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ПРИНЦИПЫ СОЗДАНИЯ ГЕННО-ИНЖЕНЕРНОЙ  
КОНСТРУКЦИИ ДЛЯ ПОЛУЧЕНИЯ ГУМАНИЗИРОВАННЫХ 

ТРАНСГЕННЫХ МЫШЕЙ, НЕСУЩИХ ГЕН HLA-С*07:02:01:01,  
КАК ПРООБРАЗ ИННОВАЦИОННЫХ  

ТРАНСГЕННО-НОКАУТНЫХ БИОМОДЕЛЕЙ 

Н.Н. Каркищенко1, В.Н. Лазарев2, В.А. Манувера2, П.А. Бобровский2, 
Н.В. Петрова1,*, Е.М. Колоскова3,  Е.С. Глотова1

1 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

2 ФГБУ «Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины  
имени академика Ю.М. Лопухина ФМБА России» 

119435, Российская Федерация, Москва, Малая Пироговская ул., 1а
3 Всероссийский научно-исследовательский институт физиологии, биохимии и питания животных – 

филиал ФГБНУ «Федеральный научный центр животноводства – ВИЖ им. акад. Л.К. Эрнста» 
249013, Российская Федерация, Калужская обл., Боровск, п. Институт

Генетические отличия у представителей разных популяций оказывают влияние на механизм и эф-
фективность лекарственных препаратов. Биомодели, учитывающие особенности генетического по-
лиморфизма разных людей, позволяют полнее исследовать молекулярно-генетические механизмы 
действия фармакологических средств, включая иммунобиологические. Была создана рекомбинант-
ная ДНК, кодирующая гибридный белок класса I MHC, содержащий ß2-микроглобулин человека, 
слитый с антигенпрезентирующими доменами (α1- и α2-домены) молекулы HLA-С*07:02:01:01,  
и α3-домен Н2-комплекса мыши. Очищенный линеаризованный фрагмент ДНК, содержащий 
целевую конструкцию, фланкированный регуляторными фрагментами, обеспечивающими его 
стабильную транскрипцию, использован для получения новой линии гуманизированных транс-
генных мышей. Принципы конструирования гуманизированных трансгенных мышей путем 
кодирования химерного белка MHC класса I, содержащего антигенпрезентирующие домены  
HLA-С*07:02:01:01, аналогичны таковым при получении мышей гуманизированных трансгенных 
линий HLA-А*02:01:01:01 и HLA-B*18:01:01:02. Данные трансгенные линии лабораторных мышей 
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Введение
Генетические отличия между этниче-

скими группами определяются полимор-
физмом генов в человеческих популяциях 
по всему многообразию ферментативных 
и метаболических систем, в связи с чем 

возникают проблемы в возможностях при-
менения одних и тех же препаратов и стра-
тегий для лечения разных групп населения. 
Возникает острая необходимость введения 
новых норм по разработке и тестирова-
нию лекарственных препаратов с учетом 
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генетических особенностей как отдель-
ных индивидуумов (персонализирован-
ная медицина), так и этнических групп 
(этническая фармакология) [2, 11, 13, 17]. 
Целенаправленное создание соответству-
ющих животных биомоделей, в первую 
очередь гуманизированных мышей, в ге-
ном которых искусственно встроен один 
или несколько генов человека, позволяет 
быстро и надежно провести фармакологи-
ческую оценку исследуемых препаратов 
[2, 4, 6, 20]. Определение спектра генов, 
наиболее типичных для представителей 
разных этнических групп, в частности, са-
мых крупных этносов многонациональной 
Российской Федерации, создание трансген-
ных гуманизированных животных-моделей, 
несущих соответствующие гены, является 
важнейшим этапом для выяснения особен-
ностей генетических и эпигенетических 
механизмов патологических процессов 
и эффективности разрабатываемых лекар-
ственных препаратов.

В НЦБМТ ФМБА России на протяже-
нии 10 лет ведётся разработка гумани-
зированных биомоделей, а также под-
держиваются уже созданные различные  
модели социально значимых заболеваний. 
В 2021 году мы создали полную гибрид-
ную ДНК-конструкцию с геном человека 
HLA-A*02:01:01:01 [3]: выбор аллеля был 
обусловлен наибольшей частотой встречае-
мости у населения русской национальности 
HLA-А*02:01:01:01. Методом микроинъек-
ций гибридной конструкции (ГК) в прону-
клеус зигот были получены родоначальни-
ки новой гуманизированной трансгенной 
линии мышей-биомоделей, несущих ген 
HLA-A*02:01:01:01 [10]. По результатам 
селекционно-генетической работы с полу-
ченными трансгенными животными были 
определены три наиболее перспективные 
сублинии [5].

В данной работе рассматривается про-
цесс разработки ГК, несущей фрагмент 
гена HLA-С*07:02:01:01, кодирующий 

антигенпрезентирующие домены белка, 
для получения новой линии биомодели гу-
манизированных мышей. Выбор гена обус-
ловлен статистикой распределения аллелей 
генов иммунного ответа среди населения 
нашей страны.

Несмотря на то, что гены HLA являются 
самыми полиморфными в геноме человека, 
HLA-аллели стабильны для популяций и со-
храняются в ряду поколений. Знание частот 
встречаемости HLA-гаплотипов в популяци-
ях необходимо для обнаружения подходя-
щих доноров в различных популяционных 
генетических исследованиях и для изучения 
предрасположенности к заболеваниям среди 
населения. Частота встречаемости аллеля 
HLA-С*07:02 у населения разных регионов 
мира представлена на рис. 1.

Распределение аллелей гена HLA-С 
у доноров костного мозга из регистра ФГБУ 
ГНЦ Минздрава России, самоопределив-
шихся как русские, соответствуют таково-
му в большинстве европейских популяций. 
Наиболее частотным в группе московских 
доноров является аллель HLA-C*07:02 (вы-
явлен у 13,2%) [8]. Типирование на уровне 
второго поля (например, HLA-C*07:02) вы-
являет группу аллелей, кодирующих одина-
ковую аминокислотную последовательность 
пептидсвязывающих доменов. Типирование 
на уровне третьего поля (HLA-C*07:02:01) 
определяет группу аллелей, кодирующих 
одинаковую нуклеотидную последователь-
ность всех экзонов гена HLA, типирование 
же на уровне четвертого поля позволяет 
определить конкретный аллель HLA-гена 
с нуклеотидными заменами не только в ко-
дирующих, но и некодирующих регионах 
гена HLA. Для русской популяции (657 до-
норов Нижегородской области) были по-
лучены результаты на уровне четвертого 
поля по HLA-генам класса I. Установлены 
наиболее высокочастотные HLA-аллели: 
для гена HLA-А  —  это А*02:01:01:01 (26,9%),  
для HLA-В — B*07:02:01:01  (12,5%), 
для HLA-С — C*07:02:01:03 (12,6%) [15]. 
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Полученные данные имеют значение:
– при оценке генетически детерминиро-

ванной функциональной активности есте-
ственных клеток-киллеров (NaturalKiller – 
NK) в исследовании их связи с разными 
заболеваниями и в вопросах взаимодейст-
вия между иммунной системой и репродук-
цией: в регуляции активности NK-клеток 
организма очень велика роль взаимодей-
ствия между иммуноглобулинподобными 
рецепторами (KIR) NK-клеток и их HLA- 
лигандами – некоторыми антигенами 
HLA I класса. Связывание HLA-лигандов 
с ингибирующими KIR-рецепторами (iKIR) 
приводит к подавлению функциональной 
активности NK-клеток, взаимодействие 
с активирующими KIR-рецепторами (aKIR) 
усиливает функциональную активность 
NK. KIR и HLA системы эволюционирова-
ли совместно, и репертуар KIR оказывает 
давление на баланс HLA-гаплотипов [19]. 
Полиморфизм KIR-генов и сочетания KIR-
HLA являются важным иммуногенетиче-
ским фактором, играющим существенную 
роль в предрасположенности и/или рези-

стентности к инфекционным, аутоиммун-
ным и онкологическим заболеваниям;

– при трансплантации аллогенных ге-
мопоэтических стволовых клеток (алло-
ТГСК) от неродственного или гаплоиден-
тичного родственного донора;

– при изучении специфического иммун-
ного ответа на инфекцию, вызванную 
COVID-19: некоторые генотипы HLA клас-
са I могут быть связаны с критическим те-
чением болезни [12, 22];

– в контроле течения ВИЧ-инфекции: 
в комплексе HLA обнаружены значимые 
полиморфизмы, связанные с уровнем ви-
русной нагрузки [14];

– при проведении антропологических 
исследований и при изучении ассоциаций 
HLA-генов с прочими социально значимы-
ми заболеваниями.

Новая линия гуманизированных транс-
генных мышей может быть использована 
для решения широкого круга задач, включая 
исследования инфекционных заболеваний, 
разработку и тестирование вакцин, тести-
рование безопасности и иммуногенности, 

Рис. 1. Встречаемость аллеля C*07:02 в разных регионах мира. 
Fig. 1. Occurrence of the C*07:02 allele in different regions of the world.
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а также для исследований, направленных 
на изучение онкологических и аутоиммун-
ных заболеваний. Данная модель позволит 
идентифицировать эпитопы, ограниченные 
супертипом HLA-С*07:02.

Материалы и методы
Получение первичного биоматериала
Для проведения HLA-типирования пер-

вичный материал (плазма крови донора 
с HLA-C*07:02:01:01) были любезно пре-
доставлены сотрудниками лаборатории 
трансплантационной иммунологии ФГБУ 
«НМИЦ гематологии», которым авторы 
выражают глубокую благодарность. В про-
цессе отбора доноров плазмы учитывались 
как фенотипические характеристики (отсут-
ствие эпикантуса и пр.), так и генотипиче-
ские маркёры, а также генеалогия человека.

Бактериальные штаммы 
и клеточные линии
В работе использовали штамм E. coli 

TOP10 (“Invitrogen”, США), генотип F- 
mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 
ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 
galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ-. В рабо-
те использовали клеточную линии HEK-
293FT (“Thermo Fisher Scientific”, США), 
C2C12 (“ATCC”, США).

Плазмидные векторы
В работе были использованы плазмид-

ные векторы pсDNA3.4 (“Thermo Fisher 
Scientific”, США), pX330-U6-Chimeric_BB-
CBh-hSpCas9 (Addgene #42230).

Список и последовательности исполь-
зованных в работе праймеров приведены 
в табл. 1.

Результаты и их обсуждение
Дизайн гибридных ДНК-конструкций, 

включающих нуклеотидные последова-
тельности β2-микроглобулина человека, 
α1- и α2-доменов MHC человека (HLA) 
и α3-домена MHC мыши

Для получения структурной части реком-
бинантного гена было амплифицировано 
три ДНК-фрагмента: 

1. Фрагмент гена β2-микроглобулина че-
ловека получали с ПЦР-амплификацией 
с парой праймеров b2mF/b2mR. В качестве 
матрицы использовали кДНК библиоте-
ки, полученной из клеток линии HEK293 
с применением гексамерных праймеров;

2. Фрагмент структурной части гена 
HLAC, соответствующий антигенпре-
зентирующим доменам α1, α2, получали 
с использованием пары праймеров 07F/07R 
и синтетической конструкцией гена 
HLA-C*07:02:01:01 («Евроген», Россия); 

3. Фрагмент гена MHC, соответствующий 
домену α3 мышиного комплекса гистосов-
местимости, получали с применением пары 
праймеров H2F-07/H2R и кДНК библиотеки, 
полученной из клеток коммерчески доступ-
ной линии мышиных миобластов С2С12 
с использованием гексамерных праймеров.

Для сборки структурного гена 5 нг каж-
дого из выделенных на этом этапе фраг-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные в работе
Table 1. Oligonucleotides used in the work

Праймер 5’-3’- последовательность Введенный сайт

b2mF GTTCTAGAGCCACCATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAG XbaI
b2mR ACCTCATGCTGTGAGAGCATCCACCACCAGAGCCTCCA Линкер
07F TGGAGGCTCTGGTGGTGGATGCTCTCACAGCATGAGGT Линкер 
07R CACATGAGCCTTTGGGGAATCGGCTCTCTGCAGTGTCTC

H2F-07 GAGACACTGCAGAGAGCCGATTCCCCAAAGGCTCATGTG

H2R ACCAAGCTTCACGCTAGAGAATGAGGGT HindIII
cbhF TTGACTAGTCCGTTACATAACTTACGGTAAATGG SpeI
cbhR GCTCTAGAACCTGAAAAAAAGTGATTTCAGGCAGGTG XbaI
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ментов смешивали, добавляли ПЦР-смесь 
для полимеразы PhusionHigh-Fidelity DNA 
Polymerase (“Thermo Fisher Scientific”, 
США), за исключением праймеров. 

Программа амплификации
Применяли двухступенчатую амплифи-

кацию:
1. Первичная денатурация 2 мин при 95°С, 

10 циклов в режиме: 98°С – 10 с, 60°С – 10 с, 
72°С – 60 с. 

2. В реакционную смесь вносили конце-
вые праймеры b2mF/H2R и проводили еще 
20 циклов ПЦР в том же режиме. 

Полученный ПЦР-ампликон (содержит 
ген β-микроглобулина человека, соеди-
ненный через глицин-сериновый линкер 
с кодирующими последовательностями 
α1-, α2-доменов HLA-C*07:02:01:01 и α3-
домена мышиного комплекса H-2K) клони-
ровали в плазмиду pсDNA3.4 после пред-
варительной обработки обоих компонентов 
эндонуклеазами рестрикции XbaI и HindIII: 
была получена промежуточная плазмида 
pсDNA3.4/b2m-C0702-h2k.

С использованием пары праймеров cbhF/
cbhR и плазмиды pX330-U6-Chimeric_BB-
CBh-hSpCas9, использованной в качестве 
матрицы, амплифицировали ДНК-фрагмент, 
соответствующий CBH-промотору (CMV-
энхансер/промотор β-актина цыплят). 
ПЦР-ампликон и pсDNA3.4/b2m-C0702-
h2k были обработаны рестриктазами SpeI 
и XbaI, при этом из плазмиды pсDNA3.4/
b2m-C0702-h2k был удален исходный 
CMV-промотор. После лигирования была 
получена плазмида, содержащая генети-
ческую последовательность, кодирующую 
гибридную молекулу комплекса гистосов-
местимости первого класса, фланкирован-
ную CBH-промотором и WPRE-TK-PolyA 
терминирующим фрагментом, изначально 
входящим в состав плазмиды pсDNA3.4. 
Полученную плазмиду назвали pCBH-b2m-
C0702-h2k (рис. 2).

С целью получения линейного фраг-
мента ДНК генной конструкции, пред-

назначенной для микроинъекции, плаз-
миду pCBH-b2m-C0702-h2k расщепляли 
эндонуклеазами рестрикции BglII и SalI. 
Продукты реакции разделяли с помощью 
электрофореза в 0,8% агарозном геле. 
Полосу, соответствующую по подвижно-
сти ДНК-фрагменту размером 3181 п.н., 
вырезали и выделяли из геля с помощью 
набора GeneJETGelExtractionKit (“Thermo 
Fisher Scientific”, США). Концентрацию 
ДНК в конечном растворе определяли с по-
мощью флуориметра Qubit (“Thermo Fisher 
Scientific”, США). Схема полученной лине-
аризированной генной конструкции приве-
дена на рис. 3, размеры и описание ее фраг-
ментов – в табл. 2.

Ранее нами были детально описаны 
и охарактеризованы структурные фрагмен-
ты подобной генной конструкции – CBH-
b2m-A0201-h2k [3], кодирующие гибрид-
ный HLA-А*02:01:01-H2 белок, слитый 
с β2-микроглобулином человека. Данная 
работа дополнена обоснованием выбора 
промотора, общего для обеих генетических 
конструкций – первой (CBH-b2m-A0201-
h2k) и второй (CBH-b2m-C0702-h2k). 

Полученная тем или иным способом 
структурная часть гена (трансгена), ГК 
содержит информацию о структуре белка, 
но сама не может ее реализовать: нужны 
дополнительные механизмы для управле-
ния действием гена – структурные элемен-
ты – промоторы, терминаторы и энхансеры.

Промотор необходим для инициации 
и контроля транскрипции гена, определя-
ет тканеспецифичность экспрессии бел-
ка. Терминатор отвечает за прекращение 
транскрипции, энхансеры (могут находить-
ся в любой части генома) — последователь-
ности ДНК, усиливающие транскрипцию 
при взаимодействии со специфическими 
белками. 

