — 0,4 нг/мл, аналитический 
диапазон — 0,4–200 нг/мл, минимально 
необходимое разведение образца — 1/5. 
Крысиные антитела к дорназе альфа иммо-
билизовали в лунках 96-луночного ИФА-
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планшета, удаляли не связавшиеся с пла-
стиком антитела, блокировали свободные 
центры связывания пластика буферным р-
ром PBST (0,01 М фосфатно-солевой буфер 
с 0,0137 моль/л NaCl, 0,0027 моль/л KCl, 
0,05% полисорбата 20, pH=7,2–7,4), содер-
жащим 1,0% бычьего сывороточного альбу-
мина, инкубировали в течение 1 ч при тем-
пературе 37 °С, и после отмывки добавляли 
разведённые образцы и градуировочные 
р-ры. После инкубации (1 ч, 37 °С) лунки 
5 раз промывали PBST и добавляли конъ-
югированные с пероксидазой хрена кры-
синые поликлональные антитела к дорназе 
альфа, инкубировали (1 ч, 37 °С) и после 
отмывки вносили хромогенный субстрат 
пероксидазы хрена ТМБ. Инкубировали 
в темноте 15 мин (15–25 °С), останавлива-
ли реакцию добавлением 2 M р-ра серной 
кислоты и измеряли оптическую плотность 
при длине волны 450 нм (спектрофотометр 
xMark, «Bio-Rad», США). Содержание дор-
назы альфа в образцах определяли с помо-
щью градуировочной кривой зависимости 
оптической плотности (ОП) от десятичного 
логарифма концентрации дорназы альфа 
с использованием программного обеспече-
ния Microplate Manager, v. 6.1 (xMark, «Bio-
Rad», США).

Определение антилекарственных 
антител (АЛА)
АЛА (антитела к дорназе альфа) в крови 

определяли по оригинальной валидирован-
ной методике иммуноферментного анали-
за (валидацию проводили в соответствии 
с рекомендациями [21] и руководством 
[13]). Образцы крови центрифугировали, 
отделяли сыворотку и определяли содер-
жание АЛА в три последовательных этапа: 
1 — скрининг, 2 — подтверждающий тест 
положительных в скрининге образцов, 3 — 
определение титра общих АЛА. В лунках 
ИФА-планшетов иммобилизовали Д-Т 
(0,5 мкг на лунку), блокировали свобод-
ные центры связывания пластика буфер-
ным р-ром PBST, содержащим 1,0% бычь-

его сывороточного альбумина, и отмывали  
р-ром PBST. Подготовленные таким обра-
зом планшеты использовали при проведе-
нии скрининга, подтверждающего теста 
и определении титра антител, для чего 
в лунки вносили разведённые образцы, ин-
кубировали 1 ч (25 °C), трижды отмывали 
лунки PBST и вносили антикрысиные ан-
титела, конъюгированные с пероксидазой 
хрена, инкубировали 50 мин (25 °С), после 
отмывки добавляли хромогенный субстрат 
пероксидазы хрена ТМБ, инкубировали 
в темноте 5 мин (15–25 °С), останавливали 
реакцию добавлением 0,5 M р-ра серной 
кислоты и измеряли оптическую плот-
ность при длине волны 450 нм с исполь-
зованием планшетного спектрофотометра 
(xMark, «Bio-Rad», США). Результат скри-
нинга считали положительным, если сред-
нее значение оптической плотности лу-
нок с образцом, делённое на оптическую 
плотность буферного р-ра, использован-
ного для разведения образцов, составляло 
не менее 1,6. Наличие АЛА верифициро-
вали подтверждающим тестом, для чего 
образцы разводили в 100 раз подтвержда-
ющим р-ром № 1, содержащим дорназу 
альфа в качестве специфичного антигена, 
и подтверждающим р-ром № 2, содержа-
щим рекомбинантную имиглюцеразу в ка-
честве неспецифичного антигена, и буфер-
ным р-ром для разведения. По окончании 
анализа рассчитывали коэффициенты К1 
и К2 по формулам:

          
K1=

  ODобр     K2=
 ODобр

                   ODК1
  ;           ODК2

   
,

где ODК1 — среднее значение ОП образ-
ца при его разведении подтверждающим 
р-ром № 1; ODК2 — среднее значение ОП 
образца при его разведении подтверждаю-
щим р-ром № 2; ODобр — среднее значение 
ОП образца при его разведении буферным 
р-ром.

Результаты оценивали следующим обра-
зом:
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– если К1>1,6, К2≤1,6, то наличие АЛА 
подтверждено;

– если К1≥1,6, К2≥1,6, то наличие АЛА 
не подтверждено (повышение сигнала 
не специфично);

– если К1≤1,6, К2≤1,6, то наличие АЛА 
не подтверждено (повышение сигнала 
не специфично).

После подтверждения наличия анти-
тел к дорназе альфа определяли их титр, 
за титр принимали последнее разведение 
образца, при котором значение коэффици-
ента К1 составляло не менее 1,6.

Физиологические и клинические 
исследования животных
Температуру тела измеряли ректально 

термометром электронным WT-04 stand-
art. Оценку физиологических параметров 
производили с использованием аппарата 
для электрофизиологических исследо-
ваний MP150WSW («BIOPAC Systems, 
Inc.», США): артериальное давление (АД) 
измеряли неинвазивным способом (мо-
дуль NIBP200A и датчик-манжета RXTC-
UFSENSOR), частоту дыхательных движе-
ний (ЧДД) измеряли наложением датчика 
пневмографии TSD110 на грудную клет-
ку (модуль RSP100C), частоту сердечных 
сокращений (ЧСС) и уровень сатурации 
крови (SpO2) определяли неинвазивно 
при помощи модуля OXY200 и датчика 
пульсоксиметрии TSD270B. Полученные 
при помощи аппарата MP150WSW данные 
обрабатывали прилагаемой к нему про-
граммой AcqKnowledge® («BIOPAC Sys-
tems, Inc.», США).

Оценку состояния роговицы глаз у жи-
вотных проводили с использованием би-
нокулярной щелевой лампы «SHINN-
NIPPON» (10×), состояние обоих глаз 
оценивали по наличию или отсутствию по-
вреждения роговицы и признаков конъюн-
ктивита с использованием прижизненной 
окраски поверхности роговицы (1% р-ром 
флюоресцеина натрия). Гематологический 
анализ проводили с использованием ав-

томатического гематологического ана-
лизатора Abacus Junior 5 Vet («Diatron», 
Австрия). Биохимические показатели 
крови (креатинин, ЛДГ, щелочная фосфа-
таза, глюкоза, общий билирубин, мочеви-
на, холестерин, АЛТ, АСТ, общий белок) 
оценивали при помощи автоматического 
биохимического анализатора ChemWell 
2900 (T) («Awareness», США). Анализ 
мочи проводили с использованием тест-
полосок COMBINA 13 на мочевом анали-
заторе Combilyzer 13 («HUMAN GmbH», 
Германия).

Патоморфологические исследования
При вскрытии проводили макроскопи-

ческое исследование внутренних органов 
грудной и брюшной полостей — селезёнки, 
печени, надпочечников, почек, сердца, лёг-
кие взвешивали. Для гистологического ана-
лиза отбирали образцы тонкой и толстой 
кишки, селезёнки, печени, почек, сердца, 
лёгких, лимфатических узлов (брыжейки 
и шейных), пищевода, трахеи, бронхов, ро-
говицы глаза, а также органы, в которых 
выявлены макроскопические изменения. 
После фиксации формалиновым буфером 
образцы обезвоживали на станции гистоло-
гической проводки Leica TP 1020, заливали 
в парафин на станции заливки парафином 
Leica EG 1150 H, изготавливали срезы 
толщиной 3–5 мкм на микротоме Thermo 
Microm HM 340 E, окрашивали гематокси-
лином-эозином. Оценку изменений произ-
водили с использованием микроскопа Leica 
DM4000. 

Методы статистической 
обработки данных
Для всех количественных данных вы-

числяли групповое среднее арифметиче-
ское (х), стандартную ошибку среднего 
(s) либо среднеквадратическое отклонение 
(σ). Обработку данных производили с ис-
пользованием программ SPSS STATISTICS 
и Graphpad Prism 6.0. Значимость различий 
показателей средних в группах определяли 
с использованием критериев t-Стьюден-
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та, Фишера, Уилкоксона–Манна–Уитни. 
Сравнение параметров функций проводили 
с использованием критерия Фишера для до-
бавочной суммы квадратов. Межгрупповое 
сравнение количества особей, выработав-
ших АЛА, проводили по точному крите-
рию Фишера. Различия считали значимыми 
при р<0,05.

Результаты исследований
Фармакологическая активность
Известно, что для оценки эффективности 

терапии муковисцидоза адекватных биоло-
гических моделей пока не разработано [8, 
20], поэтому исследование фармакологи-
ческой активности дорназы альфа прово-
дили двумя методами: 1 — in vitro по фер-
ментативной активности со стандартным 
субстратом (комплекс ДНК-метиленовый 
зелёный) и 2 — ex vivo, по способности 
снижать вязкость гнойной мокроты боль-
ных МВ [9]. Результаты анализа фермен-
тативной активности трёх серий препара-
тов, выполненного в трёх повторностях, 
показали, что среднее значение величины 
EC50 составило 28,66±0,73 мкг/мл для Д-Т 
и 28,24±0,34 мкг/мл для Д-П. Дорназа аль-
фа дозозависимо снижала вязкость мокро-
ты (зависимость нелинейная), значимых 
различий между происхождением фермен-
та и его муколитической (секретолитиче-
ской) активностью не наблюдали (в табл. 1 

представлены усреднённые результаты, по-
лученные на трёх сериях препаратов).

Субхроническая токсичность
В течение 28-дневного ингаляционного 

введения гибели животных и клинических 
признаков нарушения здоровья не на-
блюдали, одно животное было выведено 
на 42-й день по причине наличия признаков 
бактериальной инфекции.

Животные набирали вес в пределах своей 
физиологической нормы, по динамике мас-
сы тела в период введения (6–7-й, 13–14-й, 
20–21-й и 27–28-е дни) и по окончании вве-
дения (на 34-й, 41–42-й, 48–49-й и 55–56-й 
дни) различий между группами, получав-
шими плацебо и препараты, не выявили. 
Физиологические (температура тела, ЧСС, 
ЧДД, АД, SpO2) и гематологические пока-
затели половозрелых и ювенильных жи-
вотных в период введения (14-й, 27-й день) 
и по окончании введения (42-й и 56-й день) 
не отличались от показателей, полученных 
до начала введения, не отмечено также 
различий по изученным показателям меж-
ду группами, получавшими дорназу аль-
фа (Д-Т или Д-П) и плацебо, как и между 
группами Д-Т и Д-П. Биохимические пока-
затели крови половозрелых животных в се-
редине и в конце периода введения (14-й 
и 27-й день) не отличались от полученных 
до начала введения, а также не было раз-
личий между группами, получавшими Д-Т, 

Таблица 1. Вязкость образцов мокроты (мПа×сек) после инкубации с различными разведениями препаратов 
дорназы альфа производства АО «ГЕНЕРИУМ» (Д-Т) и Хоффманн-Ля Рош Лтд. (Д-П)
Table 1. Sputum sample viscosity (MPa×sec) after incubation with the dornase alpha produced by AO “GENERIUM” 
(D-T) and Hoffmann-La Roche Ltd. (D-P)

Концентрация дорназы 
альфа, мкг/мл мокроты

Исследуемое вещество Соотношение вязкости Д-Т/Д-П

Д-Т Д-П

0 5565±490 5750±630 0,968

1 5029±365 5303±410 0,948

2 5007±320 5204±181 0,962

5 1612±250 1524±340 1,058

10   24±10   27±12 0,889

20 19±6 19±5 1,000
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Д-П или плацебо как в период введения, так 
и после него (42-й и 56-й день). Некоторые 
биохимические показатели крови ювениль-
ных животных, получавших Д-Т или Д-П, 
отличались от начального уровня (до нача-
ла введения): отмечено снижение содержа-
ния в сыворотке крови белка (29-й день), 
снижение активности ЩФ (29-й и 57-й 
день), повышение содержания креатинина 
(самцы, 29-й день), увеличение активнос-
ти АЛТ (самцы, 29-й день), снижение со-
держания глюкозы (57-й день). При этом 
различий с показателями группы плацебо 
не было. В моче животных, получавших 
дорназу альфа (14-й, 28-й, 42-й и 56-й 
день), не наблюдали изменений по срав-
нению с соответствующими показателями 
до начала введения. Также по данным по-
казателям не различались группы живот-
ных, получавших дорназу альфа разных 
производителей. На следующий день по-
сле окончания ингаляций (29-й день) и по-
зже (57-й день) признаков конъюнктивита 
не выявлено, однако обнаружены поверх-
ностные дефекты роговицы. По количе-
ству дефектов роговицы различий между 
животными, получавшими Д-Т или Д-П, 
не зафиксировано. Не было различий меж-
ду группой плацебо и животными, полу-
чавшими препараты дорназы альфа.