Выбор промотора при создании транс-
генных конструкций имеет особое значе-
ние: сильный промотор инициирует син-
тез мРНК часто, слабый — гораздо реже. 
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Рис. 2. Схема плазмиды pCBH-b2m-c0702-h2k, полученной на основе плазмиды-вектора pсDNA3.4. 
Примечание: плазмида содержит CBH-промотор, ген β2-микроглобулина человека, соединенный последователь-
ностью, кодирующей глицин-сериновый линкер, с последовательностью α1 α2-доменов молекулы HLA-С*07:02 
и α3-домена молекулы H2Kk, посттрансляционный регуляторный элемент WPRE и сигнал полиаденилирования 
TK PA. ДНК-последовательность CMV-промотора плазмиды pсDNA3.4 была заменена последовательностью 
CBH-промотора, амплифицированного с плазмиды pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9. Красными стрелками 
указаны сайты рестрикции для вырезания линейного фрагмента CBH-b2m-C0702-h2k.
Fig. 2. Diagram of the pcpg-b2m-c0702-h2k plasmid obtained on the basis of the plasmid vector pcDNA3.4. 
Note: the plasmid contains a CBH promoter, a human β2 microglobulin gene connected by a sequence encoding 
a glycine-serine linker with a sequence of α1-α2 domains of the HLA-C*07:02 molecule and α3 domains of the H2Kk 

molecule, a posttranslational regulatory element WPRE and a polyadenylation signal TK PA. The DNA sequence of the 
CMV-promoter of the plasmid psDNA3.4 was replaced by the sequence of the CBH-promoter amplified from the plasmid 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9. The red arrows indicate the restriction sites for cutting out the linear fragment 
CBH-b2m-C0702-h2k.
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Рис. 3. Схема линейного фрагмента CBH-b2m-С0702-h2k ДНК, предназначенной для микроинъекций.
Примечание: линейный фрагмент содержит CBH-промотор, структурную часть гена β2m человека, соединен-
ую глицин-сериновым линкером с α1-доменом молекулы HLA-С*07:02:01:01, α2-домен этой же молекулы HLA, 
α3-домен молекулы H-2K, посттрансляционный регуляторный элемент WPRE и сигнал полиаденилирования TK PA.
Fig. 3. Scheme of a linear fragment of frag CBH-b2m-С0702-h2k DNA intended for microinjection.
Note: the linear fragment contains the CBH promoter, the structural part of the human β2m gene, linked by a glycine-
serine linker with the α1 domain of the HLA-С*07:02:01:01 molecule, α2 domain of the same HLA molecule, the α3 
domain of the H-2K molecule, post-translational regulatory WPRE element and TK PA polyadenylation signal.

Таблица 2. Структура генной конструкции CBH-b2m-C0702-h2k 
Table 2. Structure of the gene constructCBH-b2m-C0702-h2k 

Фрагмент Размер, п.н. Описание
CBH-b2m-С0702-h2k 3181 Генная конструкция
CBH 796 Промотор
β2m человека 357

β2-микроглобулин человека
Экзон 1 67

Экзон 2 279

Экзон 3 (до ТАА) 11

Линкер (Гли4Сер1) х3 45 Линкер
Фрагмент HLA C0702 540 Фрагмент МНС I класса человека (домены α1, α2)
Фрагмент h2k 501 Фрагмент MHC I класса мыши
mEx4 276 Домен α3 H-2K
mEx5 120 Трансмембранный фрагмент белка
mEx6 33

Цитозольный фрагмент белка
mEx7 39

mEx8 32 Некодирующий экзон, нетранслируемая область
wPRE 676 Посттрансляционный регуляторный элемент
tK-PA-terminator 271 Сигнал полиаденилирования

Для экспрессии продукта в клетках эу-
кариот может быть использован как про-
мотор, характерный для собственных ге-
нов организмов, найденный в геноме, так 
и промотор вирусов, заражающих данный 
организм. Наиболее часто используемым 
промотором в составе генетических кон-
струкций является промотор ранних генов 
цитомегаловируса CMV, обладающий вы-

сокой активностью в различных клетках 
и тканях. Существенным недостатком CMV 
и других универсальных вирусных промо-
торов является высокая подверженность 
метилированию в клетках млекопитающих 
и, вследствие этого, инактивация при интег-
рации трансгена в геном [23]. Вероятно, это 
один из механизмов противовирусной защи-
ты человека. В некоторых случаях выявляется  
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интенсивный иммунологический ответ 
на трансгены с CMV-промотором, иногда 
трансген экспрессируется не во всех тканях. 
Так, при получении мышей с ГК, содержа-
щей промотор CMV, трансген не экспресси-
ровался в легких, печени, поджелудочной 
железе и мышечной ткани [7].

Для стимулирования экспрессии в боль-
шинстве тканей наряду с CMV широко ис-
пользуют и другие конститутивные промо-
торы, такие как промоторы 1α-субъединицы 
фактора элонгации человека (EF1a), 
β-глюкуронидазы (GUSB) или убикви-
тина C (UBC), β-актина курицы (CBA). 
Введение в промотор CMV-энхансера уси-
ливает экспрессию трансгена [21]. У CAG 
(синтетический промотор, содержащий 
ранний энхансер CMV, промотор β-актина 
курицы и химерный интрон β-актина ку-
рицы и β-глобина кролика) в эксперимен-
тах транскрипционная активность была 
выше, чем у CMV [24]. Он был использован 
в одной из экспрессионных кассет (SEQ ID 
NO:2), предназначенных для вакцинации 
против вируса SARS-CoV-2 (Спутник V) 
[1]. Векторы с CAG обеспечивали долго-
срочную экспрессию трансгенов во время 
дифференцировки стволовых клеток в ме-
зодерму по сравнению с CMV и CBA про-
моторами [16]. Другая гибридная форма 
промотора CMV-CBA (CBh), включающая 
гибридный интрон (5’UTR CBA), и мы-
шиного Minute virus (3’UTR MVM) давала 
устойчивую долговременную экспрессию 
во всех клетках [18, 21].

Для создания ГК с HLA нами был вы-
бран CBH-промотор: широко использу-
емая в CRISPR/Cas9 технологии плазми-
да pX330-U6-ChimericBB-CBh-hSpCas9 
содержит CBH-промотор, обеспечиваю-
щий высокоэффективную транскрипцию 
эндонуклеазы Cas9 в клетках эукариот. 
Промотор включает в себя ранний энхан-
сер CMV (286 п.н., делеция 18 п.н. по срав-
нению с CMV-энхансером), CBA-промотор 
(257 п.н., делеция 19 п.н. по сравнению 

со стандартным промотором) и гибридный 
интрон (228 п.н., гибрид CBA- и MVM-
интронов) [18]. Использование CBH-
промотора в составе ГК позволяет предпо-
ложить эффективную экспрессию трансгена 
во всех органах и тканях полученных с ее 
использованием трансгенных животных.

Заключение
Число потребителей генно-модифици-

рованных животных (ГМЖ) (трансгенных, 
нокаутных, гуманизированных) – в первую 
очередь, мышей и крыс – неукоснительно 
растет. Развитие отечественных лабора-
торий по производству ГМЖ открывает 
широкие возможности для создания био-
моделей, отвечающих задачам конкретно-
го исследования, а отсутствие карантина 
позволяет получать мышей в существенно 
более короткий срок и значительно снижа-
ет их себестоимость по сравнению с живот-
ными, приобретаемыми за рубежом.

ФГБУН НЦБМТ ФМБА России уже 
на протяжении 10 лет создает гуманизиро-
ванных мышей-биомоделей для оценки ме-
таболизма и эффективности лекарственных 
препаратов, разработки оптимальных спо-
собов исследования и лечения социально-
значимых болезней человека [2, 3, 6]. 

Проведённая работа иллюстрирует про-
цесс создания генно-инженерной конструк-
ции, кодирующей гибридный белок MHC I 
класса, состоящий из антигенпрезентиру-
ющих α1-, α2-доменов HLA-С*07:02:01:01, 
α3-домена H-2Kk мыши и стабилизиро-
ванный β2-микроглобулином человека, 
соединенным гибким глицин-сериновым 
линкером с α1-доменом. Генетическая 
конструкция использована для получения 
новой линии гуманизированных трансген-
ных мышей, несущих HLA-C*07:02:01:01. 
Принципы конструирования данной 
трансгенной линии лабораторных мышей 
стали базовой основой и используются 
для получения новых линий гуманизиро-
ванных трансгенно-нокаутных животных, 
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несущих гаплотипы доноров человека 
HLA-А*02:01:01:01, HLA-B*07:02:01:01, 
HLA-B*18:01:01:02 и HLA-C*07:02:01:01 
из регистра ФГБУ «НМИЦ гематологии», 
самоопределившихся как русские [9].

Создание широкой серии линий гума-
низированных мышей с наиболее широко 
представленными вариантами HLA клас-
са I для населения РФ позволит вплотную 
подойти как к популяционной, так и пер-
сонализированной медицине, эффективно 
решать такие задачи, как разработка и те-
стирование вакцин, анализ безопасности 

и иммуногенности, изучение инфекцион-
ных, онкологических и аутоиммунных за-
болеваний. Основной нашей концепцией 
является направленный дизайн генети-
ческих конструкций на основе химерных 
ДНК-генов человека и мыши для после-
дующей интеграции в геном мыши с це-
лью получения новых гуманизированных 
трансгенных и трансгенно-нокаутных 
линий, т.е. мы переходим от случайного 
выбора или поиска животных к созданию 
адекватных и оптимальных линий под кон-
кретные эксперименты.
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ФАРМАКОКИНЕТИКИ 
ПЕПТИДНОГО ПРЕПАРАТА «ЛЕЙТРАГИН» В СЫВОРОТКЕ 

КРОВИ И ТКАНИ ЛЁГКОГО МЫШЕЙ ЛИНИИ C57BL/6Y  
ПОСЛЕ ОДНОКРАТНОГО ИНГАЛЯЦИОННОГО ВВЕДЕНИЯ

Н.С. Огнева*, М.С. Нестеров, Д.В. Хвостов, Ю.В. Фокин, В.Н. Каркищенко
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

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

В настоящей работе описывается исследование фармакокинетики нового ингаляционного противо-
воспалительного гексапептида, зарегистрированного под названием «Лейтрагин» и применяющего-
ся в качестве нового подхода в лечении вирусных пневмоний, тяжёлое течение которых напрямую 
связано с цитокиновым воспалительным каскадом, именуемым «цитокиновый шторм». Исследо-
вание проводилось в тканях лёгкого и сыворотке крови после его однократного ингаляционного 
введения мышам линии C57BL/6Y в дозе 150 мг/кг. Время достижения максимальной концентрации 
(Tmax) Лейтрагина в сыворотке крови и лёгких составило 30 и 10 мин соответственно. Максималь-
ная концентрация (Сmax) в лёгких составила 358,5 нг/г, что более чем в 6 раз превышает концен-
трационный максимум для крови (53,84 нг/г). Обнаружено, что Лейтрагин после ингаляционного 
введения довольно быстро выводится из организма с периодом полувыведения препарата (t1/2el) 
из сыворотки крови и лёгких, которые составляют от 25,8 до 38,9 мин.

Ключевые слова: фармакокинетика, Лейтрагин, ингаляционное введение, мыши C57BL/6Y
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COMPARATIVE PHARMACOKINETICS STUDY OF THE LEUTRAGIN 
PEPTIDE DRUG IN BLOOD SERUM AND LUNG TISSUE  

IN C57BL/6Y MICE AFTER SINGLE INHALATION ADMINISTRATION

Nastasya S. Ogneva*, Maxim S. Nesterov, Daniil V. Khvostov,  
Yuriy V. Fokin, Vladislav N. Karkischenko

Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 
143442, Russian Federation, Moscow Region, Krasnogorsk District, Svetlye gory Village, 1

This paper presents a study into the pharmacokinetics of a new inhaled anti-inflammatory hexapeptide, reg-
istered as “Leutragin”. This drug is used as a new treatment approach for viral pneumonias, whose severe 
course is directly related to the cytokine inflammatory cascade referred to as a cytokine storm. The study 
involved investigation of lung tissue and serum after a single inhalation administration of Leutragin to mice 
of the C57BL/6Y line at a dose of 150 mg/kg. The time required to reach the maximum concentration 
(Tmax) of Leutragin in serum and lung was 30 min and 10 min, respectively. The maximum concentration 
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(Cmax) in lung was 358.5 ng/g, which exceeded the concentration maximum for blood (53.84 ng/g) by 
over six times. It was found that, after inhalation administration, Leutragin is rather rapidly eliminated from 
the body with the half-life of the drug (t1/2el) from blood serum and lungs ranging from 25.8 to 38.9 min.
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Введение
Лейтрагин — гексапептид, синтетиче-

ский аналог естественной информаци-
онной молекулы нейропептида лейцин-
энкефалина, обладающий регуляторной 
многоуровневой полифункциональностью, 
действующий как неселективный агонист 
μ- и δ-опиатных рецепторов. Впервые ве-
щество было синтезировано профессором 
М.И. Титовым в лаборатории синтеза пеп-
тидов ВКНЦ АМН СССР в 1984 году [16]. 
Химическая формула вещества (тирозил-
D-аланил-глицил-фенилаланил-лейцил-ар-
гинина диацетат) представлена на рис. 1, 
брутто формула — С35Н51N9O8.

В структуре лейцин-энкефалина (Tyr-
Gly-Gly-Phe-Leu) для увеличения ста-
бильности пептида в его аминокислотной 
последовательности проведена замена 
Gly2 на D-Ala2; для получения перифери-
ческого эффекта к С-терминальной части 
молекулы добавлен сильно заряженный 
остаток аргинина. Последнее преобразо-
вание затрудняет проникновение препа-
рата через гематоэнцефалический барьер 
[4, 5]. В экспериментальных исследовани-
ях, проведенных под руководством д.м.н. 
В.А. Виноградова, было доказано, что гекса-
пептид (торговое название — «Даларгин») 
обладает выраженными репаративными 

Рис. 1. Структурная формула Лейтрагина.
Fig. 1. Structural formula of Leutragin.
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способностями в отношении эрозивно-
язвенных поражений и демонстрирует 
высокую противоязвенную активность 
[5]. В связи с этим полученный препарат 
Даларгин активно применяется в клини-
ческой практике парентерально в качестве 
средства для лечения гастроэнтерологиче-
ских патологий.

В результате многочисленных исследова-
ний было обнаружено, что спектр фарма-
кологической активности Даларгина более 
широкий: в частности, выявлены выра-
женные эффекты его влияния на состояние 
гемодинамики [1, 2, 6, 12]. Таким образом, 
имеющиеся данные позволяют рассматри-
вать Даларгин в качестве потенциального 
фармакологического агента, модулирующе-
го состояние сердца и сосудов. Даларгин 
обладает выраженным противострессор-
ным, противошоковым, антиаритмическим 
и антиишемическим действием [2, 17]. 
Перечисленные выше свойства препарата 
позволяют применять его в хирургии в со-
ставе комплексной анестезии; в кардиоло-
гии — при остром инфаркте миокарда с до-
казанным кардиопротекторным эффектом; 
в реанимации — для оказания экстренной 
медицинской помощи. Большой интерес 
представляют данные, полученные д.м.н. 
А.В. Донцовым. Автором было показано, 
что Даларгин способен снижать аномаль-
ное повышение концентрации цитокинов 
ИЛ-1, -6 и ФНО-α у больных метаболиче-
ским синдромом и ишемической болезнью 
сердца (ИБС). Обнаружено, что примене-
ние в комплексной терапии по поводу хро-
нической ИБС синтетического лей-энкефа-
лина (Даларгина) приводит к выраженному 
(в 2–2,5 раза) снижению сывороточной кон-
центрации цитокинов, чего не наблюдалось 
в группе стандартной медикаментозной 
терапии [6, 7]. Возможно, именно влияние 
на уровень цитокинов обусловливает эф-
фективность Даларгина при внебольнич-
ной пневмонии. Так, в исследовании [3] 
было показано, что введение в схему лече-

ния больных внебольничной пневмонией 
Даларгина в дозе 2 мг/сут в течение 10 дней 
позволило в 6,3 раза увеличить процент на-
блюдений неизмененной слизистой оболоч-
ки в периоде реконвалесценции.

В 2020 году в связи с появлением панде-
мии, вызванной новой коронавирусной ин-
фекцией COVID-19, сотрудниками ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России был предложен 
ингаляционный путь введения препара-
та, зарегистрированного под названием 
«Лейтрагин», в качестве нового подхода 
в лечении пневмоний, вызванных вирусом 
SARS-CoV-2, тяжёлое течение которых 
напрямую связано с цитокиновым воспа-
лительным каскадом, именуемым «цитоки-
новый шторм» [8–11]. Кроме того, важны 
обнаруженные кардиоваскулярные эффек-
ты гексапептида, поскольку SARS-CoV-2 
нередко поражает клетки сердечной мыш-
цы и эндотелия.

К сожалению, большинство данных 
о фармакокинетике данного гексапептида 
было получено 40 лет назад, когда биоана-
литические технологии обладали невысо-
кой селективностью и чувствительностью. 
Кроме того, фармакокинетика гексапептида 
при ингаляционном введении не изучалась. 
В настоящее время, в связи с развитием 
масс-спектрометических подходов в био-
аналитике, появилась возможность изучения 
фармакокинетических свойств Лейтрагина 
с помощью более избирательных методов — 
в частности, с помощью метода ВЭЖХ-
масс-спектрометрии высокого разрешения.

Целью работы явилось изучение 
фармакокинетики пептидного препара-
та Лейтрагин после однократного инга-
ляционного введения в дозе 150 мг/кг 
с помощью метода ВЭЖХ в комбинации 
с масс-спектрометрией высокого разре-
шения (ВЭЖХ-МСВР) и идентификацией 
Лейтрагина на квадруполь-времяпролётном 
масс-детекторе в сыворотке крови и ткани 
лёгких мышей линии C57BL/6Y.
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Материалы и методы
Дизайн исследования
Исследование фармакокинетики про-

водилось по 9 временным точкам: 0 (до 
введения препарата); 2,5; 5; 10; 20; 15; 30; 
60; 120 мин. В каждую точку было ото-
брано по 6 мышей. Ингаляции препарата 
проводились с помощью компрессионного 
ингалятора OMRON COMP AIR NE-C24 
Kids с насадкой для одномоментного вве-
дения нескольким мышам, разработанной 
в НЦБМТ ФМБА России [13]. Кровь отби-
ралась под наркозом из заглазничного си-
нуса в объёме около 1 мл в пробирки типа 
Eppendorf по 1,5 мл с соответствующей 
маркировкой, содержащей порядковый но-
мер точки и животного. Ткани лёгкого це-
ликом извлекались у животного постмор-
тально и переносились в пробирки типа 
Eppendorf с аналогичной маркировкой.

Лабораторные животные
Исследования проводились в ФГБУН 

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

Исследования проводились в соответст-
вии с Директивой 2010/63/EU Европейского 
парламента и Совета о защите живот-

ных, используемых в научных целях, 
от 22.09.2010; Базельской декларацией 
(2011); Федеральным законом от 12.04.2010 
№ 61-ФЗ «Об обращении лекарственных 
средств»; ГОСТ 53434-2009 от 02.12.2009 
«Принципы надлежащей лаборатор-
ной практики (GLP)»; Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении 
Правил проведения исследований биологи-
ческих лекарственных средств Евразийского 
экономического союза»; Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 81 «Об утверждении пра-
вил надлежащей лабораторной практи-
ки Евразийского экономического союза 
в сфере обращения лекарственных средств»; 
Решением Коллегии Евразийской экономи-
ческой комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об 
утверждении Руководства по доклиниче-
ским исследованиям безопасности в целях 
проведения клинических исследований 
и регистрации лекарственных препаратов»; 
Руководством по проведению доклиниче-
ских исследований лекарственных средств 
[14]; Руководством по лабораторным жи-
вотным и альтернативным моделям в био-
медицинских исследованиях [15]. Все экс-
перименты были одобрены биоэтической 
комиссией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Пробоподготовка
Аликвоту лёгких мыши массой 300 мг 

отбирали в специальные пробирки с пла-
стиковыми шариками. Добавляли к наве-
ске 600 мкл 90% ацетонитрила. Образцы 
гомогенизированной на приборе MagNA 
Lyser («Roche», Швейцария) в течение 
20 с при 7000 об., не допуская перегрева 
образцов. Добавляли 400 мкл ацетонитри-
ла и центрифугировали при 13500 об./мин 
в течение 5 мин при 4°С. Надосадочную 
жидкость, полученную из ткани лёгких, 
наносили на планшет Captiva ND 96-well 
plate. Для исследуемого образца сыворот-
ки крови в планшет заранее добавляли 800 
мкл ацетонитрила и наносили образец объ-
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ёмом 0,2 см3. Далее, следуя протоколу, про-
изводили фильтрацию раствора в течение 
10 мин, осаждая при этом белки сыворотки 
крови и лёгких на картридже под вакуумом. 
Полученный фильтрат переносили в про-
бирки объёмом 1,5 мл. Упаривали на кон-
центраторе при 1500 об./мин, температуре 
45°С в течение 45 мин, с последующим 
восстановлением сухого остатка в 200 мкл 
ацетонитрила. После этого полученный 
раствор переносили на планшет. В ВЭЖХ-
МС анализ вводили 0,002 см3 фильтрата.

Метод идентификации
Идентификацию Лейтрагина выполняли 

методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометрией вы-
сокого разрешения с применением время-
пролётного масс-детектора (ВЭЖХ-МС ВР) 
на хроматографе жидкостном Agilent 1260, 
оснащенном автодозатором, с масс-селек-
тивным детектором Agilent 6545XT Accurate 
mass Q-TOF LC/MS. Идентификация ана-
лита проводилась по времени хромато-
графического удерживания и масс-спект-
рометрическим характеристикам (рис. 2). 
Критерием надёжной идентификации явля-
лось детектирование сигнала с соотноше-
нием сигнал:шум не менее 5:1 при време-
ни удерживания, совпадающем в пределах 
0,1 мин со временем удерживания, установ-
ленным для Лейтрагина в образцах для гра-
дуировки. Для надёжной идентификации 
требовалось, чтобы в масс-спектре присут-
ствовали все пики, имеющиеся в масс-спек-
тре аутентичного соединения, с относитель-
ной интенсивностью 10% и более. При этом 
максимальное расхождение в значениях от-
носительных интенсивностей ионов в ана-
лизируемом и справочном масс-спектрах 
не должно было превышать 20%.

Масс-спектр фрагментации и типичный 
вид масс-хроматограммы приведены на рис. 2.

Статистическая обработка 
полученных результатов
Полученные экспериментальные данные 

были подвергнуты математической стати-

стической обработке с помощью програм-
мы «Excel v.7.0». В таблицах представлены 
средние арифметические значения вели-
чин (x), стандартные отклонения (SD) и ко-
эффициент вариации (C.V.) Достоверность 
различий для сравниваемых фармакоки-
нетических параметров оценивали с по-
мощью критерия Стьюдента (программа 
«Statistica 6.0»). Рисунки были выполнены 
с использованием графического редактора 
«Origin v.7.0».

Результаты и их обсуждение
Фармакокинетика Лейтрагина 
в сыворотке крови мышей после его
однократного ингаляционного введения
Изучение фармакокинетики Лейтрагина 

в сыворотке крови мышей проводи-
лось после его ингаляционного введения 
в дозе 150 мг/кг. Концентрации и кинети-
ческие кривые Лейтрагина в сыворотке 
крови представлены в табл. 1 и на рис. 3. 
Поскольку на каждую временную точку 
использовали по 6 животных, результи-
рующая фармакокинетическая кривая была 
построена по усредненным концентрациям, 
поэтому при расчётах фармакокинетиче-
ских параметров отсутствует статистиче-
ская обработка результатов.

С помощью проведённого анализа были 
получены такие фармакокинетические 
параметры, как период полуэлиминации 
(T1/2el — 38,8 мин), среднее время удер-
живания вещества в организме (MRT — 
62,4 мин) и время достижения максималь-
ной концентрации (Tmax — 0,5 ч).

Кинетика распределения Лейтрагина 
в лёгких мышей после его однократного 
ингаляционного введения
Важный этап при проведении фармако-

кинетических исследований — изучение  
тканевой доступности новых лекарствен-
ных средств. Основным результатом про-
цессов распределения является транспорт 
лекарственного средства в зону действия, где 
оно взаимодействует со структурами, опреде-



26

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

БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 1 | 21–32

Рис. 2. Условия регистрации: спектр фрагментации и время удерживания гексапептида в составе препарата 
Лейтрагин.
Fig. 2. Registration conditions: fragmentation spectrum and retention time of hexapeptide in the Leutragin drug.

Вещество
Диагностические 
массовое число 

родительского иона

Диагностическое 
массовое числа 
дочернего иона

Время удерживания 
(мин)

Лейтрагин 363,69±0,005 
(М+2Н)2+ 136,07±0,003 20,3±0,05
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Рис. 3. Кинетические кривые Лейтрагина в сыворотке крови после его ингаляционного введения животным 
в дозе 150 мг/кг (а — натуральная шкала, б — полулогарифмическая шкала).
Fig. 3. Kinetic curves of Leutragin in serum after its inhalation administration to animals at a dose of 150 mg/kg  
(a — natural scale, б — semi-logarithmic scale).

Таблица 1. Концентрации Лейтрагина (нг/мл) в сыворотке крови мышей после ингаляционного введения в дозе 150 мг/кг
Table 1. Leutragin concentrations (ng/mL) in mouse serum after inhalation administration at a dose of 150 mg/kg

Tmin 0,0 2,5 5 10 15 20 30 60 120

1 0,00 21,91 35,78 22,72 15,54 31,11 64,14 21,57 7,36

2 0,00 19,69 70,60 18,18 12,25 48,47 42,09 18,21 12,22

3 0,00 38,62 53,19 17,74 13,66 25,88 35,93 20,53 9,11

4 0,00 26,48 60,52 23,13 16,78 31,79 71,12 17,98 8,31

5 0,00 18,39 45,78 20,83 10,56 28,56 55,90 18,61 11,12

6 0,00 25,54 53,17 20,49 13,76 33,16 53,84 19,37 9,62
х 0,00 25,11 53,17 20,52 13,76 33,16 53,84 19,38 9,62

SD 0,00 5,11 8,26 1,71 1,60 5,10 9,88 1,11 1,36

СV, % 0,00 20,35 15,54 8,34 11,65 15,39 18,36 5,75 14,16
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ляющими эффект препарата. На основании 
определения величины тканевой доступ-
ности возможна количественная оценка 
интенсивности проникновения действу-
ющего вещества в периферические ткани 
и орган-мишень.

Распределение Лейтрагина изучали в лёг-
ких как основной зоне потенциального дей-
ствия, т.е. в ткани лёгкого. Концентрации 
Лейтрагина в лёгких мышей после одно-
кратного ингаляционного введения в дозе  
150 мг/кг представлены в табл. 2. Динамика 
изменения концентраций препарата в кро-
ви и лёгких в дискретные интервалы вре-
мени представлена на рис. 4. Лейтрагин 

определялся в сыворотке крови и лёгких 
в течение 2 ч. Снижение концентраций 
препарата в лёгких носило моноэкспонен-
циальный характер (рис. 4), а в сыворотке 
крови — описывалось биэкспоненциально. 
По всей видимости, данный эффект свя-
зан с тем, что исчезновение Лейтрагина 
из крови обусловлено двумя основными 
процессами: ферментативным гидролизом 
и проникновением в ткани с последующим 
рецепторным захватом.

Анализ абсолютных величин тканевой 
доступности (fT) Лейтрагина (табл. 3) по-
казал, что исследуемое соединение наибо-
лее интенсивно распределяется в лёгких. 

Таблица 2. Концентрация Лейтрагина (нг/мл) в лёгких мышей после его однократного ингаляционного введения 
в дозе 150 мг/кг
Table 2. Leutragin concentration (ng/mL) in the lungs of mice after its single inhalation administration at a dose of 150 mg/kg

Tmin 0,0 2,5 5 10 15 20 30 60 120

1 0,00 78,65 205,45 644,71 41,97 30,14 28,92 12,45 6,87

2 0,00 76,39 177,61 48,02 73,21 43,54 23,93 13,67 6,07

3 0,00 65,85 223,47 384,39 85,75 34,89 30,87 7,95 8,05

4 0,00 85,31 143,71 299,67 103,25 32,65 40,75 14,10 5,48

5 0,00 71,33 199,49 419,55 94,77 29,34 19,87 13,20 9,34

6 0,00 63,63 212,59 354,74 81,33 14,17 27,41 12,01 5,95
х 0,00 73,53 193,72 358,50 80,05 30,79 28,62 12,23 6,96

SD 0,00 6,59 22,04 124,38 14,97 6,24 4,89 1,50 1,16

СV, % 0,00 8,97 11,38 34,70 18,70 20,26 17,08 12,28 16,61

Таблица 3. Фармакокинетические параметры Лейтрагина в сыворотке крови и легких мышей после его ингаля-
ционного введения в дозе 150 мг/кг
Table 3. Pharmacokinetic parameters of Leutragin in mice serum and lungs after its inhalation administration at a dose 
of 150 mg/kg

Объект исследования Сыворотка крови Ткань легкого

Cmax нг/мл/г   53,84 358,50

Tmax мин 30,0 10,0

t1/2el мин   38,86                         25,75

MRT мин   62,37 27,72

АUСo→t нг/мл (г)´ мин 2919,76 4665,50

АUСo→∞ нг/мл (г)´ мин 3403,45 4831,25

Cmax/AUCo→t мин-1 0,018 –

Cmax/AUC o→∞ мин-1 0,016 –

fТ o→t % 1,60

fТ o→∞ % 1,42
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Тканевая доступность Лейтрагина в систе-
ме «кровь — лёгкие» составила 1,6.

Время достижения максимальной кон-
центрации (Tmax) Лейтрагина в сыворотке 
крови и лёгких составило 30 и 10 мин со-
ответственно. Максимальная концентрация 
(Сmax) в лёгких составила 358,5 нг/г, что бо-
лее чем в 6 раз превышает концентрацион-
ный максимум в крови (53,84 нг/г).

Анализ параметров фармакокинетики 
позволяет заключить, что Лейтрагин до-
вольно быстро выводится из организма, 
на что указывают значения периода полу-
выведения препарата (T1/2el) из сыворотки 

крови и лёгких, которые составляют от 25,8 
до 38,9 мин (рис. 4).

Полученные данные указывают на то, что  
Лейтрагин создаёт высокие концентрации 
в лёгких, что позволяет сделать вывод о преи-
мущественно местном действии Лейтрагина 
при его ингаляционном введении. Препарат 
быстро выводится из лёгких, Т1/2el составля-
ет 3 мин. Короткий период полувыведения 
препарата из лёгких обусловлен интенсив-
ностью процессов энзиматического гидро-
лиза в данном органе.

Биэкспоненциальность кривой элими-
нации Лейтрагина из сыворотки крови 

Рис. 4. Кинетические кривые Лейтрагина в сыворотке крови (синяя линия) и в тканях лёгких (оранжевая линия) по-
сле его ингаляционного введения животным в дозе 150 мг/кг (а — натуральная шкала, б — логарифмическая шкала).
Fig. 4. Kinetic curves of Leutragin in serum (blue line) and in lung tissues (orange line) after its inhalation administration 
to animals at a dose of 150 mg/kg (a — natural scale, б — logarithmic scale).
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может быть объяснена феноменом функ-
циональной десенситизации механизмов 
активного транспорта препарата из лёг-
ких в системный кровоток, возникаю-
щей вследствие высокой концентрации 
Лейтрагина в этом органе.

Выводы
• Разработана методика количественного 

определения Лейтрагина в биологическом 
материале на основе ВЭЖХ-МСВР. Предел 
обнаружения — 0,1 нг/мл.

• После введения Лейтрагина в дозе 150 мг/кг 
в организме мышей препарат определялся 
на протяжении 2 ч. Полупериод элими-

нации Лейтрагина после ингаляционного 
введения для сыворотки крови составляет 
38,86 мин, для ткани лёгкого — 25,75 мин.

• Показано, что тканевая доступность 
Лейтрагина для ткани лёгкого составляет 1,6.

• Обнаружено, что Лейтрагин после ин-
галяционного введения довольно быстро 
выводится из организма с периодом полу-
выведения препарата (T1/2el) из сыворотки 
крови и лёгких, которые составляют от 25,8 
до 38,9 мин.