При некропсии животных (половозре-
лых и ювенильных) всех групп по окон-
чании 28-дневного введения (29-й и 57-й 
день) макроскопических изменений вну-
тренних органов, которые могли быть 
вызваны препаратами, не обнаружено. 
Введение препаратов не оказало влияния 
на массу внутренних органов животных 
(селезёнку, печень, почки, надпочечни-
ки, сердце, правое и левое лёгкое), взятых 
на следующий день после окончания инга-
ляций и через 28 дней (57-й день экспери-
мента), различий массовых характеристик 
между животными, получавшими дорназу 
альфа разных производителей, не наблюда-
лось. При гистологическом исследовании 

лёгких, бронхов, трахеи ювенильных жи-
вотных, получавших препараты или пла-
цебо, патоморфологических изменений 
не выявлено; у половозрелых крыс отме-
чали утолщение стенок альвеол и выход 
экссудата в область альвеол как на следую-
щий день после окончания курса введения, 
так и 28 дней спустя. При гистологическом 
исследовании пищевода, тонкой и тол-
стой кишки, сердца, селезёнки, шейных 
и брыжеечных лимфатических узлов юве-
нильных и половозрелых животных пато-
логических изменений не выявлено. У не-
которых ювенильных животных, вскрытых 
сразу после окончания введения, выявлено 
подкисление цитоплазмы некоторых ка-
нальцев в почках (ацидоз): у 1 самца груп-
пы плацебо, у 1 самки и 3 самцов группы 
Д-Т, у 1 самки в группе Д-П, через 28 дней 
после последнего введения эти изменения 
не наблюдали. У некоторых половозрелых 
животных наблюдали начальную стадию 
зернистой дистрофии печени, однако часто-
та встречаемости данного отклонения оди-
накова во всех группах. У части ювениль-
ных крыс, вскрытых сразу по окончании 
введения, выявлены отёки в цитоплазме 
гепатоцитов — гидропическая дистрофия: 
в группе плацебо — у 6 самок и 5 самцов; 
в группе Д-Т — у 3 самок и 3 самцов, в груп-
пе Д-П — у 4 самок и 3 самцов. Однако 
через 28 дней после последнего введения 
эти изменения исчезали. При исследова-
нии морфологии роговицы глаза измене-
ний в структуре не выявлено, у некоторых 
животных встречалась повышенная мито-
тическая активность, свидетельствующая 
о регенеративных процессах в роговице, 
однако по частоте встречаемости группы 
не различались. 

Фармакокинетические параметры
Содержание дорназы альфа в сыворот-

ке крови половозрелых и юных животных 
через 5 мин, 2 ч и 8 ч после окончания пер-
вой и последней (28-й) ингаляции во всех 
группах оказалось ниже НПКО (0,4 нг/мл).
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В лёгких (верхушка и середина) и брон-
хах половозрелых крыс через сутки после 
последнего (28-го) ингаляционного введе-
ния препаратов содержание дорназы альфа 
находилось в следующих диапазонах: у са-
мок — от 486±304 до 658±269 нг/г ткани, 
у самцов — от 634±392 до 829±184 нг/г 
ткани; в группе плацебо: у самок — 6–7, 
у самцов — 10–14 нг/г ткани. Группы Д-Т 
и Д-П по содержанию дорназы альфа зна-
чимо не различались. У ювенильных крыс 
в эти же сроки в лёгких содержание дор-
назы альфа было близко к показателям 
половозрелых животных, сравнение в раз-
ные временные точки (5 мин, 2 и 8 ч после 
первой ингаляции) показало, что максимум 
приходился на срок 5 мин после начала ин-
галяции (в верхушке лёгкого — 4093–4561, 
в середине лёгкого — 3415–3600 нг/г тка-
ни). Результаты определения содержания 
дорназы альфа в лёгких и бронхах юве-
нильных животных до начала 28-й инга-
ляции и через 5 мин, 2, 8 и 24 ч после неё 
представлены на рисунке. На основании 
полученных данных были рассчитаны фар-
макокинетические параметры: содержание 
дорназы альфа снижалось существенно 
быстрее в бронхах (период полувыведения 
T1/2 составлял 3–4 ч) в сравнении с верхуш-
кой и серединой лёгкого (период полувыве-
дения — 10–11 и 8–10 ч соответственно). 
При этом накопление препарата, оценён-
ное по Cmax и AUC0-t, отмечено в бронхах 
(индексы накопления по Cmax — около 
5–6, по AUC0-t — около 3–4) и практиче-
ски не выражено для верхушки и середины 
лёгкого (индексы накопления — около 1). 
Данные эффекты значимо не отличаются 
между группами Д-Т и Д-П.

Иммуногенность
У юных животных при скрининге АЛА 

не обнаружены, у половозрелых живот-
ных обнаружены во все сроки наблюдения 
(табл. 2), за исключением дня накануне 
начала ингаляций. На 14-й день их титр 
во всех группах составлял 1/10–1/20, в кон-

Рис. Содержание дорназы альфа (нг/г ткани) в лёгких 
и бронхах ювенильных крыс до начала 28-й ингаля-
ции и через 5 мин, 2, 8 и 24 ч после ингаляции плацебо 
и препаратов дорназы альфа производства АО «ГЕ-
НЕРИУМ» (Д-Т) или «Хоффманн-Ля Рош Лтд.» (Д-П): 
по оси абсцисс — время отбора ткани, по оси орди-
нат — содержание дорназы альфа.
Fig. The content of dornase alpha (ng/g of tissue) 
in the lungs and bronchi of juvenile rats before and after 
the 28th inhalation (5 minutes, 2, 8 and 24 hours) of dor-
nase alpha produced by АО “GENERIUM” (D-T) or Hoff-
mann-La Roche Ltd. (D-P): abscissa axis – the time 
of sampling, ordinate axis – the content of dornase alpha.

це периода введения (28-й день) повышал-
ся до 1/80, а через 14 и 28 дней после окон-
чания введений в каждой группе только 
по одной крысе имели титр АЛА более 1/80.
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Обсуждение результатов
Ферментативная и муколитическая (се-

кретолитическая) активность дорназы 
альфа производства АО «ГЕНЕРИУМ» 
была сопоставима с таковой производства 
«Хоффманн-Ля Рош Лтд.». Ингаляционное 
28-дневное введение препаратов в дозе, 
6-кратно превышающей рекомендуемую 
для клинического использования, хорошо 
переносилось животными (как ювенильны-
ми, так и взрослыми), не вызывало гибели 
и изменений со стороны сердечно-сосуди-
стой, дыхательной, нервной и выделитель-
ной систем животных. У половозрелых 
животных всех групп, включая плацебо, 
выявлено утолщение стенок альвеол и вы-
ход экссудата в область альвеол. Трактовать 
данные изменения как альвеолит достаточ-
ных оснований нет, хотя наличие в крови 
животных антител к дорназе альфа может 
быть свидетельством экзогенного аллер-
гического альвеолита. Однако по данным 
литературы, гистологическая картина, ха-
рактерная для острой, подострой и хрони-
ческой фазы экзогенного аллергического 
альвеолита, иная: в острой фазе выявляют-
ся воспалительный инфильтрат в стенках 

альвеол, гранулемы в альвеолярных пере-
городках и стенках бронхиол, в подострую 
фазу появляются эпителиоидно-клеточные 
гранулемы, трансформирующиеся со вре-
менем в соединительнотканные структуры 
с последующим развитием фиброза [1, 5].

Выявленные изменения являются скорее 
реакцией на эвтаназию углекислым газом, 
а отсутствие клеточной инфильтрации под-
тверждает отсутствие воспалительной реак-
ции в ткани. По этой же причине, вероятно, 
развился и ацидоз, выявленный в цитоплаз-
ме некоторых канальцев почек юных живот-
ных. Таким образом, 28-дневное введение 
Д-Т в дозе, 6-кратно превышающей тера-
певтическую рекомендованную для приме-
нения (0,20 и 0,26 мг/кг/день), не вызывает 
у половозрелых и юных животных функ-
циональных и морфологических патологи-
ческих изменений. По изученным показа-
телях сравниваемые препараты Д-Т и Д-П 
не различались.

Содержание дорназы альфа после ин-
галяции Д-Т или Д-П в образцах тканей 
лёгких и бронхов животных достоверно 
не различалось при анализе в непарном па-
раметрическом T-тесте, а соотношение зна-

Таблица 2. Количество половозрелых животных (суммарно самок и самцов) с АЛА в сыворотке крови и титр 
АЛА в разные сроки ингаляционного введения плацебо, препаратов дорназы альфа производства АО «ГЕНЕРИ-
УМ» (Д-Т) или «Хоффманн-Ля Рош Лтд.» (Д-П)
Table 2. Number of mature rats (total females and males) with ALA in blood serums and ALA titers after inhalation  
of dornase alpha medical products manufactured by AO “GENERIUM” (D-T) or “Hoffmann-La Roche Ltd.” (D-P)

День эксперимента Вводимое вещество
Плацебо Д-Т Д-П

14-й день введения 0 (n=24) 1 (4,2%, n=24) 
1:20 у 1 (100%)

3 (12,5%, n=24) 
1:10 у 1 (33,3%) 
1:20 у 2 (66,7%)

28-й день введения 0 (n=24) 7 (29,2%, n=24) 
1:20 у 1 (14,3%) 
1:40 у 1 (14,3% 
1:80 у 5 (71,4%)

8 (33,3%, n=24) 
1:20 у 2 (25,0%) 
1:40 у 1 (12,5%) 
1:80 у 5 (62,5%)

42-й день (14 дней 
по окончании введения)

0 (n=12) 7 (58,3%, n=12), 
1:10 у 2 (28,6%) 
1:20 у 2 (28,6%) 
1:80 у 2 (28,6%) 
>1:80 у 1 (14,3%)

8 (66,7%, n=12) 
1:10 у 1 (12,5%) 
1:80 у 2 (25,0%) 
>1:80 у 1 (12,5%)

56-й день (28 дней 
по окончании введения)

0 (n=12) 5 (41,7%, n=12) 
1:10 у 2 (40,0%) 
1:40 у 1 (20,0%) 
1:80 у 1 (20,0%) 
>1:80 у 1 (20,0%)

4 (33,3%, n=12) 
1:10 у 1 (25,0%) 
1:40 у 1 (25,0%) 
1:80 у 1 (25,0%) 
>1:80 у 1 (25,0%)
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чений параметров Cmax, AUClast и T1/2 (ч) 
укладывалось в диапазон биоэквивалент-
ности 0,8–1,25, что свидетельствует о био-
аналогичности Д-Т.

У половозрелых животных, но не у юных, 
введение препаратов дорназы альфа выз-
вало появление АЛА (антител к дорна-
зе альфа), пик пришёлся на 42-й день, 
при этом титр антител был довольно вы-
соким (1:80 и выше у 42,9% крыс группы 
Д-Т и у 37,5% в группе Д-П). По количе-
ству животных, у которых выявлены анти-
тела, препараты значимо не различались. 
По данным клинических исследований, 
у препаратов, содержащих дорназу альфа, 
имеется слабо выраженная иммуноген-
ность: у небольшой части больных (8,7% 

и 2–4% при 12- или 24-недельном примене-
нии, соответственно) отмечено появление 
в сыворотке крови антител IgG к дорназе 
альфа, при этом анафилактических реакций 
не зафиксировано [11, 18].

Выводы
Лекарственный препарат Тигераза® про-

изводства АО «ГЕНЕРИУМ» по специ-
фической ферментативной активности 
in vitro, муколитической (секретолитиче-
ской) ДНКазной активности ex vivo, про-
филю безопасности, основным фармако-
кинетическим параметрам сопоставим 
с референтным лекарственным препаратом 
Пульмозим® производства «Хоффманн- 
Ля Рош Лтд.». 
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ИССЛЕДОВАНИЕ АНТИНОЦИЦЕПТИВНОЙ АКТИВНОСТИ 
НОВОЙ МОЛЕКУЛЫ ИЗ КЛАССА ГЕКСААЗАИЗОВЮРЦИТАНОВ

Е.А. Киселева1, С.Г. Крылова1,*, Т.Н. Поветьева1, Ю.В. Нестерова1, О.Г. Афанасьева1, 
П.В. Кульпин1, Д.А. Кулагина2, Е.П. Зуева1, Н.И. Суслов1, В.В. Еремина2,  

О.В. Байбакова2, С.В. Сысолятин2, В.В. Жданов1

1 Научно-исследовательский институт фармакологии и регенеративной медицины  
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Изучение фармакологической активности на моделях соматогенной боли различного генеза 
(при термической, висцеральной боли, механической компрессии) выявило высокую обезбо-
ливающую активность впервые синтезированного вещества 4-(3,4-дибромтиофенилкарбонил)- 
10-(2-этоксиацетил)-2,6,8,12-тетраацетил-2,4,6,8,10,12гексаазатетрацикло[5,5,0,03,11,05,9]додекана 
(М3), сравнимую и/или превышающую эффект трамадола. Показано, что новая молекула из класса 
гексаазаизовюрцитанов эффективно блокирует ноцицептивные реакции на супраспинальном, спи-
нальном и периферическом уровнях организации болевой чувствительности. Полученные резуль-
таты подтверждают возможность разработки фармакологически активных молекул на основе вы-
сокоэнергетического вещества гексаазаизовюрцитана, что является отечественным приоритетным 
направлением в мировой фармации.
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In this work, we studied the pharmacological activity of a newly-synthesized compound 4-(3,4- 
dibromothiophenylcarbonyl)-10-(2-ethoxyacetyl)-2,6,8,12-tetraacetyl-2,4,6,8,10,12-hexaazatetracyc-
lo[5,5,0,03,11,05,9]dodecane (M3) using somatogenic pain models of various genesis (thermal and vis-
ceral pain, mechanical compression of a paw). The compound showed a high antinociceptive efficacy, 
comparable to or exceeding that of tramadol. It was shown that the new molecule from the class of hex-
aazaisowurtzitane effectively blocks nociceptive reactions at the supraspinal and peripheral levels of pain 
sensitivity organization. The results obtained confirm the possibility of creating new pharmacologically 
active molecules based on the high-energy substance of hexaazaisowurtzitane, which is a priority in do-
mestic pharmaceutical production.
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Введение
Современный арсенал анальгетиков 

в большинстве стран мира базируется 
на классических синтетических и полу-
синтетических соединениях, реализующих 
свой противоболевой потенциал путём вза-
имодействия с разнообразными рецептора-
ми периферической и центральной нервной 
системы. В настоящее время сформирова-
ны представления о терапевтическом по-
тенциале каждой из групп анальгетиков, 
фармакологи продолжают разрабатывать 
различные лекарственные формы, совер-
шенствовать пути доставки субстанции, 
врачи — оптимизировать современные 
стандарты терапии острых и хронических 
болевых синдромов [9, 11, 14]. Результатом 
этой фармацевтической эволюции стало по-
явление большого количества болеутоляю-
щих средств, смягчены клинические прояв-
ления нежелательных и побочных эффектов 
[6, 9]. Однако задача купирования острых 
и лечения хронических болевых синдромов 
не теряет своей актуальности и отража-
ет растущую потребность в эффективных 
и безопасных средствах анальгетической 
терапии. Масштаб проблем, связанных 
с нежелательными побочными эффектами 

НПВС и злоупотреблением опиоидными 
анальгетиками как лекарственными препа-
ратами для медицинского применения, при-
вёл к т. н. «опиоидному кризису» [2, 5, 6, 9]. 
Исходя из вышесказанного, необходимость 
дальнейшего изыскания и изучения прин-
ципиально новых молекулярных структур 
по фармакодинамическим и фармакокине-
тическим характеристикам для разработки 
безопасных и эффективных анальгетиков 
сохраняет социальную и медицинскую зна-
чимость. 