• Максимальная концентрация (Сmax) 
в лёгких составила 358,5 нг/г, что более чем 
в 6 раз превышает концентрационный мак-
симум для крови (53,84 нг/г).
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В данном исследовании изучалось влияние экстрактов пептидной природы из эпифиза-гипофиза 
северного оленя (Rangifer tarandus) и дельта-сон индуцирующего пептида, имитируя модифициро-
ванное высвобождение препаратов, на спонтанную двигательную активность самцов крыс в усло-
виях светового десинхроноза. Показано изменение спонтанной двигательной активности при дейст-
вии экстрактов пептидной природы и дельта-сон индуцирующего пептида при полярных световых 
режимах: постоянное освещение — увеличение активности, постоянная темнота — уменьшение 
активности, обычное освещение — отличается увеличением активности у экстрактов пептидной 
природы. Такой способ фармакологической настройки циркадианных осцилляторов организма 
средствами пептидной природы с модифицированным высвобождением может быть использован 
для разработки схемы коррекции светового десинхроноза.
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This study examined the effect of peptide extracts from the epiphysis-pituitary gland of Reindeer (Ran-
gifer tarandus) and a delta sleep-inducing peptide, simulating a modified release of drugs, on the sponta-
neous motor activity of male rats under the conditions of light desynchronosis. The study revealed changes 
in spontaneous motor activity under the influence of extracts of a peptide nature and a delta sleep-inducing 
peptide under the following polar light regimes. Under the conditions of constant lighting and constant 
darkness, an increase and a decrease in activity was observed, respectively. Under normal lighting, peptide 
extracts showed increased efficacy. This method of pharmacological adjustment of the body’s circadian 
oscillators using modified-release peptides can be used to develop a scheme for correcting light desyn-
chronosis.
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Введение
Широкое использование электрического 

света и, как следствие, значительное осве-
щение в ночное время являются важными 
факторами, влияющими как на людей, так 
и на животных впервые в истории эволю-
ции живых организмов. Свет в ночное вре-
мя нарушает синтез мелатонина и, следова-

тельно, временную адаптацию. Нарушение 
циркадных ритмов является фактором ри-
ска развития физиологических и поведен-
ческих нарушений, в т.ч. метаболических, 
психических заболеваний [7].

Экспериментальное моделирование эф-
фекта смены часовых поясов на лабора-
торных животных показало повышение 
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уровня тревожности и депрессивного пове-
дения, ухудшение долговременной памяти 
и когнитивных способностей, пространст-
венную дезориентацию. Таким образом, из-
менение поведения и когнитивных способ-
ностей животных было вызвано световым 
десинхронозом [8].

Состояние десинхроноза характеризует-
ся как состояние поиска адаптации. В ре-
зультате воздействия внешнего фактора — 
изменения светового режима в течение 
длительного времени — развивается фе-
нотипическая адаптация, т.е. реализуется 
генотип в определенных условиях среды. 
Многие исследования документально под-
твердили пластичность признака по отно-
шению к вариациям множества факторов 
окружающей среды [10].

Одним из методов интегральной оцен-
ки врождённых реакций адаптационного 
резерва организма является двигательная 
и исследовательская активность животных 
в новой ситуации. Мысленные представ-
ления о событиях и связях между ними 
являются приобретёнными и могут быть 
использованы в «нужный момент» и в от-
сутствие подкрепления [3, 4].

В данной работе были использованы воз-
обновляемые источники — экстракты пеп-
тидной природы (ЭПП) из сырья (эпифиз, 
гипофиз) от арктического вида Северного 
оленя (Rangifer tarandus tarandus), который 
перестаёт производить ритмичный сигнал 
мелатонина, когда он подвергается дли-
тельным периодам непрерывной зимней 
темноты и непрерывного летнего света. Это 
может свидетельствовать, о том, что у жи-
вотных, адаптированных к данному режи-
му освещения, есть определенные механиз-
мы, где периоды изменения концентрации 
мелатонина могут действовать как околосу-
точные синхронизаторы [6].

Обзор литературы по применению пре-
парата выбора при коррекции светового 
десинхроноза — экзогенного мелатони-
на — показал, что остаются большие про-

белы в его потенциальном использовании 
в качестве терапии; кроме того, его эф-
фективность неясна. Также важно отме-
тить, что эффекты воздействия экзогенно-
го мелатонина зависят от возраста, пола, 
расы, способа и времени введения, дозы 
и связи с некоторыми веществами (напри-
мер, табаком или противозачаточными та-
блетками), а также подтипа циркадианного 
нарушения. В качестве новых терапевти-
ческих средств наиболее перспективными 
остаются биоактивные пептиды, учитывая 
привлекательный фармакологический про-
филь, их свойства, а также незначительную 
сложность технологических процессов по-
лучения из тканей животных в сравнении 
с традиционными фармацевтическими пре-
паратами — в частности, важен фармаколо-
гический поиск среди экстрактов мозговых 
придатков, отвечающих за циркадианные 
ритмы [1, 9].

Исходя из того что препараты выбора 
при коррекции светового десинхроноза за-
висят от многих факторов, в т.ч. от времени 
введения, нами была разработана техно-
логия, которая позволяет последовательно 
высвобождать разные субстанции в различ-
ные временные промежутки для восстанов-
ления синхронности естественных суточ-
ных ритмов [5].

В связи с чем целью данного исследова-
ния явилось изучение влияния ЭПП из эпи-
физа-гипофиза Северного оленя (Rangifer 
tarandus) и дельта-сон индуцирующего 
пептида (ДСИП), имитируя модифициро-
ванное высвобождение препаратов, на дви-
гательную активность (СДА) самцов крыс 
при световом десинхронозе.

Материалы и методы
Моделирование светового десинхроноза 

выполнялось на двухмесячных лаборатор-
ных белых беспородных крысах-самцах 
массой 180±20 г в количестве 144 особей. 
Животные методом рандомизации были 
разделены на три основные группы: I груп-
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па — контрольная, в которой моделировался 
режим обычного освещения (светодиодное 
освещение 500 лк день/ночь 12/12); II груп-
па содержалась в режиме постоянного ос-
вещения; III группа содержалась в режи-
ме постоянной темноты. Формирование 
светового десинхроноза осуществлялось 
в течение 30 дней, в течение которых пер-
вые 14 дней крысам вводили исследуемые 
вещества, по 10 мкл на особь, интрана-
зально. Экспериментальные животные по-
лучали: ЭПП в дозе 10 мкг/кг (1-я доза — 
терапевтическая); ЭПП в дозе 100 мкг/кг 
(2-я доза — десятикратная); ДСИП в дозе 
100 мкг/кг в качестве препарата сравнения. 
Контрольные (интактные) животные полу-
чали физ. р-р в эквиобъёмном количестве. 
Изучаемые субстанции и плацебо вводили 
последовательно в 1100 и 1200, имитируя 
пролонгированность модифицированно-
го высвобождения действующих веществ. 
Технология получения и применения ЭПП 
подробно описана в предыдущих работах 
[1, 2, 5].

Тест на СДА представляет собой автомати-
ческую систему, к которой через USB-порт 
подключается квадратная камера для живот-
ных с прозрачными пластмассовыми боковы-
ми стенками, дном и крышкой (54×50×37 см). 
Характер и количество движений отмечает 
регистратор с помощью двух наборов ИК-
излучателей/датчиков для горизонтальной 
и вертикальной активности. Движения 
животного внутри клетки прерывают 
один или несколько инфракрасных лучей. 
Прерывания луча подсчитывается и реги-
стрируется внутренней памятью электрон-
ного блока интерфейса с помощью про-
граммного обеспечения к данной установке 
(“Ugo Basile”, Италия).

Результаты и их обсуждение
Незнакомая среда запускает сложный 

набор поведенческих реакций у животных, 
отражающих тревожность и стремление 
исследовать новую территорию. Текущее 
поведение животного в тесте СДА с гори-
зонтальными и вертикальными датчика-
ми определяется соотношением оборони-

Рис. 1. Влияние введения препаратов ЭПП и ДСИП на СДА крыс-самцов при режиме «обычное освещение» 
(М±m), n=12, 14 дней введения.
Fig. 1. Administration effects of peptide extracts (PE) and delta sleep-inducing peptide (DSIP) on the spontaneous motor 
activity (SMA) in male rats in the “regular lighting” mode (M±m), n=12, 14 days of administration.
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тельных и исследовательских тенденций. 
Яркое освещение или постоянная темнота 
при этом является для крыс дополнитель-
ным стрессорным фактором.

Влияние введения препаратов ЭПП 
и ДСИП в течение первых 14 дней воз-
действия светового десинхроноза на СДА 
крыс, которая выражалась горизонтальны-

ми и вертикальными движениями, пред-
ставлена на рис. 1–3.

В условиях обычного освещения статисти-
чески значимые изменения СДА при исполь-
зовании ЭПП в двух дозах и ДСИП при кур-
совом введении отсутствовали (рис. 1).

Из представленных данных следует, 
что через 2 недели курсового введения 

Рис. 2. Влияние введения препаратов ЭПП и ДСИП на СДА крыс-самцов при режиме «постоянное освещение» 
(М±m), n=12, 14 дней введения. * — р<0,05.
Fig. 2. Administration effects of PE and DSIP on SMA in male rats in the “constant lighting” mode (M±m), n=12, 14 
days of administration. * — р<0.05.

Рис. 3. Влияние введения препаратов ЭПП и ДСИП на СДА крыс-самцов при режиме «постоянная темнота» 
(М±m), n=12, 14 дней введения. * — р<0,05.
Fig. 3. Administration effects of PE and DSIP on SMA in male rats under the “constant darkness” regime (M±m), n=12, 
14 days of administration. * — р<0.05.
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в условиях светового десинхроноза в груп-
пе «постоянное освещение», в подгруппе 
животных, получавших 1-ю дозу ЭПП, на-
блюдалась статистически недостоверная 
тенденция к снижению горизонтальной 
и вертикальной СДА крыс. 2-я доза ЭПП 
статистически значимо увеличивала у крыс 
горизонтальную СДА на 8%, а ДСИП — 
на 24%; вертикальную СДА — на 12 и 17% 
соответственно по сравнению с контроль-
ной группой (рис. 2).

В группе «постоянная темнота» после 
курсового 14-дневного введения изучаемых 
веществ в подгруппе животных, получав-
ших 1-ю дозу ЭПП, наблюдалось разнона-
правленное статистически недостоверное 
влияние на показатели горизонтальной 
и вертикальной СДА. В подгруппах, полу-
чавших 2-ю дозу ЭПП и ДСИП, отмечалось 
статистически достоверное снижение го-
ризонтальной СДА на 24% (2-я доза ЭПП) 
и на 29% (ДСИП), при этом значения вер-
тикальной СДА уменьшались на 30 и 41% 
соответственно по сравнению с контролем 
(рис. 3).

Влияние введения препаратов ЭПП 
и ДСИП на СДА крыс при различных све-
товых режимах через 14 дней после пре-
кращения курсового введения отражено 
на рис. 4–6.

В группе «обычное освещение» через  
14 дней после прекращения введения ис-
следуемых препаратов у животных, по-
лучавших 2-ю дозу ЭПП, сохранялись 
достоверно повышенные горизонтальная 
и вертикальная СДА — на 45 и 48% со-
ответственно. В случае ДСИП и 1-й дозы 
ЭПП подобные изменения СДА отсутство-
вали (рис. 4).

Через 2 недели после окончания курсо-
вого введения в группе «постоянное осве-
щение» для 1-й дозы ЭПП эффект отсутст-
вовал. В подгруппе животных, получавших 
2-ю дозу ЭПП, сохранялось достоверное 
увеличение горизонтальной СДА на 38%. 
Для ДСИП этот показатель составил 56%. 
Вертикальная СДА сохранялась повышен-
ной в подгруппе со 2-й дозой ЭПП на 81% 
и в подгруппе ДСИП — на 84% соответст-
венно по сравнению с контролем (рис. 5).

Рис. 4. Влияние введения препаратов ЭПП и ДСИП на СДА крыс-самцов при режиме «обычное освещение» 
через 14 дней после прекращения курсового введения (М±m), n=12. * — р<0,05.
Fig. 4. Administration effects of PE and DSIP on the SMA in male rats in the “regular lighting” mode 14 days after 
completing administration (M±m), n=12. * — р<0.05.
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Рис. 5. Влияние введения препаратов ЭПП и ДСИП на СДА крыс-самцов при режиме «постоянное освещение» 
через 14 дней после прекращения курсового введения (М±m), n=12. * — р<0,05.
Fig. 5. Administration effects of PE and DSIP on the SMA in male rats in the “constant lighting” mode 14 days after 
completing administration (M±m), n=12. * — р<0.05.

Рис. 6. Влияние введения препаратов ЭПП и ДСИП на СДА крыс-самцов при режиме «постоянная темнота» 
через 14 дней после прекращения курсового введения (М±m), n=12. * — р<0,05.
Fig. 6. Administration effects of PE and DSIP on SMA in male rats in the “constant darkness” mode 14 days after 
completing administration (M±m), n=12. * — р<0.05.

В группе «постоянная темнота» 
через 14 дней после окончания курсового 
введения изучаемых препаратов 1-я доза 
ЭПП не оказывала статистически значимо-
го влияния на показатели горизонтальной 
и вертикальной СДА. В подгруппах живот-

ных, получавших 2-ю дозу ЭПП и ДСИП, 
сохранялось достоверное снижение гори-
зонтальной СДА крыс на 54 и на 36%, а вер-
тикальной СДА — на 67 и 73% соответст-
венно (рис. 6).
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Через 2 недели после окончания курсово-
го введения крысам-самцам в условиях све-
тового десинхроноза 2-я доза ЭПП проявила 
пролонгированное действие при разных ре-
жимах освещения.

Таким образом, в результате проведённого 
исследования было установлено, что пре-
парат ЭПП во 2-й дозе, вводимый 14 дней, 
сохраняет свои эффекты на горизонтальную 
и вертикальную СДА ещё в течение двух не-
дель после завершения курса, т.е. обладает 
пролонгированным действием вне зависи-
мости от режима освещения, что позволяет 
сделать заключение о различных молекуляр-
ных механизмах воздействия этого пептид-
ного препарата на клетки органов-мишеней. 
Данный способ фармакологической настрой-
ки циркадианных осцилляторов организма 
средствами пептидной природы может быть 
использован для разработки схемы коррек-
ции светового десинхроноза в виде препара-
та с модифицированным высвобождением.

Выводы
1. После 14-дневного курса интраназаль-

ного введения крысам в режиме «обычное 
освещение» ЭПП во 2-й дозе вызывает до-
стоверное увеличение горизонтальной СДА 
на 31% и вертикальной СДА на 37%.

2. После 14-дневного курса интраназаль-
ного введения крысам в условиях свето-
вого десинхроноза в режиме «постоянное 
освещение» ЭПП во 2-й дозе вызывает 
статистически значимое увеличение го-
ризонтальной СДА на 8% и вертикаль-
ной — на 12%, а ДСИП — на 24 и 17% 
соответственно. В режиме «постоянная 
темнота» ЭПП во 2-й дозе взывает, наобо-
рот, статистически значимое снижение го-

ризонтальной СДА на 24% и вертикальной 
СДА на 30%. После окончания курсового 
введения ДСИП снижение горизонтальной 
и вертикальной СДА составили 29 и 41% 
соответственно по сравнению с контролем.

3. Через 2 недели после окончания кур-
сового интраназального введения в режиме 
«обычное освещение» в подгруппе крыс, 
получавших ЭПП во 2-й дозе, сохранялось 
достоверное увеличение горизонтальной 
СДА на 45% и вертикальной СДА — на 48%.

4. Через 2 недели после окончания кур-
сового интраназального введения (сформи-
рованный световой десинхроноз) в режи-
ме «постоянное освещение» в подгруппе 
животных, получавших ЭПП во 2-й дозе, 
сохранялось достоверное увеличение го-
ризонтальной СДА на 38% и вертикальной 
СДА — на 81%. Для подгруппы крыс, кото-
рым вводился ДСИП, эти показатели соста-
вили 56 и 84% соответственно.

5. Через 2 недели после окончания кур-
сового интраназального введения (сфор-
мированный световой десинхроноз) в ре-
жиме «постоянная темнота» в подгруппе 
животных, получавших ЭПП во 2-й дозе, 
сохранялось достоверное снижение гори-
зонтальной СДА на 54% и вертикальной 
СДА — на 67%. Для подгруппы крыс, кото-
рым вводился ДСИП, эти показатели соста-
вили 36 и 73% соответственно.

6. Установлен однозначный характер из-
менений СДА при действии 2-й дозы ЭПП 
и препарата сравнения ДСИП при поляр-
ных световых режимах: в режиме «посто-
янное освещение» — увеличение пока-
зателей горизонтальной и вертикальной 
активности, а в режиме «постоянная темно-
та» — их снижение.
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ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЙ СКРИНИНГ ПРЕПАРАТОВ 
ХОЛИНЕРГИЧЕСКОГО ТИПА ДЕЙСТВИЯ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

БИОЛОГИЧЕСКОГО ТЕСТ-ОБЪЕКТА — ЗООГИДРОБИОНТОВ 
DAPHNIA MAGNA STRAUS
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В работе представлены результаты первичного фармакологического скрининга холиноблокаторов 
и сравнительная оценка их специфической активности в эквитоксических концентрациях с исполь-
зованием биологического тест-объекта — зоогидробионтов Daphnia magna Straus. Определяли 
индекс защиты и минимальную эффективную концентрацию по предотвращению атипичной дви-
гательной гиперактивности фармакологических веществ при отравлении обратимым ингибитором 
ацетилхолинэстеразы. На основании представленных результатов в перечень перспективных кан-
дидатов для дальнейшего исследования на теплокровных животных попали все холиноблокаторы, 
отобранные ранее в экспериментах на млекопитающих.

Ключевые слова: холинергические препараты, холиноблокаторы, обратимые ингибиторы ацетил-
холинэстеразы, фармакологический скрининг, первичные тест-объекты, Daphnia magna Straus
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Бондаренко А.А., Горчакова Т.Л., Беспалов А.Я., Прокопенко Л.И., Шабанов П.Д. 
Фармакологический скрининг препаратов холинергического типа действия с использованием би-
ологического тест-объекта — зоогидробионтов Daphnia magna Straus. Биомедицина. 2024;20(1): 
43–51. https://doi.org/10.33647/2074-5982-20-1-43-51

Поступила 29.09.2023 
Принята после доработки 20.02.2024 
Опубликована 10.03.2024

PHARMACOLOGICAL SCREENING OF CHOLINERGIC  
DRUGS USING DAPHNIA MAGNA STRAUS HYDROBIONTS  

AS A BIOLOGICAL TEST OBJECT

Anastasiya A. Bondarenko1,2,*, Tat'jana L. Gorchakova1, Aleksandr Ya. Bespalov1,  
Ljubov' I. Prokopenko1, Petr D. Shabanov2

1 Golikov Research Clinical Center of Toxicology of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 
192019, Russian Federation, Saint Petersburg, Behtereva Str., 1

2 Institute of Experimental Medicine 
197376, Russian Federation, Saint Petersburg, Akademika Pavlova Str., 12

This work presents the results of primary pharmacological screening of anticholinergic drugs and com-
parative evaluation of their specific activity in equitoxic concentrations using Daphnia magna Straus hydro-
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bionts as a biological test object. We determine the protective index and the minimum effective concen-
tration in terms of preventing atypical motor hyperactivity of pharmacological substances when poisoning 
with a reversible acetylcholinesterase inhibitor. On the basis of the results obtained, the list of promising 
candidates for further research in warm-blooded animals is extended by all of the anticholinergic drugs 
previously selected in experiments on mammals.
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Введение
Фармакологический скрининг заклю-

чается в экспериментальном выявлении 
фармакологической активности препара-
тов с помощью чувствительных методов 
in vitro или in vivo (в т.ч. с использованием 
первичных тест-систем). При целенаправ-
ленном поиске соединений осуществляют 
скрининг с применением строго опреде-
лённого набора тестов для оценки каждо-
го класса веществ. Выбор тест-системы 
для скрининга производят исходя из пред-
полагаемой фармакологической активнос-
ти вещества. Для первичного скрининга 
фармакологических веществ холинергиче-
ского типа действия можно использовать 
зоогидробионтов Daphnia magna Straus 
благодаря наличию у них холинергической 
медиаторной системы и холинорецепторов 
[16, 18]. С помощью такого отбора сокра-
щается количество используемых тепло-
кровных животных в экспериментальных 
исследованиях, что оправдано с биоэтиче-
ской и экономической точек зрения [2, 21].

В настоящее время в экотоксикологи-
ческих исследованиях с использованием 
дафний, как правило, применяются тесты 
по определению токсичности химиче-
ских веществ, основанные на летальности 
или угнетении репродуктивной функции 
[4, 5]. Детальный анализ строения и биоло-

гических функций дафний позволяет раз-
личать их физиологические тест-функции, 
такие как: скорость плавания, пройденное 
расстояние, частота прыжков, частота сер-
дечных сокращений, частота приёма пищи 
и потребление кислорода, что также может 
быть полезно при оценке токсических эф-
фектов [25]. Кроме того, эффекты тестиру-
емых препаратов на дафний можно оценить 
с помощью ферментативных (холинэсте-
раза, каталаза, супероксиддисмутаза и др.) 
и неферментативных (глюкоза, аминокис-
лоты, липиды) биомаркеров [22, 23].

Преимущество поведенческих, физио-
логических и биохимических параметров 
заключается в возможности наблюдать 
сублетальные эффекты, вызванные более 
низкими концентрациями фармакологиче-
ских веществ, которые невозможно пол-
ностью оценить с помощью тестов острой 
и хронической токсичности.

Активность плавания является чувстви-
тельным биомаркером воздействия хими-
ческих веществ на дафний, который легко 
наблюдать во время тестов. Этот параметр 
включает в себя гиперактивность, нормаль-
ную активность, угнетение активности, 
отсутствие способности плавать и непод-
вижность [23]. Т.к. у дафний поведенческие 
реакции контролируются нервной системой, 
воздействие нейротропных веществ приво-
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дит к изменению плавательной активности. 
Следовательно, эти зоогидробионты могут 
быть использованы в качестве биологиче-
ской модели для проверки эффективности 
нейротропных препаратов [25].

Дополнительные преимущества дафний 
для биотестирования также заключаются 
в удобстве их разведения в лабораторных 
условиях, генетической однородности син-
хронизированной культуры, коротком жиз-
ненном цикле и высокой чувствительности 
ко многим химическим веществам.

Наличие изученной холинергической 
медиаторной системы, а также одинако-
вое сродство холинорецепторов дафний 
и млекопитающих к неселективным холи-
ноблокаторам (ХБ) позволяет производить 
первичный отбор препаратов холинерги-
ческого типа действия на зоогидробионтах 
Daphnia magna Straus [16, 18]. При отравле-
нии дафний холинергическими агонистами 
защитное действие оказывают их антаго-
нисты [19, 20]. Под воздействием обрати-
мых ингибиторов ацетилхолинэстеразы 
(ОИ АХЭ) у дафний возникает атипичная 
двигательная гиперактивность, эквивалент-
ная выраженному судорожному состоянию 
у теплокровных животных, что позволя-
ет проводить первичный отбор потенци-
альных противосудорожных препаратов 
по критерию предотвращения наступления 
атипичной двигательной гиперактивности 
(АДГА) [3, 7, 12, 24].

При исследовании новых препаратов так-
же имеет значение тот факт, что для экспе-
риментов на дафниях требуется меньшее 
количество тестируемого вещества.

Целью настоящей работы являлся пер-
вичный фармакологический скрининг с ис-
пользованием биологического тест-объек-
та — зоогидробионтов Daphnia magna 
Straus для веществ холиноблокирующего 
типа действия и сравнительная оценка их 
специфической активности в эквитоксиче-
ских концентрациях.

Материалы и методы
Эксперименты были поставлены на зоо-

гидробионтах Daphnia magna Straus, выра-
щенных в лабораторных условиях в ФГБУ 
«НКЦТ им. С.Н. Голикова ФМБА России» 
в соответствии с требованиями международ-
ного стандарта по биотестированию воды 
[4]. В опытах использовалась синхронизи-
рованная культура дафний в возрасте 7 сут.

Биотестирование проводили в климато-
стате Р-2 (ООО «СФУ-Система», Россия) 
при температуре 20±1,0°С в лабораторных 
стаканчиках объёмом 20 мл. Стаканчики 
заполняли исследуемыми растворами. В ка-
ждую пробу помещали по 4 дафнии в воз-
расте 7 сут. Дафний отлавливали по одной 
особи автоматической пипеткой объёмом 
0,1 см3 из ёмкости с синхронизированной 
культурой. Внесённую вместе с дафниями 
воду в объёме 0,4 см3 учитывали при приго-
товлении разбавлений. Стаканчики с даф-
ниями помещали в климатостат. В ходе экс-
перимента дафний не кормили.

Для определения эффективной концент-
рации по предотвращению АДГА навеску 
тестируемого вещества растворяли в куль-
тивационной воде и разбавляли культива-
ционной водой до получения растворов 
с необходимой концентрацией. На первом 
этапе определяли порядок действующих 
концентраций, для этого приготавливали 
разведения в 10, 100, 1000 и т.д. раз, начиная 
с ½ ЛК50 (среднелетальная концентрация) 
тестируемого вещества. ЛК50 исследуемых 
фармакологических веществ были опреде- 
лены в предыдущем исследовании [12].

Далее в отобранном диапазоне концент-
раций приготавливали 4–6 разбавлений ХБ 
с интервалом 0,1 по логарифмической шка-
ле (по 3 параллельные пробы на каждую 
концентрацию). Виалы заполняли 9 мл ис-
следуемых растворов и помещали в каждую 
по 4 дафнии. Через 1 ч в каждую ёмкость 
добавляли по 1 мл обратимого ингибитора 
(ОИ) в концентрации, способной вызывать 
развитие АДГА у 100% зоогидробионтов 
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с минимальным процентом летальности. 
Для ОИ-8 эта концентрация составляла 
1,3 мг/л [12]. В качестве контроля исполь-
зовали 3 параллельные пробы с р-ром ОИ 
без добавления ХБ.

Через 24 и 48 ч в каждой пробе определяли 
количество выживших дафний и визуально 
фиксировали у них наличие или отсутст-
вие АДГА. Минимальную эффективную 
концентрацию по предотвращению АДГА 
(ЭК99) тестируемых холиноблокаторов рас-
считывали методом пробит-анализа. Затем 
определяли величину отношения ЛК50 
к ЭК99, которая характеризует «терапев-
тический» интервал действия препаратов 
и позволяет проводить сравнение их ак-
тивности. Каждый эксперимент повторяли 
трижды.

Для определения ИЗ приготавливали р-р 
холиноблокатора в концентрации 1/10 ЛК50. 
Виалы заполняли 1 мл исследуемого р-ра 
и помещали в них по 4 дафнии. Через 1 ч 
в каждую ёмкость добавляли по 9 мл р-ра 
ОИ в 5–10 концентрациях, возрастающих 
по логарифмической шкале, по 3 парал-
лельные пробы на каждую концентрацию. 
В качестве контроля использовали р-ры ОИ 
без добавления ХБ, по 3 параллельные про-
бы на каждую концентрацию.

Через 24 и 48 ч в каждой пробе отмеча-
ли число погибших и выживших дафний 
и определяли ЛК50 методом пробит-анализа 
с использованием таблиц, предложенных 
В.Б. Прозоровским [17]. Отношение величин 
ЛК50 обратимого ингибитора в присутствии 
и отсутствии тестируемого холиноблокатора 
определяет его индекс защиты (ИЗ). Каждый 
эксперимент повторяли трижды.

Результаты и их обсуждение
В табл. 1 представлены результаты экс-

перимента по определению значения ми-
нимальной эффективной концентрации 
по предотвращению АДГА холиноблока-
торов (ЭК99) при отравлении модельным 
холиномиметиком, который был отобран 

по результатам предыдущего исследова-
ния — ОИ-8 [12].

В соответствии с литературными данны-
ми и нашими экспериментальными наблю-
дениями при нахождении в водной среде 
в присутствии обратимого ингибитора 
ацетилхолинэстеразы у дафний развива-
ется состояние атипичной двигательной 
гиперактивности, выражающееся в виде 
хаотичных перемещений и резких подер-
гиваний и эквивалентное выраженному 
судорожному состоянию у теплокровных 
животных. Профилактическое внесение 
в среду препаратов с предположительным 
«противосудорожным» действием способ-
но предотвратить развитие АДГА у даф-
ний. Сравнение активности тестируемых 
препаратов проводили с неселективным 
М-холиноблокатором атропином, который 
является общепринятым антидотом при от-
равлении карбаматами [8].

Ранее было показано, что неселективный 
М-ХБ — глипин обладает самой высокой 
константой сродства к М-холинорецепторам 
(6,9×10-10–8,7×10-10 М), которая почти 
на порядок выше, чем у атропина [6, 13–
15]. В эксперименте по предотвращению 
наступления АДГА он проявил самую вы-
сокую активность среди всех обследован-
ных препаратов. При этом только у глипина 
длительность эффекта продолжалась также 
на вторые сутки.

Карамифен, обладающий М-холинобло-
кирующим и NMDA-блокирующим действи-
ем, также превосходил атропин по «противо-
судорожной» активности, что подтверждается 
в экспериментах на теплокровных животных 
при моделировании тяжелого отравления фе-
нилкарбаматом [9].

Препарат бенактизин — центральный 
М-ХБ — входил в состав первого советского 
антидота фосфорорганических отравляющих 
веществ (ФОВ) — сафолен [10]. В исследова-
нии на дафниях он предотвращал наступле-
ние АДГА практически в два раза эффектив-
нее, чем препарат сравнения атропин.



47БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 1 | 43–51

Бондаренко А.А., Горчакова Т.Л., Беспалов А.Я., Прокопенко Л.И., Шабанов П.Д.  
«Фармакологический скрининг препаратов холинергического типа действия  

с использованием биологического тест-объекта — зоогидробионтов Daphnia magna Straus»

Таблица 1. Результаты определения ЭК99 холиноблокаторов при отравлении ОИ-8, экспозиция 24 ч
Table 1. Determination of EC99 of anticholinergic drugs with OI-8 poisoning, exposure 24 h

Препарат ЛК50, мг/л

(M±m)

ЭК99, мг/л

(M±m)

ЛК50/

ЭК99

Глипин гидрохлорид 36,3±13,0 0,021±0,0047 1728,6

8-Methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl cyclopentyl (hydroxy) phenylacetate 97,7±18,1 0,42±0,093 232,6

Карамифен 181,3±47,3 0,84±0,19 215,8

Бенактизин (Амизил) 776,0±144,0 8,38±1,86 92,6

(4-Benzhydryloxy-but-2-ynyl)-diethyl-amine 18,1±4,7 0,21±0,05 86,2

Атропин 144,0±51,0 2,65±0,59 54,3

Амедин 105,5±23,4 2,10±0,47 50,2

Циклозил гидрохлорид 159,5±46,7 3,33±0,74 47,9

Хлорозил 464,0±172,0 10,55±2,34 44,0

Пентифин гидрохлорид 9,1±0,2 0,21±0,05 43,3

Диферидин гидрохлорид 362,0±94,0 12,1±2,10 29,9

Апрофен гидрохлорид 79,9±24,4 4,2±0,93 19,0

1-Cyclopentyl-1-phenyl-4-(1-pyrrolidinyl)-2-butyn-1-ol 36,2±9,4 4,2±0,93 8,6

Трибутам гидрохлорид 721,0±188,0 96,52±21,90 7,5

Педифен гидрохлорид 8,0±0,3 1,67±0,37 4,8

Примечание: ЛК50 — среднелетальная концентрация; ЭК99 — минимальная эффективная концентрация по пре-
дотвращению АДГА; ЛК50/ЭК99 — «терапевтический» интервал действия препаратов. Концентрации опреде-
ляли методом пробит-анализа.
Note: ЛК50 — median lethal concentration; ЭК99 — minimum effective concentration by AMHA prevention;  
ЛК50/ЭК99 — “therapeutic” drug action interval. Concentrations were determined by the method of probit analysis.