Перспективным направлением в области 
современной органической и медицинской 
химии является создание селективных ме-
тодов синтеза фармакологически активных 
соединений на основе азотсодержащих гете-
роциклических структур [12]. В работах по-
следних лет российскими учёными доказана 
возможность применения высокоэнергети-
ческого вещества 2, 4, 6, 8, 10, 12гексаазате-
трацикло[5, 5, 0, 03,11, 05,9]додекана(гексааза-
изовюрцитана) в качестве фармакофора 
для синтеза инновационных молекул-канди-
датов для разработки эффективных анальге-
тиков [7, 12]. Так, на основе first-in-class 
молекулы из класса гексаазаизовюрцита-
нов — 4-(3,4-дибромтиофенкарбонил)-2, 6, 8, 
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12-тетраацетил 2, 4, 6, 8, 10, 12 гексаазатетра- 
цикло[5, 5, 0, 03,11, 05,9]додекана — создан экс-
периментальный образец высокоэффективно-
го малотоксичного анальгетика «Тиовюрцин, 
капсулы 120 мг» с мультитаргетным механиз-
мом действия [2, 7, 10]. Заявленное научное 
направление получило дальнейшее развитие, 
в результате чего в соответствии с разрабо-
танной методологией в ИПХЭТ СО РАН 
синтезирована новая гибридная молекула — 
4-(3,4-дибромтиофенилкарбонил)-10-(2-эток-
сиацетил)-2, 6, 8, 12-тетраацетил-2, 4, 6, 8, 
10, 12гексаазатетрацикло[5, 5, 0, 03,11,0 5,9]
додекан (М3) из класса гексаазаизовюрци-
танов. Показано, что М3 обладает низким 
профилем токсичности: при максимально 
возможном объёме однократного введения 
вещества: LD50 (или гибели животных) до-
стигнуто не было. Пилотные исследования 
МЗ позволили выбрать дозы 25, 50, 100 
и 200 мг/кг при внутрижелудочном пути 
введения, обусловленном физико-химиче-
скими свойствами вещества, для изучения 
анальгетической активности.

Целью данной работы явилось иссле-
дование анальгетического действия 
4-(3,4-дибромтиофенилкарбонил)-10- 
(2-этоксиа-цетил) -2, 6, 8, 12-тетраацетил-2, 
4, 6, 8, 10, 12 гексаазатетрацикло[5, 5, 0, 
03,11, 05,9]додекана в сравнении с трамадо-
лом в тестах соматогенной боли («уксусные 
корчи», «термическая иммерсия хвоста», 
«механическая компрессия лапы»).

Материалы и методы
Эксперименты были выполнены на аутбред-

ных мышах-самцах (n=194) CD1 (массой 
22–27 г) первой категории конвенциональ-
ных, полученных из отдела эксперимен-
тального биомоделирования НИИФиРМ 
им. Е.Д. Гольдберга Томского НИМЦ. 
Содержание животных и дизайн эксперимен-
тов были одобрены комиссией по биоэтике 
НИИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга и соответст-
вовали директиве 2010/63/EU Европейского 

парламента и Совета Европейского союза 
по охране животных, используемых в науч-
ных целях; ГОСТ 33044-2014 «Принципы 
надлежащей лабораторной практики» 
от 01.08.2015. 

Животные содержались в условиях кон-
венционального вивария в неполной барьер-
ной системе при нормативных параметрах 
окружающей среды. Мышей размещали 
в полисульфоновых или поликарбонатных 
клетках (VELAZ, Чехия или Tecniplast, 
Италия) в соответствии с нормами разме-
щения (не более 8–10 особей). Животные 
имели постоянный доступ к корму и воде. 
Все эксперименты были проведены в осенне-
зимний период. Выведение животных из экс-
перимента осуществляли в СО2-камере. 

Объектом исследования являлось веще-
ство 4-(3,4-дибромтиофенилкарбонил)-
10- (2-этоксиацетил)-2 ,6 ,8 ,12-тетра -
ацетил-2,4,6,8,10,12-гексаазатетрацикло[5, 
5, 0, 03,11, 05,9]додекан, впервые полученное 
методом направленного синтеза по резуль-
татам анализа профиля потенциальной би-
ологической активности согласно расчётам 
программы PASS в ИПХЭТ СО РАН (Бийск, 
Россия).

Соединение представляет собой кри-
сталлический продукт с содержанием 
основного вещества 99,14% (метод ВЭЖХ), 
c растворимостью: в этаноле — 0,14 г/л, 
в воде — 0,016 г/л. Характеристика М3 
полностью подтверждена физико-химиче-
скими методами исследования, включаю-
щими в себя ИК- и ЯМР-спектроскопию, 
элементный анализ. 

Вещество вводили в желудок через атрав-
матичный зонд ежедневно в диапазоне доз 
25–200 мг/кг в течение 1–3 сут, в случае кур-
сового применения тиовюрцина последнее 
введение осуществляли за 1 ч до тестиро-
вания болевой чувствительности. В каче-
стве растворителя использовали воду очи-
щенную с добавлением 20 мкл ТВИН-80 
(Полисорбат LAUROPAN T/80, Италия) 
на 1 мл воды. В качестве препарата 
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сравнения применяли трамадол (ОАО 
«Органика») в дозе 10 мг/кг per os. Мыши 
групп контроля получали эквиобъёмные 
количества растворителя при аналогичном 
пути и режиме введения. 

На модели «уксусные корчи» (abdominal 
constriction test), направленной на исследо-
вание острой висцеральной и соматически 
глубокой боли, анальгетический эффект оце-
нивали по способности вещества (в течение 
15 мин после внутрибрюшинной инъекции 
0,75% р-ра уксусной кислоты в количестве 
0,1 мл/10 г массы тела мыши) уменьшать 
(в процентах) количество «корчей» по срав-
нению с контролем [1, 8]. Болевое раздра-
жение в тесте «тепловой иммерсии хвоста» 
(tail immersion) моделировали погружением 
хвоста мыши в горячую воду температу-
рой 54 °С в установке с термостатом [1, 8]. 
Регистрировали латентный период реакции 
отдёргивания хвоста (время избавления 
от болевого раздражителя). Удлинение вре-
мени реакции интерпретировали как обез-
боливающее действие, при этом максималь-
ное время экспозиции хвоста в горячей воде 
составляло 30 сек. Критерием анальгети-
ческой активности считали эффективность 
по показателю максимально возможного эф-
фекта (МВЭ, %): ЛПо – ЛПк/(30 – ЛПк)×100, 
где ЛПо — латентный период ноцицептив-
ной реакции в опытной группе; ЛПк — ла-
тентный период ноцицептивной реакции 
в контрольной группе; 30 — максимальное 
время экспозиции для мышей (в секундах). 
В тесте «механической компрессии» лапы 
использовали анальгезиметр («Ugo Basile», 
Италия) для оценки порога болевой чувст-
вительности по методу Рэндалла – Селитто 
(Randall – Selitto test) [1, 8]. Критерием 
анальгетического эффекта считали стати-
стически значимое уменьшение интенсив-
ности болевых реакций, оценённой (в г) 
по силе воздействия на лапу, латентному 
времени болевой реакции, числу животных 
без болевой реакции в течение 15 сек фик-
сации мыши в анальгезиметре.

Статистическая обработка полученных 
результатов проведена с использованием 
программного обеспечения Statistica 10.0 
(StatSoft Inc., США). Для всех данных расc-
читаны: среднее значение (Х) и стандартное 
отклонение (m), которые вместе со значе-
нием n (количество вариант) представле-
ны в итоговых таблицах. Межгрупповые 
различия проверялись с использованием 
непараметрического критерия Краскела– 
Уоллиса и Вилкоксона–Манна–Уитни, 
для сравнения частот использовали кри-
терий углового преобразования Фишера. 
При повторном измерении применяли ди-
сперсионный двухфакторный анализ (two-
way ANOVA). Различия считали статисти-
чески значимыми при р≤0,05 [3, 4]. 

Результаты исследований
Как видно из таблицы 1, у животных груп-

пы контроля отмечали в течение 15 мин на-
блюдения выраженную болевую реакцию, 
которая заключалась в развитии уксусных 
«корчей» (22,6±2,1) при латентном времени 
их наступления (222±18) с.

Трамадол в терапевтической дозе 10 мг/кг 
при курсовом введении (3 сут) купировал 
болевой ответ (УБР=22,1%) за счёт сниже-
ния количества «корчей» в 1,3 раза и ста-
тистически значимого повышения латент-
ного времени развития болевой реакции 
в 1,2 раза относительно такового показате-
ля контроля (табл. 1). 

Исследуемое вещество в дозe 25 мг/кг 
оказывало анальгетическую активность 
(33,6%), обусловленную статистически 
значимым снижением количества «корчей» 
в 1,5 раза и увеличением латентного време-
ни наступления болевого ответа в 1,4 раза 
(p<0,05) (табл. 1). После введения М3 в дозе 
50 мг/кг отмечалось его обезболивающее 
действие (35,8%), которое выражалось 
в снижении количества «корчей» в 1,6 раза 
(p<0,05) и увеличении латентного време-
ни развития болевой реакции в 1,6 раза 
(p<0,05) по сравнению с соответствующи-
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ми значениями контроля. Увеличение дозы 
вещества до 100 мг/кг приводило к повы-
шению его антиноцицептивного действия 
до 57,5%, поскольку все изучаемые пока-
затели оказались статистически значимы 
по сравнению с соответствующими зна-
чениями контроля. Кроме того, выявлена 
преобладающая активность М3 по срав-
нению с трамадолом, которая выражалась 
в снижении количества «корчей» в 1,8 раза 
(p<0,01) относительно показателя рефе-
ренс-препарата. Повышение дозы вещества 
до 200 мг/кг не приводило к увеличению 
эффективности, поскольку анальгетиче-
ская активность составила 53,1% (p<0,01) 
за счёт статистически значимого снижения 
количества «корчей» в 2,1 раза относитель-
но соответствующего значения контроля. 
Вместе с тем, М3 в этой дозе превышало 
активность трамадола по количеству «кор-
чей», которое оказалось меньше в 1,7 раза 
(p<0,01).

Таким образом, вещество М3 в тесте 
«уксусные корчи» проявило выраженную 
анальгетическую активность в диапазоне 
доз 25–200 мг/кг, превышающую эффект 
референс-препарата в дозах 100 и 200 мг/кг.  
Снижение болевой реакции более чем 
на 50% в тесте «уксусные корчи», коррели-
рующем с клинической ситуацией острого 

перитонита, свидетельствует о целесоо-
бразности исследования в ноцицептивных 
тестах с другими болевыми раздражителями.

Обезболивающее действие трамадола 
в тесте «термической иммерсии хвоста» 
при погружении в горячую воду заключа-
лось в статистически значимом увеличе-
нии латентного времени болевой реакции 
в 2,1 раза относительно соответствующего 
значения контроля, в результате чего его 
эффект составил 49,8% (табл. 2).

Исследуемое вещество М3 продемон-
стрировало выраженное обезболиваю-
щее действие при введении во всех дозах 
(табл. 2). После применения дозы 25 мг/кг  
выявлен максимальный эффект соединения 
(75,6%), превышающий аналогичное значе-
ние контроля в 2,7 раза (p<0,01) и трамадо-
ла в 1,3 раза (p<0,05). В результате введения 
М3 в дозах 50, 100 и 200 мг/кг показатели 
латентного времени болевого ответа имели 
статистически значимую разницу только 
со значением контроля, а показатели мак-
симально выраженного эффекта оказались 
сравнимы с трамадолом (49,8%) и состави-
ли 60,8%, 70,3% и 69,9% соответственно. 
Кроме того, выявлены животные с макси-
мальным проявлением обезболивающего 
эффекта — экспозицией хвоста в течение 
30 сек в горячей воде: после введения доз 

Таблица 1. Анальгетическая активность вещества М3 после курсового (3 сут) введения в диапазоне доз 25, 50, 
100 и 200 мг/кг per os в сравнении с трамадолом (10 мг/кг per os) на модели химического болевого раздражения 
брюшины у аутбредных мышей-самцов CD1 
Table 1. Analgesic activity of the substance M3 after a course (3 days) application in the dose range of 25, 50, 100 and 
200 mg/kg per os (3 days) in comparison with tramadol on an аbdominal constriction test in outbred CD1 male mice

Группа наблюдения, доза  
(количество животных)

Количество «корчей» 
за 15 мин (Х±m)

Латентное время развития 
болевой реакции (Х±m), сек

Угнетение болевой 
реакции, %

1. Контроль (n=16)              22,6±2,1                   222±18 0

2. Трамадол, 10 мг/кг (n=10)              17,6±1,8 278±17*1–2 22,1

3. М3, 25 мг/кг (n=10) 15,0±3,0*1–3 302±39*1–3 33,6

4. М3, 50 мг/кг (n=10) 14,5±3,2*1–4 345±67*1–4 35,8

5. М3, 100 мг/кг (n=10)          9,6±1,2**1–5, **2–5 293±25*1–5 57,5#2–5

6. М3, 200 мг/кг (n=10)        10,6±2,5**1–6, **2–6 309±25**1–6 53,1
Примечание: после * (p<0,05) и ** (p<0,01) указаны номера сравниваемых групп (критерий Манна–Уитни, кри-
терий Краскела–Уолисса); # — p<0,05 (критерий Фишера).
Note: the numbers after * (p<0.05) and ** (p<0.01) indicate the compared groups (according to Kruskal—Wallis 
and Wilcoxon—Mann—Whitney), # — p<0.05 (according to Fischer).
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Таблица 2. Анальгетический эффект М3 после однократного применения в диапазоне доз 25, 50, 100 и 200 мг/кг 
per os в сравнении с трамадолом (10 мг/кг per os) в тесте «тепловая иммерсия хвоста» у аутбредных мышей-
самцов CD1
Table 2. Analgesic effect of M3 after a single application in the dose range of 25, 50, 100 and 200 mg/kg per os compared 
with tramadol (10 mg/kg per os) in a thermal tail immersion test in outbred mice CD1

Группа, доза  
(количество животных)

Латентное время 
развития болевой 
реакции, сек (X±m) 

Максимально  
выраженный эффект, %

Количество мышей  
с 30 сек экспозицией, %

1. Контроль (n=12) 9,1±1,2               222±18 0

2. Трамадол, 10 мг/кг (n=10) 19,5±2,1**1–2 278±17*1–2 22,1

3. М3, 25 мг/кг (n=10) 24,9±2,0**1–2, *2–6 302±39*1–3 33,6

4. М3, 50 мг/кг (n=10) 21,8±2,6**1–3 345±67*1–4 35,8

5. М3, 100 мг/кг (n=10) 23,8±2,1**1–4 293±25*1–5      57,5#2–5

6. М3, 200 мг/кг (n=10) 23,7±2,0**1–5 309±25**1–6 53,1
Примечание: после * (p<0,05) и ** (p<0,01) указаны номера сравниваемых групп (критерий Манна – Уитни, кри-
терий Краскела – Уолисса ); ## — p<0,01 (критерий Фишера).
Note: the numbers after * (p<0.05) and ** (p<0.01) indicate the compared groups (according to Kruskal — Wallis and 
Wilcoxon — Mann — Whitney), # — p<0.05 (according to Fischer).