Таблица 2. Результаты определения индекса защиты холиноблокаторов при отравлении ОИ-8 (ЛК50=7,1±2,3 мг/л), 
экспозиция 24 ч
Table 2. Determination of the protective index of anticholinergic drugs with OI-8 poisoning (LC50=7.1±2.3 mg/l), exposure 24h

Препарат ЛК50 опыт, мг/л 
(M±m)

ИЗ 
(ЛК50 опыт/ЛК50 контроль)

Глипин гидрохлорид 56,8±18,2 8,0

(4-Benzhydryloxy-but-2-ynyl)-diethyl-amine 42,6±12,8 6,0

Атропин 34,8±9,7 4,9

Пентифин гидрохлорид 27,0±8,4 3,8

Амедин 14,0±4,5 2,0

Апрофен гидрохлорид 14,5±4,2 2,0

1-Cyclopentyl-1-phenyl-4-(1-pyrrolidinyl)-2-butyn-1-ol 14,0±4,4 2,0

Карамифен 14,2±4,1 2,0

Педифен гидрохлорид 13,9±4,2 2,0

Трибутам гидрохлорид 14,0±4,0 2,0

Хлорозил 14,5±4,6 2,0

Диферидин гидрохлорид 7,4±2,2 1,0

Циклозил гидрохлорид 7,9±2,1 1,0

Бенактизин (Амизил) 6,3±2,0 <1,0

8-Methyl-8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl cyclopentyl (hydroxy) phenylacetate 4,7±1,5 <1,0

Примечание: ЛК50 опыт — среднелетальная концентрация ОИ в присутствии тестируемого ХБ; ИЗ — индекс 
защиты. Концентрации определяли методом пробит-анализа.
Note: ЛК50 опыт — median lethal concentration of OI in the presence of the tested AD; ИЗ — protective index. 
Concentrations were determined by the method of probit analysis.
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Центральные М-ХБ амедин, циклозил, 
пентифин и периферический М-ХБ хлоро-
зил по «противосудорожной» активности 
на дафниях сопоставимы с атропином. Эти 
препараты также входили в состав разрабо-
танных ранее антидотов ФОВ [1, 11].

В табл. 2 представлены результаты опре-
деления индекса защиты холиноблокаторов 
при отравлении ОИ-8.

Представленные результаты свидетель-
ствуют, что два препарата из четырнад-
цати — глипин и (4-Benzhydryloxy-but-
2-ynyl)-diethyl-amine — имеют ИЗ выше, 
чем у атропина. Защитный эффект пенти-
фина сопоставим с действием атропина. 
Препараты амедин, апрофен гидрохлорид, 
1-Cyclopentyl-1-phenyl-4-(1-pyrrolidinyl)-
2-butyn-1-ol, карамифен, педифен гидро-
хлорид, трибутам гидрохлорид и хлорозил 
в эквитоксических концентрациях оказы-
вают одинаковое защитное действие, ко-
торое в 2–2,5 раза меньше, чем у атропина. 
Холиноблокаторы бенактизин и 8-Methyl-
8-azabicyclo[3.2.1]oct-3-yl cyclopentyl 
(hydroxy) phenylacetate защитного действия 
при отравлении обратимым ингибитором 
не оказывают.

Выводы
Защитное действие М-ХБ при отравле-

нии антихолинэстеразными веществами за-
висит от их способности блокировать пост-
синаптические М-холинорецепторы. Ранее 
было показано, что неселективный М-ХБ 
глипин обладает самой высокой констан-
той сродства к М-холинорецепторам, кото-
рая почти на порядок выше, чем у атропина, 
а сродство к М-холинорецепторам пенти-
фина сопоставимо с атропином.

Из представленных в табл. 1 и 2 данных 
следует, что глипин имеет максимальный 
индекс защиты при отравлении обратимым 
ингибитором ОИ-8 и проявляет макси-

мальную активность по предотвращению 
АДГА. При этом эффективность пенти-
фина в проводимых тестах сопоставима 
с атропином. Эффект препаратов в тесте 
по предотвращению наступления АДГА 
определяется взаимодействием нескольких 
медиаторных систем, что объясняет отсут-
ствие корреляционной зависимости между 
защитным и «противосудорожным» дей-
ствием. Препараты мультитаргетного типа 
действия, такие как М-холино- и NMDA-
блокатор карамифен, могут быть доста-
точно эффективны в тесте предупрежде-
ния АДГА у дафний и слабо эффективны 
при защите зоогидробионтов от гибели. 
Очевидно, для предотвращения необосно-
ванного исключения перспективных препа-
ратов при проведении первичного фармако-
логического скрининга холиноблокаторов 
следует проводить оба теста: по предупре-
ждению АДГА и предотвращению гибели 
дафний.

На основании представленных результа-
тов в перечень перспективных кандидатов 
для исследования на теплокровных, спе-
цифическая активность которых сопоста-
вима или превосходит эффект атропина, 
попали все отобранные ранее в экспери-
ментах на животных ХБ. Интерес для даль-
нейшего исследования специфической 
активности на млекопитающих представ-
ляет ацетиленовое производное, препарат 
(4-Benzhydryloxy-but-2-ynyl)-diethyl-amine, 
защитное и «противосудорожное» дейст-
вие которого превосходит эффекты атропи-
на. Этот ХБ, в отличие от остальных обсле-
дованных препаратов, оказывает защитное 
действие и на вторые сутки наблюдения.

Проведённое исследование подтвержда-
ет правомерность и перспективность пер-
вичного фармакологического отбора пре-
паратов холинергического типа действия 
на зоогидробионтах Daphnia magna Straus.
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ВЛИЯНИЕ КАРНОЗИНА  
НА ОКСИДАТИВНОЕ ПОВРЕЖДЕНИЕ ПОЧЕК  

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ

А.Ю. Жариков*, С.О. Филинова, О.Н. Мазко, И.П. Бобров,  
О.Г. Макарова, А.С. Кальницкий

ФГБОУ ВО «Алтайский государственный медицинский университет» Минздрава России 
656038, Российская Федерация, Барнаул, просп. Ленина, 40

В статье представлены результаты изучения влияния карнозина на оксидативное повреждение по-
чек при экспериментальном сахарном диабете. Эксперимент проведен на двух группах крыс Wistar: 
контрольная (n=8) и подопытная (n=11). В обеих группах моделировался стрептозотоциновый са-
харный диабет в течение 8 недель. Подопытным животным с 4-й по 8-ю неделю внутрижелудочно 
вводился карнозин (15 мг/кг). Определялась концентрация глюкозы, белка и экскреция креатинина 
в моче. По окончании 8 недель у крыс изымались почки для определения показателей выраженно-
сти оксидативного стресса (концентрации тиобарбитуратреактивных продуктов, общей антиокси-
дантной активности, активности каталазы, супероксиддисмутазы, глутатионпероксидазы), а также 
для проведения морфометрии размера почечных клубочков, площади сосудистого русла, капилля-
ров и мезангия в клубочках, количества подоцитов. Установлено, что после применения карнозина, 
по сравнению с контролем, концентрация тиобарбитуратреактивных продуктов была в 1,5 раза ниже 
(p<0,001), общая антиоксидантная активность и активность каталазы была выше в 2,2 (p<0,001) 
и 1,2 раза (p=0,039) соответственно. Площадь почечных клубочков и мезангия в них снизилась 
в 1,6 раза (p<0,001 и p=0,04). Суммарная площадь кровотока увеличилась в 2,4 раза (p<0,001), пло-
щадь 1 капилляра и количество подоцитов в клубочке — в 1,9 раза (p<0,001 и p=0,001). Также на-
блюдалось снижение концентрации белка в моче в 3,5 раза (p=0,007). Таким образом, ингибирова-
ние образования конечных продуктов гликирования карнозином при экспериментальном сахарном 
диабете ослабляет оксидативное повреждение почек, что сопровождается уменьшением протеину-
рии, увеличением количества подоцитов, снижением площади почечных клубочков и улучшением 
состояния сосудистой системы почечных клубочков.

Ключевые слова: сахарный диабет, оксидативное повреждение почек, конечные продукты глики-
рования, карнозин
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The article presents the results of a study into the effect of carnosine on oxidative damage to the kidneys 
in experimental diabetes mellitus. The experiment was carried out using two groups of Wistar rats: control 
(n=8) and experimental (n=11). In both groups, streptozotocin-induced diabetes mellitus was simulated for 
eight weeks. Experimental animals were intragastrically injected with carnosine (15 mg/kg) from weeks 
4 to 8. The concentration of glucose, protein and creatinine excretion in urine were determined. At the 
end of eight weeks, the kidneys were removed from the rats to determine the indicators of oxidative stress 
severity (concentration of thiobarbiturate-reactive products, total antioxidant activity, activity of catalase, 
superoxide dismutase, glutathione peroxidase) and to conduct morphometry of the size of  the renal glom-
eruli, the area of the vascular bed, capillaries and mesangium in the glomeruli, the number of podocytes. 
A comparison with the control showed the use of carnosine led to a 1.5-fold decrease in the concentration 
of thiobarbiturate-reactive products (p<0.001), a 2.2-fold increase in the total antioxidant activity (p<0.001), 
and a 1.2-fold increase in  catalase activity (p=0.039). The area of the renal glomeruli and the mesangium 
in this group decreased by 1.6 times (p<0.001 and p=0.04, respectively). The total area of blood flow in-
creased by 2.4 times (p<0.001), the area of one capillary, and the number of podocytes in the glomerulus 
increased by 1.9 times (p<0.001 and p=0.001). A 3.5-fold decrease in protein concentration in urine was 
also noted (p=0.007). Therefore, inhibition of the formation of advanced glycation end products by car-
nosine in experimental diabetes mellitus attenuates oxidative damage to the kidneys. This is evidenced 
by a decrease in proteinuria, an increase in the number of podocytes, a decrease in the area of  the renal 
glomeruli, and an improvement in the condition of the glomerular vascular system.
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Введение
Как известно, оксидативный стресс иг-

рает важную роль в развитии нефропатии 
при сахарном диабете [16, 17]. При этом 
считается, что в основе развития оксида-
тивного повреждения почечных клубочков 
могут лежать 4 возможных механизма: пря-
мое угнетение клеточных систем антиок-
сидантной защиты глюкозой и ее метабо-
литами, накопление конечных продуктов 
гликирования, активация ренин-ангиотен-
зин-альдостероновой системы, активация 
протеинкиназы C [8, 18]. Однако вопрос 
о том, какой из этих механизмов наиболее 

значим для развития патологии, остается 
нерешенным. Решение этого вопроса мог-
ло бы способствовать более эффективному 
поиску новых методов антиоксидантной 
коррекции повреждения почек при сахар-
ном диабете.

Ранее мы установили, что при примене-
нии прямого антиоксиданта α-токоферола 
ацетата оксидативный стресс в почках 
ослабляется, однако это не сопровождается 
ослаблением протеинурии и повреждения 
почечных клубочков [19]. В другом иссле-
довании нами было показано, что на фоне 
применения блокатора минералокортико-
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идных рецепторов эплеренона возникает 
нефропротекторное действие, но при этом 
активность процесса свободнорадикально-
го окисления (СРО) в почках не снижается, 
а, напротив, увеличивается [1].

В настоящем исследовании мы решили 
изучить эффективность фармакологиче-
ской нефропротекции при эксперименталь-
ном сахарном диабете (СД) посредством 
ингибирования образования конечных про-
дуктов гликирования. Для этого в качестве 
фармакологического «инструмента» был 
использован дипептид карнозин. По сов-
ременным представлениям, карнозин мо-
жет ингибировать образование конечных 
продуктов гликирования посредством 4-х 
механизмов [9, 14]. Во-первых, под его 
влиянием происходит восстановление на-
тивного белка из основания Шиффа за счет 
эффекта трансгликирования. Данный ме-
ханизм основан на нуклеофильной атаке 
карнозина на предварительно образован-
ный альдозамин, такой как глюкозилли-
зин, с образованием глюкозилкарнозина. 
Карнозин также может ингибировать обра-
зование конечных продуктов гликирования 
посредством хелатирования ионов метал-
лов, катализирующих реакции окисления. 
Кроме того, карнозин может оказывать 
гипогликемическое действие и способен 
детоксицировать активные карбонильные 
соединения — предшественники конечных 
продуктов гликирования.

Цель исследования — изучить влияние 
карнозина на оксидативное повреждение 
почек при экспериментальном сахарном 
диабете для оценки эффективности фарма-
кологической нефропротекции посредст-
вом ингибирования образования конечных 
продуктов гликирования.

Материалы и методы
Исследование было проведено на 19 сам-

цах крыс Wistar в возрасте 3–4 мес. массой 
300–430 г, выращенных в виварии отделе-

ния генетики животных и человека ФИЦ 
«Институт цитологии и генетики» СО РАН 
(г. Новосибирск). Экспериментальные жи-
вотные содержались в индивидуальных 
клетках метаболического типа, приспо-
собленных для сбора мочи. Питание крыс 
осуществлялось в соответствии со стан-
дартной лабораторной диетой, количество 
воды для питья ad libitum. Эксперимент 
проводился на основании протокола Ло-
кального этического комитета ФГБОУ ВО 
«Алтайский государственный медицинский 
университет» Минздрава России.

Лабораторные животные были разделены 
на две группы: контрольная группа (8 крыс) 
и подопытная группа (11 крыс), в которых 
осуществлялось 8-недельное моделирова-
ние стрептозотоцинового СД. Для моде-
лирования СД крысам внутрибрюшинно 
однократно вводился 1 мл р-ра стрептозо-
тоцина в цитратном буфере в дозе 65 мг/кг. 
Для более селективного моделирования СД 
II типа крысам обеих групп предваритель-
но вводился внутрибрюшинно р-р цитоф-
лавина из расчета дозировки никотинамида  
115 мг/кг [2]. При этом животным под-
опытной группы ежедневно с 4-й по 8-ю 
неделю внутрижелудочно через зонд вво-
дился карнозин в дозе 15 мг/кг. Химически 
чистый карнозин (чистота не менее 98%) 
был предоставлен ЗАО «Эвалар» (Россия). 
Данная доза карнозина была выбрана пу-
тем сопоставления с результатами наших 
предыдущих экспериментов, в которых 
была выявлена высокая фармакологиче-
ская активность карнозина в коррекции 
уратной нефропатии (патент РФ № 2762139 
от 16.12.2021).

Перед началом эксперимента, а затем 
в конце 4-й и 8-й недели исследования осу-
ществлялся сбор суточной мочи лаборатор-
ных животных для определения концент-
рации глюкозы и белка, а также суточной  
экскреции креатинина. В качестве лабо-
раторного оборудования был использо-
ван анализатор биохимический CS-T240 
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(“DIRUI Industrial Co., Ltd”, Китай), а также 
наборы реагентов «Диакон-ДС» (Россия).

По окончании 8 недель эксперимента 
производилась эвтаназия лабораторных 
животных с применением эфира диэтило-
вого с последующим изъятием обеих почек, 
одна из которых направлялась на определе-
ния показателей активности процесса СРО, 
а другая — для проведения морфологиче-
ских исследований.

Уровень окислительного стресса в ткани 
почек оценивали по показателям активнос-
ти прооксидантной системы (концентра-
ции тиобарбитуратреактивных продуктов 
(ТБРП)) и общей прооксидантной актив-
ности (ОПА) и антиоксидантной системы 
(активности каталазы (КАТ), супероксид-
дисмутазы (СОД) и глутатионпероксидазы 
(ГПО). Определение проводились в соот-
ветствии с апробированными ранее мето-
диками [4]. Морфологические исследова-
ния также проводили по апробированной 
ранее методике [3]. Статистическая об-
работка экспериментальных данных про-
водилась с использованием программы 
Statistica 12.0, адаптированной для опера-
ционной системы Windows. Результаты био- 
химических исследований представлены 
медианой и интраквартильным размахом 
(Me (25%;75%)). Результаты морфометри-
ческих исследований представлены в виде 
среднего и стандартной ошибки среднего 
(M±m). Статистическая значимость раз-
личий между независимыми выборками 
определялась с использованием непара-

метрического критерия Манна — Уитни, 
а зависимых выборок — с применением 
непараметрического критерия Вилкоксона. 
Статистическая значимость отличий при-
знавалась при значении p<0,05.

Результаты исследований
В результате проведенных эксперимен-

тов установлено, что концентрация ТБРП 
в гомогенате почек крыс подопытной груп-
пы была в 1,5 раза ниже, чем в контроль-
ной группе (табл. 1). При этом ОАА уве-
личилась по сравнению с контрольной 
группой в 2,2 раза. Активность каталазы 
увеличилась по сравнению с контрольной 
группой в 1,2 раза. Активность СОД и ГПО 
между группами не различалась (в таблице 
не представлено).

По результатам исследования биохимиче-
ских показателей функции почек оказалось, 
что к концу 4-й недели моделирования СД 
в обеих группах наблюдался статистиче-
ски значимый рост концентрации глюкозы 
в моче. Однако затем на фоне 4-недельного 
введения карнозина концентрация глюкозы 
в моче крыс подопытной группы статисти-
чески значимо снизилась, будучи к концу 
эксперимента в 4,3 раза ниже исходного по-
казателя и в 10,2 раза — показателя, зафик-
сированного в контрольной группе (табл. 2).