25 мг/кг — 30% (p<0,01), 50 мг/кг — 30% 
(p<0,01), 100 мг/кг — 40% (p<0,01) против 
0% контроля. Следует отметить, что при ис-
пользовании М3 в дозе 100 мг/кг данный 
показатель статистически значимо превы-
шал таковое значение трамадола (40% про-
тив 10%). 

Полученные данные свидетельствуют 
о выраженном обезболивающем действии 
соединения М3 при однократном внутри-
желудочном введении в условиях теста тер-
мического болевого раздражения «тепловая 
иммерсия хвоста». Максимально выра-
женный эффект во всех дозах превышал 
пороговый уровень 50%, оказался сравни-
мым/или превосходил (25 мг/кг, 100 мг/кг) 
по ряду показателей активность трамадола.

Тест Рендалла–Селитто основан на спи-
нальном рефлексе отдёргивания конечности, 
комплекса супраспинальных двигательных 
реакций животного, направленного на ос-
вобождение конечности и вокализацию [1, 
8]. Величина болевого порога, фиксируе-
мая по силе давления на лапу, при которой 
животное пытается освободить конечность, 
через 1 ч после введения растворителя 
в контроле составляла в первые сутки на-
блюдения 160,2±27,8 г, на третьи сутки — 
284,0±65,7 г (табл. 3). Отмечалось повы-
шение латентного времени наступления 

болевой реакции от 3,0±0,6 сек (1 сут) 
до 5,6±1,4 сек (3 сут) и числа животных 
с максимальной экспозицией от 0 до 9,1%. 
Изменение исследуемых показателей 
контроля характерно для этой эксперимен-
тальной модели при повторном тестирова-
нии животных.

Порог болевой чувствительности ре-
ференс-препарата трамадола оказался 
сопоставим как при однократном, так 
и при трёхкратном введении и статисти-
чески значимым относительно соответ-
ствующих показателей контроля (табл. 3). 
Следует отметить увеличение в 1 сут на-
блюдения показателя времени болевого 
ответа в 4,1 раза (p<0,01), числа мышей 
без болевой реакции — до 70% (p<0,01) 
относительно аналогичных значений 
контроля. Сходная картина фиксировалась 
через 3 сут введения в группе трамадола: 
латентное время болевого ответа увеличи-
лось в 1,9 раза (p<0,05) относительно соот-
ветствующего значения контроля, а число 
мышей с максимальной экспозицией соста-
вило 50% (p<0,01) против 0% в контроле 
(табл. 3).

Статистически значимое повышение поро-
га болевого ответа в первый срок наблюдения 
отмечалось во всех группах применения со-
единения М3: 25 мг/кг — в 2,9 раза (p<0,05),  
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50 мг/кг — в 3,4 раза, 100 мг/кг — 3,1 раза,  
200 мг/кг — 3,9 раза по сравнению с анало-
гичным значением контроля. Кроме того, 
фиксировалось увеличение латентно-
го времени развития болевой реакции 
во всех исследуемых группах: 25 мг/кг —  
в 3,3 раза (p<0,01), 50 мг/кг — в 3,8 раза 
(p<0,01), 100 мг/кг — в 3,6 раза (p<0,01),  
200 мг/кг — в 4,5 раза (p<0,01) относитель-
но соответствующего значения контроля. 
При этом число мышей без проявления боле-
вой реакции составило 60% (25 мг/кг, p<0,01), 
50% (50 мг/кг, p<0,01), 60% (100 мг/кг, 
p<0,01), 90% (25 мг/кг, p<0,01) против 0% 
в контроле (табл. 3). Следует отметить от-
сутствие статистически значимых разли-
чий с аналогичными значениями группы 
трамадола, что свидетельствует о сопоста-
вимости обезболивающей активности сое-
динения и анальгетика с опиоидным компо-
нентом механизма действия. 

 Курсовое в течение 3 дней ежесуточное 
введение соединения во всех дозах (25–
200 мг/кг) per os приводило к выраженно-
му антиноцицептивному действию, о чём 
свидетельствуют изученные показатели. 
Отмечалось увеличение порога болевой 
чувствительности: 25 мг/кг — в 2,0 раза 
(p<0,01), 50 мг/кг — в 2,1 раза (p<0,01), 
100 мг/кг — в 2,4 раза (p<0,01), 200 мг/кг — 
в 2,2 раза (p<0,01) по сравнению с анало-
гичным значением контроля. Анализ ла-
тентного времени развития болевого ответа 
позволил выявить сходную направленность 
эффекта, т. к. фиксировалось увеличение 
данного показателя относительно соответ-
ствующего значения контроля в этом перио-
де наблюдения: 25 мг/кг — в 1,9 раза (p<0,01),  
50 мг/кг — в 2,1 раза (p<0,01), 100 мг/кг — 
в 2,7 раза (p<0,01), 200 мг/кг — в 2,5 раза 
(p<0,01). Количество мышей без прояв-
ления болевой реакции составило 70%  
(25 мг/кг, p<0,01), 80% (50 мг/кг, p<0,01), 
90% (100 мг/кг, p<0,01), 80% (200 мг/кг, 
p<0,01) против 9,1% контрольных живот-
ных. Отсутствовала статистически зна-

чимая разница между всеми показателя-
ми групп применения М3 в дозах 25, 50 
и 200 мг/кг и значениями группы трамадола 
в этот срок наблюдения (табл. 3). Выявлена 
преимущественная активность соедине-
ния в дозе 100 мг/кг по сравнению с тра-
мадолом, заключающаяся в повышении 
латентного времени наступления болевой 
реакции в 1,4 раза (p<0,05) и увеличении 
числа мышей с максимальной экспозицией 
до 90% (p<0,01).

Таким образом, в результате исследова-
ния анальгетической активности вещест-
ва М3 в тесте «механической компрессии 
лапы» у аутбредных мышей-самцов CD1 
при однократном и трёхдневном приме-
нении продемонстрирована антиноцицеп-
тивная активность, превосходящая в дозе 
100 мг/кг при трёхсуточном применении 
эффект референс-препарата трамадола. 

Обсуждение результатов
Изучение спектра антиноцицептивных ха-

рактеристик впервые синтезированного ве-
щества 4-(3,4-дибромтиофенилкарбонил)-
10-(2-этоксиацетил)-2, 6, 8, 12-тетраацетил-2, 
4, 6, 8, 10, 12-гексаазатетрацикло[5, 5, 0, 03,11, 
05,9]додекана (М3) на основе гексаазаизовюр-
цитана было проведено в батарее современ-
ных поведенческих тестов, моделирующих 
соматическую боль у животных с исполь-
зованием механической компрессии лапы, 
термического воздействия и химического 
болевого раздражения брюшины [1, 8, 13]. 
Данная методология тестирования вещест-
ва на различных моделях, отличающихся 
по характеру воздействия и типу ответной 
реакции, позволяет сделать заключение 
о возможном механизме действия потен-
циального анальгетика. Исходя из патоге-
неза болевого состояния при химическом 
раздражении брюшины, можно сделать 
вывод о реализации антиноцицептивного 
действия М3 на периферическом уровне, 
вероятно, как через ингибирование синте-
за простагландинов, так и через активацию 



69БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2023| Toм 19 | № 1 | 61–72 

Е.А. Киселева, С.Г. Крылова, Т.Н. Поветьева, Ю.В. Нестерова, О.Г. Афанасьева, П.В. Кульпин,  
Д.А. Кулагина, Е.П. Зуева, Н.И. Суслов, В.В. Еремина, О.В. Байбакова, С.В. Сысолятин, В.В. Жданов
«Исследование антиноцицептивной активности новой молекулы из класса гексаазаизовюрцитанов»

опиоидергической системы [8, 9, 13]. С дру-
гой стороны, представленные результаты 
теста «механической компрессии» свиде-
тельствуют о том, что высокая анальгетиче-
ская активность М3 реализуется не только 
на периферическом, но и на супраспиналь-
ном уровнях организации болевой чувст-
вительности. Вместе с тем выраженное 
антиноцицептивное действие вещества М3 
в тесте «тепловой иммерсии» хвоста, в ге-
незе боли которого отсутствует активация 
терморецепторов, может реализоваться 
на спинальном уровне за счёт снижения воз-
буждения С- и Аδ-волокон полимодальных 
ноцицепторов, высокопороговых механоре-
цепторов [8, 9, 13]. Полученные результаты 
свидетельствуют в пользу мультитаргетно-
го механизма аналгезии новой молекулы, 
что определяет целесообразность дальней-
шего исследования фармакодинамики и осо-
бенностей антиноцицептивной активности.

Выводы
Впервые синтезированное соединение 

4-(3,4-дибромтиофенилкарбонил)-10-(2-

этоксиацетил)-2, 6, 8, 12-тетраацетил-2, 4, 6, 
8, 10, 12-гексаазатетрацикло[5, 5, 0, 03,11,05,9]
додекан (М3) при введении животным в же-
лудок в диапазоне доз 25–200 мг/кг оказывает 
выраженное анальгетическое действие даже 
при однократном введении, сопоставимое 
и/или превосходящее эффекты трамадола 
на моделях различных ноцицептивных реак-
ций. На основании полученных результа-
тов можно заключить, что анальгетическое 
действие вещества может реализоваться 
за счёт ингибирующего влияния на перифе-
рические и центральные механизмы разви-
тия болевого синдрома.

Продемонстрированные результаты ис-
следования антиноцицептивной актив-
ности нового малотоксичного вещества 
из класса гексаазаизовюрцитанов свиде-
тельствуют о его высокой эффективности, 
что обусловливает целесообразность рас-
ширенного доклинического исследования 
и является доказательством возможности 
синтеза оригинальных низкотоксичных 
фармакологически активных молекул на ос-
нове высокоэнергетического вещества.
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Введение
В ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 

был разработан новый антивирулентный 
препарат фтортиазинон (ФТ) (4-(3-этокси-
4-гидроксибензил)-5-оксо-5,6-дигидро-4H-
[1,3,4]-тиадиазин-2-(2,4-дифторфенил)-
карбоксамид) (рис. 1) — низкомолекулярный 
ингибитор системы секреции третьего типа, 
фактора вирулентности многих патогенных 
грамотрицательных бактерий. Подобные 
антивирулентные средства лишают бакте-
рии патогенных свойств, благодаря чему 
такие бактерии теряют свою способность 
инфицировать и размножаться в организ-
ме, чем отличаются от антибиотиков, ко-
торые оказывают селективное давление 
на жизнедеятельность патогенов [2]. В дол-
госрочной перспективе антивирулентные 
средства могут преодолеть распространяю-
щуюся антибиотикорезистентность инфек-
ционных возбудителей, а также ограничить 
распространение вирулентных генов [7]. 
ФТ показал свою in vivo и in vitro актив-
ность в отношении Chlamydia trachomatis, 

Salmonella enterica серовар Typhimurium, 
а также мультирезистентных Pseudomonas 
aeruginosa и Acinetobacter baumannii [4, 6, 
11–14]. 

Важной частью доклинических и кли-
нических исследований оригинального ле-
карственного средства является изучение 
его фармакокинетики — количественной 
характеристики процессов всасывания, 
распределения, метаболизма и экскреции. 
Впервые фармакокинетика ФТ была иссле-
дована на мышах при внутрибрюшинном 
введении в дозе 100 мг/кг и на кроликах 
при внутривенном и пероральном введе-
нии в дозе 50 мг/кг [6, 13]. На основании 
полученных данных были установлены 
общие закономерности фармакокинетики 
фтортиазинона, заключающиеся в длитель-
ном нахождении в системном кровотоке 
и большом периоде полувыведения. Тем 
не менее, многие вопросы, связанные с ме-
таболизмом и распределением ФТ по орга-
нам и тканям, оставались открытыми. 
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Целью работы являлось изучение фар-
макокинетики, тканевого распределения 
и биотрансформации препарата ФТ после 
однократного внутрижелудочного введения 
мышам.