Кроме того, к концу эксперимента в моче 
крыс подопытной группы было выявлено 
статистически значимое снижение концент-
рации белка: относительно исходного уров-
ня — в 3,8 раза, относительно контрольной 

Таблица 1. Показатели активности процесса свободнорадикального окисления в гомогенате почек эксперимен-
тальных крыс (Me (25%;75%))
Table 1. Indicators of the activity of the free radical oxidation process in the kidney homogenate in experimental rats  
(Me (25%; 75%))

Группа ТБРП, мг/г ОАА, % Каталаза, %

Контрольная
(n=8)

6,2
(5,4;7,2)

30,1
(22,8;39,7)

10,3
(5,9;12,1)

Подопытная
(n=11)

4,2
(2,2;4,7)
p<0,001

66,4
(64,6;69,2)

p<0,001

12,4
(11,1;13,6)

p=0,039

Примечание: p — показатель уровня статистической значимости межгрупповых различий.
Note: p — statistical significance of intergroup differences.
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группы — 3,5 раза. Уровень экскреции кре-
атинина не имел статистически значимых 
различий (в таблице не представлено).

Проведенное морфологическое исследо-
вание показало, что в контрольной группе 
в почечных клубочках было выявлено рас-
ширение межкапиллярного пространства 
за счет разрастания ШИК-позитивной со-
единительной ткани и увеличения площади 
мезангия. Просветы капилляров клубочков 
были сужены, базальные мембраны капил-
ляров утолщены. Капсулы клубочков были 
утолщены. Подоциты увеличены в разме-
рах, c набухшими ядрами. В интерстиции 
почки встречались очаги нефросклероза, 
в таких участках отмечались утолщен-
ные базальные мембраны канальцев. 
Нефроциты канальцев были уплощены, 
просвет канальцев расширен. Канальцы 
были кистозно расширены. Большинство 
нефроцитов находилось в состоянии гиали-
ново-капельной дистрофии. На некоторых 
участках определялась лимфоплазмоцитар-
ная инфильтрация. Гистологическая кар-
тина выявленных изменений представлена 
на рис. 1.

На этом фоне, как это следует из рис. 1, 
в почечных клубочках крыс под-опыт-
ной группы, получавших карнозин, было 
выявлено слабовыраженное очаговое 
расширение межкапиллярного про-
странства и незначительное отложение 
ШИК-позитивного материала в мезангии. 
Просветы капилляров клубочков преиму-
щественно были широкими, отмечалось 
полнокровие капилляров. Подоциты были 
небольшого размера, c округлыми ядрами 
небольшого размера. В интерстиции почки 
явления нефросклероза были минимальны. 
Морфологическое строение нефроцитов 
приближалось к норме, явления гиалино-
во-капельной дистрофии на большинстве 
участков отсутствовали.

При проведении морфометрии, резуль-
таты которой представлены в табл. 3, было 
выявлено статистически значимое умень-
шение площади почечных клубочков у крыс 
подопытной группы (рис. 1d) относительно 
контрольной группы (рис. 1c) в 1,6 раза. 
Площадь мезангия в клубочках на фоне 
применения карнозина также снижалась 
в 1,6 раза (рис. 2c, f). При этом в контроль-

Таблица 2. Показатели экскреторной функции почек экспериментальных крыс (Me (25%; 75%))
Table 2. Indicators of the excretory kidney function in experimental rats (Me (25%; 75%))

Период Концентрация глюкозы, ммоль/л Концентрация белка, г/л

Контроль Опыт Контроль Опыт

И/у 2,3
(2,1;2,4)

(n=8)

1,7
(0,9;2,0)

13,3
(11,0;15,9)

(n=8)

12,5
(10,6;14,9)

4-я 
неделя

5,7
(3,2;15,9)
pи/у=0,017

(n=8)

4,3
(3,0;6,1)

pи/у=0,006

12,1
(7,9;18,5)

(n=8)

14,8
(8,5;17,3)

8-я 
неделя

4,1
(1,8;26,8)

(n=8)

0,4
(0,2;1,5)

pи/у=0,033
pк=0,003

11,7
(5,9;14,8)

(n=8)

3,3
(2,3;5,9)

pи/у=0,003
pк=0,007

Примечание: и/у — исходный уровень значения показателя до начала моделирования стрептозотоцинового 
сахарного диабета, данные представлены в виде медианы и интраквартильного размаха (Me (25%;75%)), pи/у  — 
показатель уровня статистической значимости различий показателя относительно его исходного уровня, pк — 
показатель уровня статистической значимости межгрупповых различий.
Note: и/у — initial level of the indicator value before the modeling of streptozotocin diabetes mellitus, the data are 
presented in the form of median and intraquartile range (Me (25%; 75%)), pи/у – statistical significance of differences in 
the indicator relative to its initial level, pк – statistical significance of intergroup differences.
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Рис. 1. Ткань почек экспериментальных крыс. Окраска гематоксилином и эозином.
Примечание: а — ув. ×400, гиалиново-капельная дистрофия нефроцитов в контрольной группе крыс; b —  
ув. ×400, отсутствие дистрофических изменений в подопытной группе крыс; c — ув. ×100, контрольная группа 
крыс, клубочки увеличены в размерах; d — ув. ×100, подопытная группа крыс, размеры клубочков уменьшены.
Fig. 1. Kidney tissue of experimental rats. Staining with hematoxylin and eosin.
Note: a — magn.×400, hyaline-drop nephrocyte dystrophy in the control group of rats; b — magn.× ×400, absence 
of dystrophic changes in the experimental group of rats; c — magn.×100, control group of rats, glomeruli increased 
in size; d — magn.×100, experimental group of rats, glomerular sizes decreased.

а

b

c

d

Таблица 3. Морфометрические показатели почек экспериментальных крыс (M±m)
Table 3. Morphometric parameters of experimental rat kidneys (M±m)

Группа Площадь 
почечных 

клубочков, мкм2

Средняя 
суммарная 
площадь 
сосудов  

в клубочке, 
мкм2

Средняя 
площадь 
просвета  

1 капилляра  
в клубочке, 

мкм2

Площадь 
мезангия  

в клубочках, 
мкм2

Количество 
подоцитов  
в клубочке

Контрольная 10470,5±735,6 1289,4±109,8 24,0±1,2 7158,2±858,8 9,2±1,0

Подопытная 6447,2±309,6
p<0,001

3064,2±29,8
p<0,001

45,8±2,0 
p<0,001

4452,3±304,6 
p=0,04

17,8±1,4
p=0,001

Примечание: p — уровень статистической значимости межгрупповых различий морфометрических показа-
телей.
Note: p — statistical significance of intergroup differences in morphometric indicators.
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Рис. 2. Компьютерный анализ площади сосудов и мезангия в почечных клубочках. Ув. ×400.
Примечание: а — ШИК-реакция по Мак-Манусу, контрольная группа крыс; b — капилляры клубочка (красные) 
в контрольной группе крыс; c — мезангиум клубочка (черный) в контрольной группе крыс; d — ШИК-реакция 
по  Мак-Манусу, подопытная группа крыс; e — капилляры клубочка (красные) в подопытной группе крыс; f — 
мезангиум клубочка (черный) в подопытной группе крыс.
Fig. 2. Computer analysis of the area of blood vessels and mesangia in the renal glomeruli. Magnification ×400.
Note: a — CHIC-McManus reaction, control group of rats; b — glomerular capillaries (red) in the control group of rats; c — 
glomerular mesangium (black) in the control group of rats; d — CHIC-McManus reaction, experimental group of rats; e — glo-
merular capillaries (red) in the experimental group of rats; f — glomerular mesangium (black) in the experimental group of rats.

a

d

b

e

c

f

ной группе было зафиксировано разраста-
ние ШИК-позитивной ткани в клубочках 
(рис. 2a), которое в подопытной группе 
было незначительным (рис. 1d). Кроме того, 
суммарная площадь сосудистого русла 
и площадь 1 капилляра в почечных клубоч-
ках крыс, получавших карнозин (рис. 2e), 
статистически значимо увеличились отно-
сительно контроля (рис. 2b) в 2,4 и 1,9 раза 
соответственно. Количество подоцитов 
в клубочках пролеченных животных было 
больше, чем в контроле, в 1,9 раза.

Обсуждение результатов
Таким образом, по результатам проведен-

ного исследования установлено, что дли-
тельное применение карнозина в условиях 
экспериментального стрептозотоцинового 
СД сопровождалось уменьшением актив-

ности процесса свободнорадикального 
окисления в почках, ослаблением повре-
ждения почечных клубочков, нормализа-
цией структуры и количества подоцитов 
и снижением концентрации белка в моче.

Сегодня хорошо известно, что карно-
зин — дипептид с антиоксидантными 
свойствами, который ингибирует карбо-
нилирование и гликозилирование белков, 
предотвращая образование конечных про-
дуктов гликирования [14]. По-видимому, 
такой эффект карнозин проявлял и в имев-
ших место условиях нашего эксперимен-
та. Существуют данные, показывающие, 
что применение карнозина в условиях экс-
периментального стрептозотоцинового СД 
в крови крыс приводит к снижению актив-
ных форм кислорода и конечных продуктов 
гликирования [6]. В наших экспериментах 
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также наблюдалось выраженное антиокси-
дантное действие в почках, о чем свиде-
тельствовали 1,5-кратное уменьшение кон-
центрации ТБРП и двукратный рост ОАА 
при сопутствующем росте активности ка-
талазы в 1,2 раза.

Применение карнозина сопровождалось 
существенными благоприятными изме-
нениями в состоянии почечных клубоч-
ков, что подтвердили морфологические 
исследования: происходила нормализация 
структуры клубочка и наблюдался почти 
двукратный рост количества подоцитов 
относительно контрольной группы. Роль 
повреждения подоцитов в развитии диабе-
тической нефропатии сегодня хорошо из-
вестна [5]. Подоциты представляют собой 
высокоспециализированные эпителиаль-
ные клетки, покрывающие внешний слой 
базальной мембраны клубочков. Подоциты 
служат конечным барьером для потери бел-
ка с мочой благодаря специальному форми-
рованию и поддержанию ножных отростков 
и расположенной между ними щелевой ди-
афрагмы. При диабетической нефропатии, 
посредством различных механизмов, в т.ч. 
и под влиянием активных форм кислорода, 
происходят функциональные и морфологи-
ческие изменения подоцитов, в основном 
включая гипертрофию подоцитов, эпите-
лиально-мезенхимальную трансдиффе-
ренцировку, отслойку и апо-птоз подоци-
тов, что приводит к нарушенью барьерной 
функции почечного клубочка и развитию 
протеинурии [10, 12, 14]. В наших экспе-
риментах на фоне нормализации структуры 
и количества подоцитов в моче крыс по-
допытной группы существенно снижалась 
концентрация белка, что хорошо согласует-
ся с выявленными у этих животных измене-
ниями структуры почечного клубочка.

Несколько неожиданным стало выяв-
ленное понижение концентрации глюкозы 
в моче крыс подопытной группы, чего из-
начально не предполагалось. Существуют 
сведения, что карнозин при СД, нейтрали-
зуя глюколипотоксичные радикалы, уси-
ливает секрецию инсулина и поглощение 
глюкозы [11]. Кроме того, установлено, 
что карнозин защищает β-клетки подже-
лудочной железы от оксидативного повре-
ждения [15].

В заключение отметим, что результаты 
проведенного исследования вносят вклад 
в решение поставленного в начале работы 
вопроса: какой из механизмов внутрипо-
чечной оксидации наиболее значим для раз-
вития патологии и на какие мишени должно 
быть направлено фармакологическое воз-
действие для более эффективной коррекции 
диабетической нефропатии? Совокупность 
результатов, полученных нами ранее [1, 19], 
и результатов настоящего исследования 
указывает на то, что наибольшее значение 
в развитии оксидативного стресса, приво-
дящего к повреждению почек, имеет обра-
зование конечных продуктов гликирования, 
которые следует рассматривать в качестве 
наиболее перспективной мишени для раз-
работки новых методов таргетной фарма-
кологической коррекции диабетической 
нефропатии.

Выводы
Применение карнозина при экспери-

ментальном сахарном диабете приводит 
к ослаблению оксидативного повреждения 
почек, что сопровождается уменьшением 
протеинурии, увеличением количества по-
доцитов, снижением площади почечных 
клубочков и улучшением состояния сосу-
дистой системы почечных клубочков.
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ВЛИЯНИЕ ГЛИПРОЛИНОВ  
НА ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ  

И БЕЛКОВ В ГИПОТАЛАМИЧЕСКОЙ ОБЛАСТИ 
В УСЛОВИЯХ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО ГИПЕРТИРЕОЗА

М.У. Сергалиева*, А.А. Цибизова, М.А. Самотруева
ФГБОУ ВО «Астраханский государственный медицинский университет» Минздрава России 

414000, Российская Федерация, Астрахань, ул. Бакинская, 121

Настоящее исследование посвящено изучению влияния нейропептидов глипролинового ряда на пе-
рекисное окисление липидов и белков в гипоталамической области головного мозга крыс в усло-
виях экспериментального гипертиреоза. Состояние гипертиреоза у животных моделировали путем 
внутрижелудочного введения пентагидрата натриевой соли L-тироксина в дозе 150 мкг/кг в те-
чение 21 дня. Были сформированы экспериментальные группы (n=10): 1) контрольная группа —  
интактные животные (контроль); 2) животные, получавшие пентагидрат натриевой соли L-тирок-
сина (гипертиреоз); 3) крысы, получавшие Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro (селанк); 4) особи, получав-
шие Pro-Gly-Pro (в дозах 87 и 33 мкг/кг/сут соответственно) внутрибрюшинно ежедневно в течение 
21 дня начиная через сутки после последнего введения пентагидрата натриевой соли L-тироксина. 
Об уровне процессов перекисного окисления липидов судили по содержанию в гомогенате ткани 
гипоталамической области исходного уровня ТБК-реактивных продуктов, показателям скорости 
спонтанного и аскорбатзависимого перекисного окисления липидов. Продукты перекисного окис-
ления белков определяли по реакции взаимодействия окисленных аминокислотных остатков белков 
с 2,4-динитрофенилгидразоном. Оценку ферментативного звена антиоксидантной системы гипота-
ламической области осуществляли, определяя активность супероксиддисмутазы и каталазы.
На фоне введения соединений Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro и Pro-Gly-Pro в условиях эксперимен-
тального гипертиреоза установлено уменьшение интенсивности процессов перекисного окисления 
липидов, белков и восстановление уровней активности антиоксидантных ферментов — супероксид-
дисмутазы и каталазы в ткани гипоталамической области. Полученные экспериментальные данные 
свидетельствуют о том, что в условиях экспериментального гипертиреоза соединения Thr-Lys-Pro-
Arg-Pro-Gly-Pro и Pro-Gly-Pro проявляют антиоксидантную и антирадикальную активность в отно-
шении параметров липопероксидации и окислительной модификации белков, а также ферментатив-
ных систем защиты в ткани гипоталамической области головного мозга лабораторных животных.

Ключевые слова: гипертиреоз, глипролины, селанк, антиоксидантная активность, антирадикаль-
ная активность
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EFFECTS OF GLYPROLINS ON LIPID AND PROTEIN 
PEROXIDATION IN THE HYPOTHALAMIC REGION  

IN EXPERIMENTAL HYPERTHYROIDISM

Mariyam U. Sergalieva*, Aleksandra A. Tsibizova, Marina A. Samotrueva
Astrakhan State Medical University of the Ministry of Health Care of Russia 

414000, Russian Federation, Astrakhan, Bakinskaya Str., 121

We investigate effects of glyproline-type neuropeptides on lipid and protein peroxidation in the hypotha-
lamic brain region of rats under the conditions of experimental hyperthyroidism. The state of hyperthy-
roidism in animals was simulated by intragastric administration of sodium pentahydrate of L-thyroxine 
at a dose of 150 µg/kg for 21 days. The following experimental groups (n=10) were formed: 1) control 
group — intact animals (control); 2) animals treated with L-thyroxine sodium salt pentahydrate (hyperthy-
roidism); 3) animals treated with Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro (celank); 4) animals treated with Pro-Gly-
Pro (doses of 87 and 33 µg/kg/day, respectively) intraperitoneally daily during 21 days starting one day 
after the last administration of sodium pentahydrate of L-thyroxine. The level of lipid peroxidation process-
es was assessed by  the initial level of TBA-reactive products, spontaneous and ascorbate-dependent lipid 
peroxidation rates in hypothalamic tissue homogenate. Protein peroxidation products were determined 
by the reaction between oxidized amino acid residues of proteins and 2,4-dinitrophenylhydrazone. The 
enzymatic part of the antioxidant system of hypothalamic region was estimated by measuring the activity 
of superoxide dismutase and catalase. In the setting of Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro and Pro-Gly-Pro ad-
ministration under experimental hyperthyroidism, the intensity of lipid and protein peroxidation processes 
was decreased, while the activity of antioxidant enzymes-superoxide dismutase and catalase was restored 
in the hypothalamic tissue. The experimental data obtained indicate that, under the conditions of experi-
mental hyperthyroidism, Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro and Pro-Gly-Pro compounds exhibit an antioxidant 
and antiradical activity with respect to parameters of lipoperoxidation and oxidative modification of pro-
teins, as well as with respect to enzymatic defense systems in the hypothalamic brain region of laboratory 
animals.