Материалы и методы
Реактивы
Стандартные образцы субстанции ФТ, та-

блетки ФТ и внутреннего стандарта CL-130 
(4-(3-этокси-4-гидроксибензил)-5-оксо-5,6-
дигидро-4H-[1,3,4]-тиадиазин-2-(2,4-
трифторфенил)-карбоксамид) предостав-
лены ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава РФ. 

Деионизированная вода была получена 
при помощи установки Milli-Q («Merck 
KGaA», Германия). Для приготовления 
подвижной фазы использована муравьиная 
кислота (98%) «Panreac AppliChem» (США) 
и ацетонитрил «Chromasolv» (Германия). 
Ферментативный гидролиз проводился 
при помощи β-глюкуронидазы (E. coli K12) 
(«Roche», Швейцария). Для приготовления 
буфера использованы калия дигидрофосфат, 
натрия фосфат двухосновный и азид натрия 
квалификации «чистые для анализа».

Лабораторные животные
Исследование проведено на взрослых 

мышах-самцах линии DBA массой тела 
24–26 г. Животных содержали в лабора-
торном виварии при температуре 20–24 °C, 
относительной влажности воздуха 45–65% 
в клетках из поликарбоната со стальны-
ми решетчатыми крышками по 5 особей. 
Мыши получали корм без ограничения 
и имели свободный доступ к воде. Все ма-
нипуляции с животными проводили в ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» согласно пра-
вилам, принятым Европейской конвен-
цией по защите позвоночных животных, 
используемых для исследований и дру-
гих научных целей (European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used 
for Experimental and other Scientific Purposes 
(ETS 123), Strasbourg, 1986). Исследование 
было одобрено Этическим комитетом ФГБУ 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи». 

Исследование фармакокинетики 
фтортиазинона
Для изучения фармакокинетики и ткане-

вой доступности мышам давали препарат 
ФТ (таблетки) в дозе 400 мг/кг по действу-
ющему веществу в виде суспензии в воде 

Рис. 1. Структурная формула фтортиазинона (ФТ).
Fig. 1. Skeletal formula of fluorothiazinon (FT).
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посредством принудительного выпаивания 
через желудочный зонд. Содержание ФТ 
определяли через 0,5; 1; 2; 4; 8; 12 и 24 ч 
после введения в цельной крови, печени, 
почках и лёгких мышей. 

Отбор образцов цельной крови произво-
дили из сердца в объёме не менее 500 мкл 
в пробирки с антикоагулянтом и замора-
живали. Органы промывали дистилли-
рованной водой, просушивали фильтро-
вальной бумагой, взвешивали, помещали 
в пробирки для гомогенизации с матриксом 
для измельчения и добавляли физ. р-р в ко-
личестве 50% от объёма органа и гомоге-
низировали с использованием прибора MP 
Bio Fast Prep («MP Biomedicals», США). 
Образцы крови, печени, почек и лёгких 
были получены после декапитации живот-
ных. На каждую дискретную точку исполь-
зовали по 5 животных.

Количественное определение 
фтортиазинона
Хромато-масс-спектрометрический ана-

лиз был выполнен на жидкостном хрома-
тографе Agilent 1290 Infinity II («Agilent 
Corp.», США), объединённом с тандемным 
квадрупольным масс-спектрометрическим 
детектором Agilent 6470 («Agilent Corp.», 
США). 

Для хроматографического разделения 
была использована аналитическая колонка 
Acquity UPLC BEH C18 (2,1×50 мм; 1,7 мкм) 
(«Waters Corp.», США), температура колон-
ки 40 °C. В качестве подвижной фазы были 
использованы 0,1% водный р-р муравьи-
ной кислоты и ацетонитрил. Градиентное 
элюирование было выполнено следующим 
образом: 0,1 мин (10% B); 3,0 мин (55% B); 
4,1 мин (90% B); 5,1 мин (10% B). Общее 
время анализа составило 7,0 мин. Скорость 
потока подвижной фазы — 0,3 мл/мин. 
Объём вводимой пробы — 3 мкл. 

Масс-спектры были получены в режи-
ме положительной ионизации в электро-
спрее методом мониторинга множест-
венных реакций (MRM). Параметры 

детектора были следующими: температура 
источника — 150 °C, температура десоль-
ватации — 350 °C, скорость потока газа 
на конусе — 50 л/ч, скорость потока газа де-
сольватации — 650 л/ч, напряжение капил-
ляра — 4,0 кВ. Идентификация аналитов 
осуществлялась на основе установления 
характеристичных переходов: ФТ — m/z 
422,0 → 151,1 и 422 → 123,0; CL-130 — m/z 
440,2 → 151,1. Время удерживания ФТ со-
ставило 3,5 мин, CL-130 — 3,7 мин.

Для количественного определения был 
использован метод внутреннего стандар-
та. Калибровочный диапазон составил 
0,1–20 000 нг/мл. Образцы контроля каче-
ства были приготовлены на трёх уровнях 
концентрации так же, как и образцы ка-
либровочных стандартов. Разработанный 
метод был валидирован согласно требова-
ниям к валидации биоаналитических метод 
ЕАЭС, руководствам FDA и EMEA.

Пробоподготовка
В пластиковую пробирку на 1,5 мл по-

мещают 10 мкл рабочего р-ра внутреннего 
стандарта CL-130, 100 мкл анализируемо-
го биообъекта и прибавляют 100 мкл фос-
фатного буферного р-ра. Затем добавляют 
400 мкл ацетонитрила и перемешивают 
на вортексе. Пробу центрифугируют в те-
чение 10 мин при 14 000 об./мин. 400 мкл 
надосадочной жидкости переносят в чи-
стую пробирку и упаривают досуха в цен-
трифужном концентраторе при температу-
ре 40 °C. Сухой остаток перерастворяют 
в 100 мкл ацетонитрила, перемешивают 
и переносят в микровиалы для последую-
щего хромато-масс-спектрометрического 
анализа.

Для определения глюкуронида проводи-
ли ферментативный гидролиз при помощи 
β-глюкуронидазы (E. coli K12). Для этого по-
сле к пробе добавляли р-р β-глюкуронидазы 
(E. coli K12) в фосфатном буфере и инку-
бировали при 37 °C в течение 4 ч. Затем 
добавляют 400 мкл ацетонитрила и пере-
мешивают на вортексе. Пробу центрифуги-
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руют в течение 10 мин при 14 000 об./мин. 
400 мкл надосадочной жидкости переносят 
в чистую пробирку и упаривают досуха 
в центрифужном концентраторе при темпе-
ратуре 40 °C. Сухой остаток перерастворя-
ют в 100 мкл ацетонитрила, перемешивают 
и переносят в микровиалы для последую-
щего хромато-масс-спектрометрического 
анализа.

Фармакокинетические параметры, 
используемые для интерпретации 
экспериментальных данных
Основные фармакокинетические пара-

метры рассчитаны при помощи програм-
мы PKSolver для Excel некомпартментным 
способом и методом Linear Trapezoidal: 
AUC0→∞, AUC0→t, Kel, T1/2, AUMC0→∞, 
AUMC0→t, MRT.

Также для описания распределения ФТ 
по органам был рассчитан показатель тка-
невая доступность fт, рассчитываемый 
как fт=AUCт/AUCк, где AUCт — AUC0→∞ 
вещества в ткани, AUCк — AUC0→∞ веще-
ства в крови. 

В качестве характеристики всасывания 
ФТ из желудочно-кишечного тракта было 
принято отношение Cmax/AUC0-t.

Результаты исследований
Фармакокинетика фтортиазинона
Усреднённый фармакокинетический 

профиль ФТ в крови после однократного 
внутрижелудочного введения препарата 
ФТ в дозе 400 мг/кг представлен на рис. 2. 
Поскольку на каждую временную точку 
использовали по 5 животных, результи-
рующая фармакокинетическая кривая была 
построена по усреднённым концентрациям, 
поэтому при расчётах фармакокинетиче-
ских параметров отсутствует статистиче-
ская обработка результатов.

Фармакокинетические параметры иссле-
дуемого соединения в цельной крови жи-
вотных представлены в табл. 1.

Как видно из табл. 1, ФТ всасывается 
из желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) 
со скоростью 0,13 ч–1 (Сmax/AUC0→t) и опре-
деляется в цельной крови на протяже-

Рис. 2. Усреднённый фармакокинетический профиль фтортиазинона в цельной крови мышей.
Fig. 2. Average pharmacokinetic profile of fluorothiazinon in the whole blood of mice. 
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нии 24 ч. Кинетика ФТ в цельной крови 
мышей в данном эксперименте характери-
зуется наличием двух пиков концентрации. 
Первый пик концентрации наблюдается 
через 1 ч после введения вещества, второй 
пик — через 4,0 ч после введения вещества. 

Рис. 3. Усреднённые фармакокинетические профили фтортиазинона в органах мышей. Концентрация ФТ 
в печени изменяется по основной оси (слева), концентрация ФТ в почках и лёгких изменяется по вспомогательной 
оси (справа).
Fig. 3. Average pharmacokinetic profiles of fluorothiazinon in the organs of mice. Concentration of FT in liver is plotted 
on the primary axis (left). Concentrations of FT in kidneys and lungs are plotted on the secondary axis (right). 

Таблица 1. Фармакокинетические параметры фтор-
тиазинона в цельной крови мышей
Table 1. Pharmacokinetic parameters of fluorothiazinon 
in the whole blood of mice

Параметр Значение
Cmax1, нг/мл  1,82

Cmax2, нг/мл   2,93

Tmax1, ч 1,0

Tmax2, ч 4,0

AUC0→t, нг/мл×ч 22,47

AUC0→∞, нг/мл×ч 25,81

kel, ч
–1      0,080

t1/2, ч  8,7

AUMC0→t, нг/мл×ч2 164,90

AUMC0→∞, нг/мл×ч2 287,13

MRT0→t, ч    7,34

Сmax/AUC0→t, ч
–1    0,13

Разница между двумя пиками концентра-
ции составила 3 ч. Учитывая, что период 
полуэлиминации составил 8,7 ч, ФТ мож-
но считать препаратом, который медленно 
выводится из организма. Также среднее 
время удерживания вещества в организме 
(MRT=7,34 ч) указывает на длительное на-
хождение исследуемого вещества в систем-
ном кровотоке животных. 

Распределение фтортиазинона 
по органам мышей
Распределение субстанции ФТ изуча-

ли в органах и тканях, отличавшихся друг 
от друга различной степенью кровоснаб-
жения и обеспечивающих элиминацию: 
печень, почки и лёгкие. ФТ наблюдается 
во всех исследуемых органах, в распределе-
нии препарата по органам прослеживается 
значительная гетерогенность. Усреднённые 
фармакокинетические профили ФТ в пече-
ни, почках и легких мышей представлены 
на рис. 3.

Чтобы оценить интенсивность проник-
новения исследуемого вещества в перифе-
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рические ткани, был рассчитан показатель 
«тканевая доступность», результаты пред-
ставлены на рис. 4.

Фармакокинетические параметры иссле-
дуемого соединения в цельной крови жи-
вотных представлены в табл. 2.

После однократного внутрижелудочного 
введения ФТ определяется печени, поч-
ках и лёгких мышей на протяжении 24 ч. 

Рис. 4. Тканевая доступность фтортиазинона в печени, почках и лёгких мышей.
Fig. 4. Tissue availability of fluorothiazinon in the liver, kidneys and lungs of mice. 

Таблица 2. Фармакокинетические параметры фтор-
тиазинона в цельной крови и в органах мышей
Table 2. Pharmacokinetic parameters of fluorothiazinon 
in the whole blood and organs of mice

Параметры
Органы и ткани

печень почки лёгкое
Cmax1, нг/г 2247,00 266,13 172,99

Cmax2, нг/г 1994,59 311,05 –

Tmax1, ч  0,5 1,0 2,0

Tmax2, ч  2,0 4,0 –

AUC, нг/г×ч 15252,74 1816,87 1050,52

AUC0→t, нг/г×ч 14677,70 1784,07 897,76

kel, ч
–1 0,141 0,136 0,061

t1/2, ч 4,92 5,10 11,30

AUMC, нг/г×ч2 107238,07 9633,51 11690,93

AUMC0→t, нг/г×ч2 89351,13 8604,92 5533,85

MRT, ч 6,09 4,82 6,16

Из рис. 3 видно, что кинетика фтортиази-
нона в печени и почках характеризуется 
наличием двух пиков концентрации, в от-
личие от лёгких, где наблюдается один пик 
концентрации вещества. Время достиже-
ния пиковых концентраций в исследуемых 
органах также различно. Тканевая доступ-
ность фтортиазинона для исследуемых 
органов повышается в ряду «лёгкие — по-
чки — печень», что говорит о хорошем про-
никновении ФТ в органы. Соответственно, 
ФТ интенсивно распределяется во все ис-
следованные органы, длительно удержива-
ясь в лёгких.

Исследование биотрансформации
фтортиазинона
При анализе биологических образцов 

был обнаружен пик, который отсутство-
вал при анализе стандартных образцов 
и в дальнейшем был охарактеризован 
как глюкуронид фтортиазинона с характе-
ристичным переходом иона с отношением 
массы к заряду m/z 615,1 к иону с отноше-
нием массы к заряду m/z 422,1. Поэтому 
с целью исследования биотрансформации 
фтортиазинона в процесс пробоподготовки 
был добавлен этап ферментативного гидро-
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Рис. 5. Графики усреднённых фармакокинетических профилей фтортиазинона в цельной крови (А), печени (Б), 
почках (В) и лёгких (Г) мышей без обработки β-глюкуронидазой (сплошная линия, вспомогательная ось) и после 
ферментативного гидролиза (пунктирная линия, основная ось).
Fig. 5. Plots of average pharmacokinetic profiles of fluorothiazinon in the whole blood (A), liver (Б), kidneys (В) and 
lungs (Г) of mice in untreated with glucuronidase samples (solid line, secondary axis) and after enzymatic hydrolysis 
(dashed line, primary axis).

лиза β-глюкуронидазой E. coli K12. Таким 
образом, можно оценить роль глюкуроно-
конъюгации в процессах биотрансформа-
ции ФТ в организме, т. к. после гидролиза 
становится возможным определить общее 
количество исследуемого вещества в био-
логических пробах за счёт высвобождения 
той части ФТ, которая была связана с остат-
ком глюкуроновой кислоты.

Было установлено, что в результате ги-
дролиза глюкуроновых конъюгатов уве-
личивается количество определяемой кон-
центрации фтортиазинона, что говорит 
о значительной доле образования глюку-
ронидов при биотрансформации фтортиа-
зинона в организме. Сравнительные усред-
нённые фармакокинетические профили ФТ 
в исследуемых органах и тканях мышей 

без обработки β-глюкуронидазой и после 
гидролиза представлены на рис. 5.

На рис. 6 представлено отношение AUC 
ФТ после ферментативного гидролиза 
к AUC ФТ в нативных пробах в исследуе-
мых органах и тканях.

При сравнительном анализе усреднённых 
фармакокинетических профилей ФТ, полу-
ченных без обработки β-глюкуронидазой 
и после ферментативного гидролиза, нами 
было отмечено, что на фармакокинети-
ческих профилях ФТ для образцов крови 
и почек сохраняются два концентрацион-
ных максимума ФТ (рис. 5А, В), а для образ-
цов лёгких на профиле ФК сохраняется 
один концентрационный максимум ФТ 
(рис. 5Г). При этом фармакокинетические 
профили ФТ в образцах печени, получен-
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ных без обработки β-глюкуронидазой и по-
сле ферментативного гидролиза, отличают-
ся. Как видно на рис. 5Б, после проведения 
ферментативного гидролиза второго кон-
центрационного максимума ФТ не наблю-
дается, что коррелирует с данными по рас-
считанным нами соотношениям AUC ФТ 
(после гидролиза)/AUC ФТ (без гидролиза). 
Так, из представленной на рис. 6 диаграм-
мы мы видим, что наибольшего значения 
данное соотношение достигает в крови 
и почках, где фармакокинетические про-
фили ФТ сохраняются, однако в печени 
и лёгких, где наблюдается один концентра-
ционный максимум ФТ, соотношение отно-
сительно меньше. 

Обсуждение результатов
Изучена фармакокинетика нового ан-

тивирулентного лекарственного средства 
фтортиазинон с учётом распределения ве-
щества по тканям и его биотрансформации 
после однократного внутрижелудочного 
введения в дозе 400 мг/кг мышам. Были 
определены основные фармакокинетиче-
ские параметры. 

Новые сведения о фармакокинетике ФТ 
не только согласуются с ранее полученны-

ми данными [6, 13], но и дополняют их, т. к. 
впервые были исследованы распределе-
ние ФТ по органам и его биотрансформа-
ция. Было установлено, что действующее 
вещество ФТ — это соединение, которое 
медленно всасывается, хорошо проникает 
в исследуемые органы и длительно выво-
дится. Также было выявлено, что глюкуро-
ноконъюгация играет значительную роль 
в биотрансформации фтортиазинона.

Фармакокинетика ФТ в крови, печени 
и почках характеризуется наличием двух 
пиков концентрации. Такое явление описа-
но в литературе как «феномен двух пиков» 
(Double Peak Phenomenon). Поскольку в ис-
следовании был выбран внутрижелудоч-
ный способ введения как наиболее близкий 
и эффективный аналог перорального вве-
дения, описанное явление может возникать 
по следующим причинам:

1) кишечно-печёночная рециркуляция. 
При кишечно-печёночной рециркуляции 
вещество связывается с желчью и вклю-
чается в обмен желчных кислот в печени. 
Далее соединение или его метаболит конъ-
югирует с желчными кислотами в печени 
и деконъюгирует в просвете тонкого ки-
шечника [9]; 

Рис. 6. Отношение AUC фтортиазинона после ферментативного гидролиза к AUC фтортиазинона 
без обработки глюкуронидазой в органах и тканях мышей.
Fig. 6. The AUC of fluorothiazinon after enzymatic hydrolysis to that of fluorothiazinon in untreated with glucuronidase 
samples ratio in the organs and tissues of mice.
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2) неравномерная абсорбирующая спо-
собность отделов ЖКТ по отношению к ФТ. 
Всасывание вещества происходит неодно-
родно и определяется свойствами вещест-
ва и от pH отдела ЖКТ, поэтому абсорб-
ция соединений может протекать более 
интенсивно в одном отделе относительно 
другого [5];

3) флуктуации активности мышечного 
аппарата желудка. Доля вещества, которая 
всасывается в желудке, определяется тем 
временем, что вещество проводит в ЖКТ, 
что связано со скоростью опорожнения же-
лудка и активностью мышечного аппарата 
ЖКТ [8]. Данный фактор имеет решающее 
значение для тех соединений, которые мо-
гут влиять на мышечную активность, на-
пример, кломипрамин и десметилкломи-
прамин [3].

В случае фтортиазинона изменение мышеч-
ной активности желудка, скорее всего, не при-
менимо для объяснения двух пиков концен-
траций, т. к. действие препарата не связано 
с воздействием на мышечную работу. 

Довольно часто наличие двух пиков кон-
центрации связано с различной абсорбцией 
соединений в отделах ЖКТ. Например, два 
пика концентрации при пероральном приё-
ме феназопиридина было связано с различ-
ной абсорбцией препарата в отделах тон-
кого кишечника [10]. Изучив влияние pH 
среды на кинетику растворения фтортиази-

нона, можно было бы оценить роль нерав-
номерного всасывания препарата в ЖКТ.

Кишечно-печёночная рециркуляция пред-
ставляется возможной версией, в поль-
зу которой говорит тот факт, что в печени 
определяется большое количество ФТ и его 
глюкуронида. 

Другой особенностью фармакокинетики 
ФТ является низкое количество вещества, 
определяемого в крови. Вероятно, вещество 
подвергается эффекту «первого прохожде-
ния», когда экзогенное соединение в значи-
тельной степени метаболизируется печенью 
перед попаданием в системный кровоток.

Значения тканевой доступности указы-
вают, что ФТ также интенсивно проникает 
в печень и почки. Поэтому можно считать, 
что существенными путями элиминации 
ФТ будут почечная и печёночная экскре-
ция. Высокая степень образования глю-
куроноконъюгатов в почках объясняется 
тем, что зачастую такие метаболиты более 
гидрофильны и, следовательно, выводятся 
с мочой.

Поскольку ФТ в значительной степени 
образуют глюкуроноконъюгаты, то для де-
тального исследования биотрансформации 
фтортиазинона в живом организме также не-
обходимо провести встречный синтез глю-
куронида фтортиазинона и количественно 
оценить изменение его концентрации с тече-
нием времени после введения препарата. 
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МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ НАДПОЧЕЧНИКОВ 
КРЫС ПРИ ВВЕДЕНИИ УРЕТАНА И СЕЛЕНА 

Н.Ю. Тимофеева*, Л.М. Меркулова, Г.Ю. Стручко, Н.В. Бубнова, О.Ю. Кострова,  
И.С. Стоменская, А.А. Котёлкина

ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет им. И.Н. Ульянова» 
428015, Российская Федерация, Чебоксары, Московский пр., 15

Надпочечники являются одними из первых органов, реагирующих на воздействия внешних факто-
ров. Кортизол, обладая важными свойствами влияния на состояние иммунной системы, процессы 
пролиферации и апоптоза в различных тканях, является значимым показателем такого патологи-
ческого процесса, как злокачественный рост. Селен является мощным антиоксидантом, обладает 
иммуномодулирующим действием и проявляет антиканцерогенное воздействие. Главной целью 
данного исследования было изучение морфофункциональных изменений надпочечников в условиях 
экспериментального канцерогенеза на фоне введения уретана и селена путём определения концен-
трации кортизола в крови и изучения совокупного морфометрического показателя надпочечников. 
В ходе исследования выявлено, что введение канцерогена имитирует развитие в организме фаз адап-
тационного синдрома и сопровождается изменением уровня кортизола и совокупного морфометри-
ческого показателя. Максимальные цифры исследуемых показателей определяются через 1 мес. по-
сле введения канцерогена, что отражает развитие фазы тревоги. Дальнейшее снижение показателей 
через 2 и 3 мес. до уровня интактных говорит о развитии фазы резистентности, а резкое уменьшение 
показателей через 6 мес. — фазы истощения. Изолированное курсовое введение селена приводит 
к достоверному снижению совокупного морфометрического показателя практически на всех сроках, 
что указывает на антистрессорное воздействие микроэлемента. При сочетанном воздействии селе-
на и канцерогена выявлено выпадение фазы тревоги, однако быстрая элиминация микроэлемента 
из организма не смогла предотвратить развитие фазы истощения через 6 мес.
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The adrenal gland is one of the first organs to respond to external influences. Cortisol, with its important 
properties affecting the immune system, proliferation and apoptosis in various tissues, is a significant in-
dicator of such a pathological process as malignant growth. Selenium is a powerful antioxidant having 
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an immunomodulatory action and exhibiting anticarcinogenic effects. In this paper, we investigate adre-
nal morphofunctional changes under experimental carcinogenesis against the background of urethane and 
selenium administration by determining blood cortisol concentrations and studying the aggregate mor-
phometric index of adrenal glands. The study revealed that carcinogen introduction imitates the adapta-
tion syndrome stages in the organism and is accompanied by changes in the cortisol level and aggregate 
morphometric index. Maximal values of the studied parameters were detected after 1 month of exposure 
to carcinogen, which indicated the development of the alarm phase. A further decrease in the indices after 
2 and 3 months down to the intact level indicates the development of the resistance stage. A sharp decrease 
in the indices after 6 months shows the exhaustion stage. An isolated course introduction of selenium 
leads to a reliable decrease in the aggregate morphometric index practically in all terms that indicates 
the stress-relieving influence of the microelement. The combined effects of selenium and carcinogen re-
vealed a dropout of the alarm stage, but rapid elimination of the micronutrient from the body could not 
prevent the development of the exhaustion phase after 6 months.
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Введение
Нарушение гормонального баланса, так 

же как и состояние иммунодепрессии, 
в большинстве случаев является обязатель-
ным фактором возникновения опухоле-
вого процесса. Развитие злокачественной 
опухоли создаёт в организме состояние 
длительного хронического стресса, что не-
гативно влияет на различные физиологиче-
ские процессы [12]. Чрезмерная активация 
или резкое угнетение гипоталамо-гипофи-
зарно-надпочечниковой системы при дей-
ствии агрессивных факторов может вызвать 
срыв адаптационно-защитных механиз-
мов, что влечёт за собой развитие тяжёлых 
осложнений. Основной глюкокортикоид-
ный гормон гипофизарно-адреналовой си-
стемы — кортизол — выполняет функцию 
поддержания гомеостаза путём регуляции 
иммуногенеза [11]. Важным свойством 
кортизола является его способность влиять 
на состояние иммунной системы и чувст-
вительность других гормонпродуцирую-
щих структур к регулирующим факторам, 

а также контролировать скорость клеточ-
ной пролиферации и апоптоза в различных 
тканях [2, 17]. 

Причин онкологических заболеваний 
множество: стресс, вредные выбросы про-
мышленных предприятий, алкоголь, про-
дукты горения и т. д. Одним из канцеро-
генов, способным приводить к развитию 
рака лёгких, является уретан. Он является 
эфиром карбаминовой кислоты, использу-
ется в производстве пестицидов и фунги-
цидов. Рак лёгкого является одной из са-
мых значимых медицинских и социальных 
проблем во всех странах, занимает первое 
место в структуре заболеваемости населе-
ния злокачественными новообразованиями 
и остаётся главной причиной смертности 
от них [1, 5]. Именно поэтому поиск пре-
паратов, препятствующих развитию рака, 
в частности рака лёгкого, является одной 
из основных задач противораковой борьбы. 

Одним из микроэлементов, обладающим 
антиканцерогенным действием, является 
селен [6, 7, 9]. Данное свойство было обна-
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ружено при изучении рака простаты, тол-
стого кишечника и молочной железы [8, 9, 
10]. Кроме того, селен является мощным 
антиоксидантом, обеспечивает нормаль-
ную работу ферментов, участвующих в ме-
таболизме гормонов щитовидной железы, 
улучшает репродуктивную функцию, обла-
дает иммуномодулирующим действием 
[18]. Показано снижение антиоксидантной 
защиты раковых клеток на фоне приёма се-
лена [16]. В настоящее время многие люди, 
придерживаясь правильного образа жизни, 
несмотря на полноценное питание, обога-
щают свой рацион антиоксидантными до-
бавками, пытаясь застраховать себя от воз-
можных недугов или в надежде избавиться 
от уже имеющихся болезней, принимают 
витамины и микроэлементы, обычно кур-
сами по 1 мес., сезонно. 

Цель исследования — оценить мор-
фофункциональное состояние надпочеч-
ников при введении уретана, селена и со-
четанного воздействия двух этих факторов.

Материалы и методы
Работа выполнена на 81 крысе-самце 

Wistar в возрасте 2–8 мес. массой 200–400 г, 
полученных из вивария медицинского фа-
культета ФГБОУ ВО «Чувашский государ-
ственный университет им. И.Н. Ульянова». 
На протяжении всего эксперимента жи-
вотных содержали в стандартных услови-
ях вивария в соответствии с ГОСТ 33216-
2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила 
содержания и ухода за лабораторными 
грызунами и кроликами», ГОСТ 33215-
2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила 
оборудования помещений и организации 
процедур». В опыте использовались кон-
венциальные животные. Эксперименты 
проводили в соответствии с приказом 
Минздрава России № 199н от 01.04.2016 
«Об утверждении Правил надлежащей 

лабораторной практики». Крысы были 
разделены на 4 группы. Первая (n=9) 

— интактная. Вторая (n=24) — самцы 
с однократным внутрибрюшинным вве-
дением уретана в дозе 1 мг/кг массы тела 
крысы. Третья (n=24) — животные по-
сле приёма селена с питьевой водой в дозе  
20 мкг/кг массы тела крысы в сутки 
в течение 1 мес. (курсовой приём селе-
на). Четвертая (n=24) — животные после 
приёма селена с питьевой водой в дозе  
20 мкг/кг массы тела крысы в сутки в те-
чение 1 мес. с последующим однократным 
внутрибрюшинным введением уретана 
в той же дозировке. 

Выведение животных из эксперимента 
проводилось через 1, 2, 3 и 6 мес. после 
введения канцерогена и окончания приёма 
селена путём цервикальной дислокации. 
Объектом данного исследования служили 
кровь и надпочечники. В качестве контроля 
исследовался материал интактных крыс со-
ответствующего возраста.

С помощью классических общегистоло-
гических методов исследования нами так-
же были изучены препараты лёгких всех 
групп животных. 

Полный анализ функциональной актив-
ности любого эндокринного органа должен 
включать в себя контроль над синтезом, 
секрецией, транспортом и биологическим 
эффектом гормонов. Для оценки морфо-
функционального состояния надпочеч-
ников нами использовался совокупный 
морфометрический показатель (СМП), 
который позволяет устранить колебания 
отдельных параметров (Чумаченко П.А., 
1980; Абдуллаходжаева М.С. и др., 2000). 
СМП рассчитывали как произведение 
относительной массы надпочечников 
и относительного уровня кортизола крови. 
Относительная масса надпочечников рас-
считывалась по формуле: масса надпочеч-
ника крысы, делённая на массу тела крысы, 
умноженная на 100 г. Относительный уро-
вень кортизола представляет собой уровень 
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кортизола крови в пересчёте на 100 г массы 
тела животного. СМП отражает количество 
работающих элементов железы (масса орга-
на) и интенсивность их функционирования 
(уровень гормона в плазме крови). Уровень 
кортизола в сыворотке крови определяли 
на автоматическом биохимическом и им-
муноферментном анализаторе «ChemWell 
Combo» с помощью иммуноферментного 
анализа, набор ООО «Хема» (Россия). 

Полученный цифровой материал был об-
работан подсчётом среднего значения вы-
борок и стандартного отклонения (M±SD). 
Данные представлены в виде M±m, где M — 
среднее значение, m — ошибка среднего. 
Статистическую достоверность определя-
ли с применением t-критерия Стьюдента 
с использованием специализированной 
программы для статистической обработки 
полученных результатов G-stat (Гунин А.Г., 
1994, 1996). 

Результаты исследования
При изолированном введении уретана 

на всех сроках исследования были отмечены 
изменения в гистологическом строении лёг-
ких. Так, через 1 мес. выявлено полнокровие 
ткани органа, периваскулярное скопление 
лимфоцитарных клеток, в отдельных препа-
ратах в альвеолах диагностировалась диспла-
зия эпителия I степени. С увеличением сроков 
исследования обнаружены более выраженные 
изменения в строении лёгких. Полнокровие 
органа сохранялось, увеличилась площадь 
альвеол с дисплазией эпителия I–II степени, 
появились единичные лимфоцитарные фол-
ликулы. Через 3 мес. обнаруживались массив-
ная инфильтрация лимфоцитами с очагами 
апоптоза, полиморфные железистые структу-
ры с явлениями дисплазии эпителия и форми-
рованием псевдососочков. Аналогичная кар-
тина наблюдалась через 6 мес. после введения 
канцерогена.

При сочетанном воздействии двух факто-
ров наблюдалось выраженное полнокровие 
ткани лёгких, но не было обнаружено явлений 

дисплазии, железистых структур с формиро-
ванием псевдососочков. Приём селена не по-
влиял на строение лёгких экспериментальных 
животных. 

В ходе эксперимента обнаружено, что од-
нократное внутрибрюшинное введение уре-
тана приводит к уменьшению массы жи-
вотных по сравнению с нормой в 1,36 раза 
(р<0,004) через 1 мес. опыта, в остальные 
сроки значения не отличаются от интакт-
ной группы. Масса крыс через 6 мес. по-
сле окончания приёма селена в 1,39 раза 
(р<0,024) превышает массу тела интактных 
крыс, но не отличается от нормы на осталь-
ных сроках исследования и при сочетанном 
воздействии двух факторов (табл. 1). 

Наименьшая масса надпочечников вы-
явлена в группе животных, подвергшихся 
воздействию канцерогена: через 1 мес. — 
снижена в 1,34 раза (p<0,007), через 2 мес. — 
в 1,3 раза (p<0,017), через 3 мес. — в 1,19 раза 
(р<0,004) и через 6 мес. — в 1,21 раза 
(р<0,002). В третьей группе показатель 
достоверно не отличается от интактной 
группы, в четвёртой группе выявлено до-
стоверное снижение массы надпочечника 
в 1,11 раза (р<0,026) через 6 мес. (табл. 1).

При исследовании крови на кортизол 
(табл. 2) во второй группе выявлено повы-
шение его уровня в 1-й мес. эксперимента 
в 1,57 раза (р<0,03), через 2 и 3 мес. на-
блюдается снижение показателя до уровня 
интактных и резкое уменьшение в 5,2 раза 
(р<0,02) через 6 мес. В третьей группе 
уровни кортизола достоверно не отличают-
ся от нормы, однако практически на треть 
меньше нормы через 1, 2 и 3 мес. В четвёр-
той группе отмечается достоверное сниже-
ние уровня гормона через 1 мес. в 1,9 раза 
(р<0,05) по сравнению с изолированным 
введением уретана и резкое уменьшение 
через 6 мес. — в 2,8 раза (р<0,023).

При изучении СМП (табл. 3) выяв-
лено, что при воздействии канцерогена 
показатель максимально увеличивается 
в 1,63 раза через 1 мес. (р<0,04), досто-
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Таблица 1. Масса крыс и надпочечников через 1, 2, 3 и 6 мес. после различных видов воздействий
Table 1. Weight of rats and adrenal glands after 1, 2, 3 and 6 months after different types of exposure

Группы крыс Сроки исследования Масса крысы, г Масса надпочечников, мг

Интактные

1 мес. 268,3±8,3 15,56±1,07

2 мес. 245,8±14,56 15,69±0,25

3 мес. 306,5±7,5 15,42±0,83

6 мес. 289,5±17,5 18,77±0,7** (р<0,028)

Селен

1 мес. 269,16±21,37 13,9±0,97

2 мес. 267±17,97 15,07±0,78

3 мес. 249,8±13,73 13,58±0,73

6 мес. 402,5±2,5* (р<0,024) 18,32±1,26** (р<0,012)

Канцероген

1 мес. 196,71±11,2* (р<0,004) 11,62±0,81* (р<0,007)

2 мес. 224,88±10,87 12,07±0,28* (р<0,017)

3 мес. 247,33±15,47 13,01±0,29* (р<0,004)

6 мес. 302,2±21,39 15,5±0,46* (р<0,002)

Сочетанное 
воздействие селена 
и канцерогена

1 мес. 271,2±11,23 14,29±0,62

2 мес. 245,87±12,07 13,93±0,31

3 мес. 281,77±11,64 16,15±0,75** (р<0,004)

6 мес. 312,83±16,53 16,88±0,37* (р<0,026)

Примечание:* — значимость отличий относительно интактных животных; ** — значимость отличий 
относительно предыдущего срока исследования.
Note:* — significance of differences relative to intact animals; ** — significance of differences relative to the previous 
timing of the study.

Таблица 2. Содержание кортизола в крови крыс через 1, 2, 3 и 6 мес. после различных видов воздействий
Table 2. Cortisol level in the blood of rats at 1, 2, 3 and 6 months after completion of different types of exposure 

Группы крыс Сроки исследования Уровень кортизола, нмоль/л

Интактные крысы

1 мес. 66,64±15,05

2 мес. 66,10±10,1

3 мес. 69,38±14,37

6 мес. 70,79±12,19

Введение уретана

1 мес. 104,53±18,8* (р<0,03)

2 мес. 66,3±12

3 мес. 54,24±9,6

6 мес. 13,6±1,45* (р<0,02)

Введение селена

1 мес. 44,92±7,67

2 мес. 53,45±6,15

3 мес. 42,25±8,57

6 мес. 53,09±7,25

Сочетанное воздействие  
двух факторов

1 мес. 54,84±8,4** (р<0,05)

2 мес. 52,56±17,74

3 мес. 62,35±14,65

6 мес. 25,28±3,8* (р<0,023)

Примечание:* — значимость отличий относительно интактных животных; ** — значимость отличий 
относительно изолированного введения канцерогена через 1 мес.
Note:* — significance of differences relative to intact animals; ** — significance of differences relative to isolated 
carcinogen administration after 1 month.
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Таблица 3. СМП через 1, 2, 3 и 6 мес. после различных видов воздействий
Table 3. Cumulative morphometric value at 1, 2, 3 and 6 months after completion of different types of exposure

Группы крыс Сроки исследования СМП

Интактные крысы

1 мес. 186,88±24,65

2 мес. 201,12±24,2

3 мес. 105,23±39,1*** (р<0,04)

6 мес. 171,75±10,95

Введение уретана

1 мес. 305,03±35,65* (р<0,04)

2 мес. 166,3±27,3*** (р<0,023)

3 мес. 120,38±20,88

6 мес. 26,42±3,5* (р<0,0002)

Введение селена

1 мес. 98,55±17* (р<0,011)

2 мес. 137,49±18,04* (р<0,009)

3 мес. 110,47±21,44

6 мес. 110,67±33,14* (р<0,0048)

Сочетанное воздействие двух 
факторов

1 мес. 105,4±10,35** (р<0,02)

2 мес. 160,63±25,7

3 мес. 143,9±26,26

6 мес. 49,21±4,92* (р<0,0003)

Примечание:* — значимость отличий относительно интактных животных; ** — значимость отличий 
относительно изолированного введения канцерогена через 1 мес.; *** — значимость отличий относительно 
предыдущего срока исследования.
Note:* — significance of differences relative to intact animals; ** — significance of differences relative to isolated 
carcinogen administration after 1 month; *** — significance of differences relative to the previous timing of the study

верно не отличается от уровня интактных 
крыс через 2 и 3 мес. и резко снижается 
через 6 мес. в 6,5 раза (р<0,0002). Введение 
селена привело к достоверному снижению 
СМП практически на всех сроках исследо-
вания. При совместном введении канцеро-
гена и селена через 1, 2 и 3 мес. показатель 
не отличается от уровня интактных, однако 
через 1 мес. результат достоверно меньше 
показателя при изолированном введении 
уретана на том же сроке — в 2,89 раза 
(р<0,02). Через 6 мес. наблюдается рез-
кое уменьшение показателя в 3,49 раза 
(р<0,0003). Колебания СМП (р<0,04) у ин-
тактных животных связаны с изменениями 
массы животных и надпочечников и уров-
нем кортизола в крови.

Обсуждение результатов
Развивающийся злокачественный про-

цесс является для организма хроническим 

стресс-фактором, в сферу модифицирую-
щего влияния которого вовлекаются различ-
ные органы и системы, в т. ч. и непосредст-
венно участвующие в реакции организма 
на стресс. Одним из первых органов, реаги-
рующим на стресс, являются надпочечники 
[3]. Общий ответ на внешние раздражения 
стереотипен и включает в себя три стадии 
по Г. Селье: стадия тревоги, стадия рези-
стентности, стадия истощения, перетекаю-
щих из одной в другую. Первая — стадия 
тревоги, при которой стрессор через влия-
ние на гипоталамо-гипофизарную систему 
вызывает высвобождение глюкокортикои-
дов (кортизола) из надпочечников в кровь. 
Реакция тревоги означает немедленную 
мобилизацию защитных сил организма. 
Во вторую стадию происходит повыше-
ние общей сопротивляемости стрессору. 
Организм пытается противодействовать 
изменениям, которые произошли во время 
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стадии тревоги. Количество вырабатывае-
мого кортизола при этом уменьшается [4]. 
Если стрессор прекратил своё действие 
и организм справился с последствиями, 
то развитие стресса на данной стадии за-
канчивается, организм возвращается в ис-
ходное состояние. Третья стадия — исто-
щения, наблюдается при продолжающемся 
негативном воздействии стресс-фактора. 
Организм начинает терять способность 
бороться со стрессором и уменьшать его 
вредное воздействие, поскольку надпочеч-
ники исчерпали свои функциональные воз-
можности. Определяется низкий уровень 
кортизола. Продолжение действия экстре-
мального фактора на данной стадии вызы-
вает гибель животного [4].

Введение канцерогена, по данным на-
ших исследований, приводит к гипотрофии 
надпочечников на всех сроках. Динамика 
изменений уровня глюкокортикоидов 
в крови животных и СМП отражает разви-
тие фазы тревоги общего адаптационного 
синдрома по Г. Селье. Через 1 мес. после 
введения уретана развивается стадия тре-
воги, которая характеризуется активацией 
гипоталамо-гипофизарно-надпочечнико-
вой оси с увеличением выброса кортизола 
в кровь. Повышается СМП, который так-
же указывает на значительное повышение 
функциональной активности надпочечни-
ков. Через 2 мес. у животных с введением 
уретана уровень кортизола в крови и СМП 
доходят до показателей интактных крыс. 
Проводя корреляцию изменений уровня 
кортизола в крови крыс и СМП с изме-
нениями в лёгких, можно предположить 
развитие фазы резистентности в организ-
ме крыс. По данным литературы [14, 15], 
введение уретана приводит к появлению 
опухолей лёгких, видимых макроскопи-
чески, через 6 мес. Можно предположить, 
что именно к этому сроку развивается фаза 
истощения, т. к. канцероген никуда из ор-
ганизма не исчезает, и его действие сохра-
няется. В нашем эксперименте именно 

на этом сроке выявлено резкое падение 
концентрации гормона в крови и умень-
шение СМП, что характерно для развития 
фазы истощения. Гистологическое исследо-
вание лёгких подтверждает развитие пато-
логического процесса ткани и коррелирует 
с изменениями кортизола, СМП и фазами 
адаптационного синдрома.

После прекращения курсового введения 
селена выявлено повышение массы живот-
ных и надпочечников через 6 мес., что свя-
зывается с улучшением метаболических 
процессов в организме и действием микро-
элемента как анаболика. Уровень кортизо-
ла в крови экспериментальных животных 
достоверно не отличается от показателя 
интактных, однако СМП, который являет-
ся более чувствительным для определения 
активности функционирования желёз, ука-
зывает на её снижение. Вероятно, это связа-
но с положительным антистрессорным воз-
действием селена на работу надпочечников.

Это положительное воздействие уста-
новлено и при сочетанном воздействии 
двух факторов. Через 1, 2 и 3 мес. нами 
не выявлено отличий показателей кортизо-
ла и СМП от уровня интактных животных. 
Но через 6 мес. определяется резкий спад 
показателей, уменьшается и масса надпо-
чечников. Если провести аналогию с фаза-
ми стресса по Г. Селье, то в данном случае 
отсутствует фаза тревоги. Сохраняющийся 
уровень кортизола не исключает фазу ре-
зистентности, а резкое уменьшение его 
указывает на фазу истощения. Вероятнее 
всего, в первые 3 мес. в организме кры-
сы работал селен, введённый до уретана. 
Именно он защищал организм от действия 
канцерогена. Однако через 3 мес. уровень 
селена в организме иссяк, вследствие чего 
его защитный эффект начал ослабевать 
(период полувыведения составляет около 
50–60 сут.) [13]. Поэтому надпочечники 
через 6 мес. среагировали на этот процесс: 
и масса органа, и уровень кортизола в кро-
ви, и СМП уменьшились. Гистологическое 
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исследование тканей лёгкого при сочетан-
ном воздействии опережающего введения 
селена и последующего уретана доказы-
вают положительное воздействие селена 
на организм. Есть перспективность в пре-
вентивном использовании селена в про-
филактике злокачественных заболеваний 
лёгких. Однако, несмотря на это, курсовое 
введение селена не смогло противодейство-
вать развитию стадии истощения, а значит, 
не предотвратило развитие онкопроцесса. 
Возможно, всё зависит от длительности 
приёма селена, и целесообразнее прини-
мать его на постоянной основе, однако это 
требует дальнейших исследований.

Заключение
Таким образом, в результате экспери-

мента мы выяснили, что введение кан-
церогена, приём селена и сочетанное 

воздействие двух указанных факторов 
влияют на морфофункциональное состоя-
ние надпочечников. Так, введение канце-
рогена в организм имитирует фазы стрес-
са по Г. Селье: тревоги, резистентности 
и истощения. Фаза тревоги сопровождает-
ся повышением уровня кортизола в крови 
и СМП, фаза резистентности — отсутст-
вием отличий от интактных животных, 
истощения — резким снижением данных 
показателей. Кроме этого, нами выявлено 
положительное «антитревожное» влияние 
селена на адренокортикоидную систему 
и на весь организм в целом, которое сохра-
няется длительно даже после прекращения 
курсового приёма микроэлемента. Однако 
данные нашего исследования показывают, 
что такой кратковременный приём селена 
не противодействует развитию онкопро-
цесса при введении уретана.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ | REFERENCES
1. Гусев К.В., Кузнецов В.В., Толкачева Е.В. Опыт 

применения низкодозовой компьютерной то-
мографии для раннего выявления рака лёгкого 
у населения Тюменской области. Академический 
журнал Западной Сибири. 2018;5(76):26–27. [Gu-
sev K.V., Kuznetsov V.V., Tolkacheva E.V. Opyt 
primeneniya nizkodozovoi komp’yuternoi tomografii 
dlya rannego vyyavleniya raka legkogo u naseleniya 
Tyumenskoi oblasti [Experience of low-dose com-
puted tomography for early detection of lung cancer 
in the Tyumen region population]. Akademicheskii 
zhurnal Zapadnoi Sibiri [Academic Journal of West 
Siberia]. 2018;5(76):26–27. (In Russian)].

2. Козлова М.Б., Франциянц Е.М., Трепитаки Л.К., 
Каплиева И.В., Сергостьянц Г.З., Айрапетова Т.Г., 
Погорелова Ю.А. Состояние системного гормональ-
ного гомеостаза у крыс с трансплантированными 
в лёгкое клетками саркомы С-45. Фундаментальные 
исследования. 2015;1–8:1605–1610. [Kozlova M.B., 
Frantsiyants E.M., Trepitaki L.K., Kaplieva I.V., 
Sergost’yants G.Z., Airapetova T.G., Pogorelova Yu.A. 
Sostoyanie sistemnogo gormonal’nogo gomeostaza 
u krys s transplantirovannymi v legkoe kletkami sar-
komy S-45 [State of hormonal homeostasis system 
in rats with S45 sarcoma cells transplanted to lungs]. 
Fundamental’nye issledovaniya [Fundamental re-
search]. 2015;1–8:1605–1610. (In Russian)].

3. Кострова О.Ю., Котёлкина А.А., Меркулова Л.М., 
Стоменская И.С., Стручко Г.Ю., Тимофеева Н.Ю., 

Бубнова Н.В. Изменение содержания биогенных 
аминов и их соотношения в надпочечниках и тимусе 
при водноиммобилизационном стрессе. Acta Medica 
Eurasica. 2019;3:53–60. [Kostrova O.Yu., Kotelkina A.A., 
Merkulova L.M., Stomenskaya I.S., Struchko G.Yu., 
Timofeeva N.Yu., Bubnova N.V. Izmenenie soderzhaniya 
biogennykh aminov i ikh sootnosheniya v nadpochech-
nikakh i timuse pri vodnoimmobilizatsionnom stresse 
[Changes in the content of biogenic amines and their ra-
tio in adrenal glands and the thymus under water-immo-
bilization stress]. Acta Medica Eurasica. 2019;3:53–60. 
(In Russian)].

4. Кухаренко Н.С., Новоселова А.А. Коррекция хрони-
ческого холодового стресса у крыс пробиотическим 
препаратом. Вестник Красноярского государствен-
ного аграрного университета. 2009;7(34):110–112. 
[Kukharenko N.S., Novoselova A.A. Korrektsiya 
khronicheskogo kholodovogo stressa u krys probio-
ticheskim preparatom [Chronic cold stress correction 
in rats by means of the probiotic preparation]. Vestnik 
Krasnoyarskogo gosudarstvennogo agrarnogo univer-
siteta [The Bulletin of KrasGAU]. 2009;7(34):110–112. 
(In Russian)].

5. Ральченко Е.С., Книга М.Ю. Некоторые показатели 
онкологической заболеваемости на юге Тюменской 
области. Научный форум. Сибирь. 2015;1(2):55–56. 
[Ral’chenko E.S., Kniga M.Yu. Nekotorye pokazateli 
onkologicheskoi zabolevaemosti na yuge Tyumenskoi 
oblasti [Some indices of cancer morbidity in the south 



93БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2023| Toм 19 | № 1 | 85–94 

Н.Ю. Тимофеева, Л.М. Меркулова, Г.Ю. Стручко, Н.В. Бубнова,  
О.Ю. Кострова, И.С. Стоменская, А.А. Котёлкина

«Морфофункциональное состояние надпочечников крыс при введении уретана и селена»

of the Tyumen region]. Nauchnyi forum. Sibir’ [Scientific 
forum. Siberia]. 2015;1(2):55–56. (In Russian)].

6. Abdalla M.A., Sulieman S., Mühling K.H. Regulation 
of selenium/sulfur interactions to enhance chemopre-
ventive effects: Lessons to learn from Brassicaceae. 
Molecules. 2020;25(24):5846. DOI: 10.3390/mole-
cules25245846.

7. Bera S., De Rosa V., Rachidi W., Diamond A.M. Does 
a role for selenium in DNA damage repair explain 
apparent controversies in its use in chemoprevention? 
Mutagenesis. 2013;28(2):127–134. DOI: 10.1093/mu-
tage/ges064.

8. Canter J.A., Ernst S.E., Peters K.M., Carlson B.A., 
Thielman N.R.J., Grysczyk L., Udofe P., Yu Y., Cao L., 
Davis C.D., Gladyshev V.N., Hatfield D.L., Tsuji P.A. 
Selenium and the 15kDa selenoprotein impact col-
orectal tumorigenesis by modulating intestinal bar-
rier integrity. Int. J. Mol. Sci. 2021;22(19):10651. 
DOI: 10.3390/ijms221910651.

9. Fontelles C.C., Ong T.P. Selenium and breast cancer 
risk: Focus on cellular and molecular mechanisms. 
Adv. Cancer Res. 2017;136:173–192. DOI: 10.1016/
bs.acr.2017.08.001.

10. Ganash M.A. Anticancer potential of ascorbic acid 
and inorganic selenium on human breast cancer cell 
line MCF-7 and colon carcinoma HCT-116. J. Cancer 
Res. Ther. 2021;17(1):122–129. DOI: 10.4103/jcrt.
JCRT_989_17.

11. Giudice A., Aliberti S.M., Barbieri A., Pentangelo P., 
Bisogno I., D’Arena G., Cianciola E., Caraglia M., 
Capunzo M. Potential mechanisms by which glucocor-
ticoids induce breast carcinogenesis through Nrf2 inhi-
bition. Front. Biosci. (Landmark Ed). 2022;27(7):223. 
DOI: 10.31083/j.fbl2707223.

12. Lugović L., Situm M., Vurnek M., Buljan M. 
Djelovanje psiho-neuroimunoloskih i endokrinolo-
skih cimbenika u bolesnika s malignim bolestima 
koze [Influence of psychoneuroimmunologic factors 
on patients with malignant skin diseases]. Acta Med. 
Croatica. 2007;61(4):383–389.

13. Minich W.B. Selenium metabolism and biosynthesis 
of selenoproteins in the human body. Biochemistry 
(Mosc.). 2022;87(Suppl. 1):S168–S177. DOI: 10.1134/
S0006297922140139.

14. Parashar P., Rathor M., Dwivedi M., Saraf S.A. 
Hyaluronic acid decorated naringenin nanoparticles: 
appraisal of chemopreventive and curative poten-
tial for lung cancer. Pharmaceutics. 2018;10(1):33. 
DOI:  10.3390/pharmaceutics10010033. 

15. Radwan E., Ali M., Faied S.M.A., Omar H.M., 
Mohamed W.S., Abd-Elghaffar S.K., Sayed A.A. 
Novel therapeutic regimens for urethane-induced early 
lung cancer in rats: Combined cisplatin nanoparticles 
with vitamin-D3. IUBMB Life. 2021;73(2):362–374. 
DOI: 10.1002/iub.2432. 

16. Sharapov M.G., Novoselov V.I. Catalytic and sig-
naling role of peroxiredoxins in carcinogenesis. 
Biochemistry (Mosc.). 2019;84(2):79–100. DOI: 10.1134/
S0006297919020019.

17. Xu M.-J., Fang G.-E., Zin Y.-S., Song L.-N. Effect 
of  glucocorticoid on proliferation, differentiation, and 
glucocortiсoid receptor expression in human ovar-
ian carcinoma cell line 3AO. Acta Pharmacol. Sci. 
2002;23(9):818–823.

18. Zeng H., Combs G.F. Jr. Selenium as an antican-
cer nutrient: Roles in cell proliferation and tumor 
cell invasion. J. Nutr. Biochem. 2008;19(1):1–7. 
DOI: 10.1016/j.jnutbio.2007.02.005.

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ | INFORMATION ABOUT THE AUTHORS

Тимофеева Наталья Юрьевна*, ФГБОУ ВО 
«Чувашский государственный университет  
им.  И.Н. Ульянова»;
e-mail: bla11blabla@yandex.ru

Natalia Yu. Timofeeva*, I.N. Ulyanov Chuvash 
State University;
e-mail: bla11blabla@yandex.ru

Меркулова Лариса Михайловна, д.м.н., проф., 
ФГБОУ ВО «Чувашский государственный уни-
верситет им. И.Н. Ульянова»;
e-mail: merkulova192@mail.ru

Larisa M. Merkulova, Dr. Sci. (Med.), Prof.,  
I.N. Ulyanov Chuvash State University;
e-mail: merkulova192@mail.ru 

Стручко Глеб Юрьевич, д.м.н., проф., ФГБОУ 
ВО «Чувашский государственный университет 
им. И.Н. Ульянова»;
e-mail: glebstr@mail.ru

Gleb Yu. Struchko, Dr. Sci. (Med.), Prof.,  
I.N. Ulyanov Chuvash State University;
e-mail: glebstr@mail.ru

Бубнова Наталья Владимировна, ФГБОУ 
ВО «Чувашский государственный университет  
им. И.Н. Ульянова»;
e-mail: natalia210485@yandex.ru

Natalia V. Bubnova, I.N. Ulyanov Chuvash State 
University;
e-mail: natalia210485@yandex.ru



94 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2023| Toм 19 | № 1 | 85–94  

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
PRECLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

Кострова Ольга Юрьевна, к.м.н., доц., ФГБОУ 
ВО «Чувашский государственный университет 
им. И.Н. Ульянова»;
e-mail: evkbiz@yandex.ru

Olga Yu. Kostrova, Cand. Sci. (Med.), Assoc. 
Prof., I.N. Ulyanov Chuvash State University;
e-mail: evkbiz@yandex.ru

Стоменская Ирина Станиславовна, к.м.н., 
доц., ФГБОУ ВО «Чувашский государственный 
университет им. И.Н. Ульянова»;
e-mail: irina.stomenskaja@gmail.com

Irina S. Stomenskaya, Cand. Sci. (Med.), Assoc. 
Prof., I.N. Ulyanov Chuvash State University;
e-mail: irina.stomenskaja@gmail.com

Котёлкина Анастасия Андреевна, к.м.н., 
ФГБОУ ВО «Чувашский государственный уни-
верситет им. И.Н. Ульянова»;
e-mail: ds6426@chebnet.com

Anastasiia A. Kotelkina, Cand. Sci. (Med.),  
I.N. Ulyanov Chuvash State University;
e-mail: ds6426@chebnet.com

* Автор, ответственный за переписку / Corresponding author