Keywords: hyperthyroidism, glyprolines, selank, antioxidant activity, antiradical activity
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.
For citation: Sergalieva M.U., Tsibizova A.A., Samotrueva M.A. Effects of Glyprolins on Lipid 
and Protein Peroxidation in the Hypothalamic Region in Experimental Hyperthyroidism. Journal Biomed. 
2024;20(1):62–72. https://doi.org/10.33647/2074-5982-20-1-62-72

Submitted 09.03.2023
Revised 07.10.2023
Published 10.03.2024

Введение
Дисфункция щитовидной железы (ЩЖ) 

на сегодня относится к одной из значи-
мых патологий эндокринной системы [17]. 
Доказано, что патологические нарушения 
в ЩЖ приводят к функциональным из-
менениям различных систем организма: 
нервной, иммунной, сердечно-сосудистой, 
антиоксидантной и др. [2, 6]. Тиреоидные 
гормоны, выделяемые ЩЖ, являются важ-

ными модификаторами метаболизма, ко-
торые активируют окислительно-восста-
новительные реакции, влияют на скорость 
потребления кислорода и на все виды об-
мена (углеводный, жировой, водно-соле-
вой, белковый, энергетический), а также 
обладают способностью влиять на синтез, 
мобилизацию, фрагментацию и уровень 
липидов. Установлено, что высокие кон-
центрации тиреоидных гормонов повыша-
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ют потребность тканей в кислороде, сти-
мулируют рост и дифференцировку клеток, 
образование свободных радикалов в мито-
хондриях, что приводит к окислительному 
повреждению тканей в результате повы-
шенного производства активных форм кис-
лорода [3, 19].

Установлено, что патология щитовидной 
железы часто сопровождается дисфункци-
ей гипоталамической области головного 
мозга. Доказано, что тиреоидные гормоны 
посредством отрицательной и положитель-
ной связи оказывают непосредственное 
влияние на гипоталамус, в результате чего 
нарушается координация взаимодействия 
эндокринных, нейропсихических и веге-
тативных реакций, что демонстрируется 
при гипертиреозе [2, 20].

Учитывая влияние избыточного уровня 
тиреоидных гормонов ЩЖ на механизм 
развития различных патологических нару-
шений, возникает необходимость поиска 
и изучения средств коррекции антиокси-
дантного статуса организма [20].

В последнее время пристальное внима-
ние среди исследователей уделяется пре-
паратам пептидной природы, целесообраз-
ность применения которых обоснована их 
широким спектром фармакологической 
активности. В экспериментах на крысах об-
наружено, что препарат «Селанк» и соеди-
нения Рro-Glу-Рro-Lеu и Рro-Glу-Рro в усло-
виях стресса обладают антиоксидантными 
свойствами [8, 10]. Однако, несмотря на до-
статочное количество работ, посвященных 
изучению фармакологических свойств гли-
пролинов, остается очевидной необходи-
мость проведения дополнительных экспе-
риментальных исследований по изучению 
их влияния на антиоксидантный статус 
в условиях экспериментальной патологии 
щитовидной железы.

Целью исследования явилось изучение 
влияния глипролинов на перекисное окис-
ление липидов и белков в гипоталамиче-

ской области головного мозга в условиях 
экспериментального гипертиреоза.

Материалы и методы
Изучение влияния глипролиновых сое-

динений на перекисное окисление липидов 
(ПОЛ) и белков (ПОБ) в ткани гипоталами-
ческой области головного мозга проводи-
лось на белых крысах-самцах 6–8-месяч-
ного возраста в соответствии с правилами 
лабораторной практики (ГОСТ З 51000.3-96 
и 51000.4-96). Все манипуляции с животны-
ми проводили в соответствии с требовани-
ями Директивы Европейского парламента 
и Совета Европейского союза по охране 
животных, используемых в научных це-
лях (2010/63/EU), правилами, принятыми 
«Международной конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и научных целей» 
(Страсбург, 1986). Исследования одобрены 
этическим комитетом ФГБОУ ВО АстГМУ 
Минздрава России. Экспериментальный ги-
пертиреоз моделировали путем внутрижелу-
дочного введения пентагидрата натриевой 
соли L-тироксина фирмы «Sigma» (США) 
в дозе 150 мкг/кг в течение 21 дня. Доза пен-
тагидрата натриевой соли L-тироксина вы-
брана в результате предварительных исследо-
ваний как наиболее активная. Лабораторных 
животных разделяли на группы (n=10): 
1) контрольная группа — интактные живот-
ные (контроль); 2) животные, получавшие 
пентагидрат натриевой соли L-тироксина 
(гипертиреоз); 3) крысы, получавшие Thr-
Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro (селанк); 4) осо-
би, получавшие Pro-Gly-Pro в дозах 87 
и 33 мкг/кг/сут соответственно внутрибрю-
шинно ежедневно в течение 21 дня начи-
ная через 1 сут. после последнего введения 
пентагидрата натриевой соли L-тироксина. 
Глипролиновые соединения вводили в дозе 
1/10 от их молекулярной массы.

Развитие тиреопатологии подтверждали, 
оценивая концентрацию свободных тирокси-
на (Т4), трийодтиронина (Т3), тиреотропного 
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гормона (ТТГ) в сыворотке крови, поведе-
ние животных, измеряя массу тела подопыт-
ных животных, частоту сердечных сокра-
щений (ЧСС), ректальную температуру.

После выведения животных из экспери-
мента извлекали головной мозг для после-
дующей гомогенизации, экстрагирования 
ткани в гипоталамической области и био-
химического анализа. Об уровне процессов 
ПОЛ судили по содержанию в гомогенате 
ткани гипоталамической области исходно-
го уровня ТБК-реактивных продуктов (ком-
плекс продуктов ПОЛ с 2-тиобарбитуровой 
кислотой), скоростей спонтанного и аскор-
батзависимого ПОЛ. Содержание продук-
тов ПОЛ оценивали спектрофотометриче-
ским методом, основанным на определении 
малонового диальдегида, образующего ро-
зовый триметиновый комплекс при взаимо-
действии с ТБК, на спектрофотометре ПЭ-
5400В (Россия) при длине волны 532 нм [1].

Продукты ПОБ в ткани гипоталами-
ческой области определяли по реакции 
взаимодействия окисленных аминокис-
лотных остатков белков с 2,4-динитрофе-
нилгидразоном (2-ДФГ). Регистрировали 
первичные — альдегидфенилгидразоны 
(АФГ) при λ=270 нм и вторичные — кетон-
фенилгидразоны (КФГ) продукты реакции 
при λ=363 и 370 нм [4].

Оценку ферментативного звена анти-
оксидантной системы гипоталамической 
области осуществляли, определяя актив-
ность супероксиддисмутазы (СОД) и ка-
талазы. Активность СОД регистрировали 
по интенсивности ингибирования источ-
ником фермента восстановления нитроси-
него тетразолия при λ=540 нм [9]. Уровень 
активности каталазы определяли спектро-
фотометрическим методом при λ=410 нм, 
принцип которого основан на способности 
перекиси водорода образовывать с солями 
молибдена стойкий окрашенный комплекс 
[5]. Измерения фиксировали на спектрофо-
тометре ПЭ-5400В (Россия).

Статистическую обработку получен-
ных результатов проводили с помощью 
пакета программ Exсel и программно-
го обеспечения Biostat (AnalystSoft Inc., 
Канада) с учетом критерия Манна–Уитни. 
Различия считали статистически значимы-
ми при p≤0,05.

Результаты и их обсуждение
При проведении исследования развитие 

гипертиреоза подтверждалось увеличени-
ем в сравнении с интактным контролем 
уровней Т3 — в 1,6 раза (p≤0,01) и Т4 — 
в 2,4 раза (p≤0,01); снижением уровня ТТГ 
в 2,6 раза (p≤0,05), а также агрессивным 
поведением грызунов, что проявлялось 
в формировании межсамцовых конфрон-
таций; видимыми изменениями шерстяно-
го покрова; снижением массы тела на 30% 
(p≤0,05); увеличением ЧСС на 42% (p≤0,01) 
и повышением ректальной температуры 
(достигала 39,3±0,2°С).

Накопленные научные данные свидетель-
ствуют о том, что гиперметаболическое 
состояние при гипертиреозе связано с уве-
личением производства свободных радика-
лов и уровня перекиси липидов. В нашем 
исследовании у крыс с моделью гиперти-
реоза наблюдалось увеличение продуктов 
липопероксидации в ткани гипоталами-
ческой области: исходный уровень ТБК-
реактивных продуктов на 46% (p≤0,01), 
скорости спонтанного и аскорбатзависимо-
го ПОЛ — на 67% (p≤0,01) и 48% (p≤0,05) 
соответственно по сравнению с группой 
«контроль» (рис. 1а).

Выявлено, что введение Thr-Lys-Pro-
Arg-Pro-Gly-Pro и Pro-Gly-Pro в условиях 
экспериментального гипертиреоза привело 
к повышению в ткани гипоталамической 
области исходного уровня ТБК-реактивных 
продуктов на 27% (p≤0,05) и 15% (p≥0,05), 
скорости спонтанного ПОЛ на 39% (p≤0,01) 
и 22% (p≤0,05), скорости аскорбатзависи-
мого ПОЛ на 37% и 27% (p≤0,05) соответ-
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Рис. 1. Влияние глипролинов на показатели перекисного окисления липидов в гипоталамической области голов-
ного мозга крыс в условиях экспериментального гипертиреоза (а — сравнение групп «контроль» и «гипертире-
оз»; б — сравнение групп «гипертиреоз» и «гипертиреоз + Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro»; в — сравнение групп 
«гипертиреоз» и «гипертиреоз + Pro-Gly-Pro»).
Примечание: * — p≤0,05; ** — p≤0,01 — относительно контроля; # — p≤0,05; ## — p≤0,01 — относительно 
гипертиреоза.
Fig. 1. Effect of glyprolins on lipid peroxidation in the hypothalamic region of the rat brain under experimental hyper-
thyroidism (a — comparison of “control” and “hyperthyroidism” groups ; б — comparison of “hyperthyroidism” and 

“hyperthyroidism + Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro” groups; в — comparison of “hyperthyroidism” and “hyperthyroid-
ism + Pro-Gly-Pro” groups).
Note: * — p≤0.05; ** — p≤0.01 — relative to control; # — p≤0.05; ## — p≤0.01– relative to hyperthyroidism.

а

б

в
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Рис. 2. Влияние глипролинов на показатели перекисного окисления белков в гипоталамической области головно-
го мозга крыс в условиях экспериментального гипертиреоза (а — сравнение групп «контроль» и «гипертиреоз»; 
б — сравнение групп «гипертиреоз» и «гипертиреоз + Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro»; в — сравнение групп «ги-
пертиреоз» и «гипертиреоз + Pro-Gly-Pro»).
Примечание: * — p≤0,05; ** — p≤0,01 — относительно контроля; # — p≤0,05; ## — p≤0,01 — относительно 
гипертиреоза.
Fig. 2. Effect of glyprolins on protein peroxidation in the hypothalamic region of the rat brain under experimental 
hyperthyroidism (a — comparison of “control” and “hyperthyroidism” groups; б — comparison of “hyperthyroidism” 
and “hyperthyroidism + Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro” groups; в — comparison of “hyperthyroidism” and “hyperthy-
roidism + Pro-Gly-Pro” groups).
Note: * — p≤0.05; ** — p≤0.01 — relative to control; # — p≤0.05; ## — p≤0.01 — relative to hyperthyroidism.
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Рис. 3. Влияние глипролинов на показатели ферментативного звена в гипоталамической области головного 
мозга крыс в условиях экспериментального гипертиреоза (а — сравнение групп «контроль» и «гипертиреоз»; 
б — сравнение групп «гипертиреоз» и «гипертиреоз + Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro»; в — сравнение групп «ги-
пертиреоз» и «гипертиреоз + Pro-Gly-Pro»).
Примечание: * — p≤0,05; ** — p≤0,01 — относительно контроля; # — p≤0,05; ## — p≤0,01– относительно 
гипертиреоза.
Fig. 3. The effect of glyprolins on the parameters of the enzymatic link in the hypothalamic region of the rat brain under 
conditions of experimental hyperthyroidism (a — comparison of “control” and “hyperthyroidism” groups; б — compar-
ison of “hyperthyroidism” and “hyperthyroidism + Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro” groups; в — comparison of “hyper-
thyroidism” and “hyperthyroidism + Pro-Gly-Pro” groups).
Note: * — p≤0.05; ** — p≤0.01 — relative to control; # — p≤0.05; ## — p≤0.01 — relative to hyperthyroidism.
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ственно относительно группы «гипертире-
оз» (рис. 1б, в).

Влияние глипролинов на показатели ПОБ 
в гипоталамической области в условиях 
экспериментального гипертиреоза показа-
но на рис. 2. Развитие экспериментального 
гипертиреоза привело к повышению пока-
зателей ПОБ — в частности, АФГ на 84% 
и КФГ — на 89% (p≤0,01) по сравнению 
с контрольными значениями (рис. 2а).

Установлено, что применение соедине-
ний Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro и Pro-
Gly-Pro на фоне экспериментального ги-
пертиреоза способствовало снижению 
содержания в ткани гипоталамической 
зоны АФГ на 37% (p≤0,05) и 17% (p≥0,05) 
и КФГ — на 45% (p≤0,01) и 27% (p≤0,05) 
соответственно в сравнении с животными 
группы «гипертиреоз» (рис. 2б, в).

Доказано, что свободные радикалы кисло-
рода образуются в процессе окислительного 
метаболизма и контролируются фермента-
тивными и неферментативными система-
ми. СОД и каталаза являются основными 
внутриклеточными ферментативными си-
стемами защиты от свободных радикалов 
и производных кислорода. При оценке ре-
зультатов, полученных в ходе исследования, 
выявлено снижение уровней активности 
антиоксидантных ферментов в ткани гипо-
таламической области на фоне гипертире-
оза. Так, у животных с моделью экспери-
ментального гипертиреоза уменьшились 
уровни активности СОД на 36% и катала-
зы — на 38% (p≤0,01) относительно кон-
трольных особей (рис. 3а).

Курсовое введение глипролиновых сое-
динений в условиях экспериментального 
гипертиреоза способствовало увеличению 
уровней активности антиоксидантных фер-
ментов. Так, в группе крыс, получавших 
Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro и Pro-Gly-Pro, 
наблюдалось повышение уровней СОД 
на 53% (p≤0,01) и 44% (p≤0,05) и каталазы 
на 54% (p≤0,05) и 18% (p≥0,05) соответст-

венно относительно группы «гипертиреоз» 
(рис. 3б, в).

По результатам нашего исследования вы-
явлено, что развитие гипертиреоидного со-
стояния сопровождалось активацией продук-
тов ПОЛ, ПОБ на фоне снижения активности 
антиоксидантных ферментов в ткани ги-
поталамической области головного мозга 
лабораторных животных. Полученные ре-
зультаты подтверждаются исследованиями 
других ученых. Анализ научной литературы 
показывает, что избыточный уровень гор-
монов ЩЖ, регулирующих энергетический 
обмен, воздействуя на митохондрии, способ-
ствует образованию свободных радикалов, 
чрезмерное количество которых способст-
вует развитию оксидативного стресса и по-
вреждению тканей [11, 13, 16]. Установлено, 
что нейроны более восприимчивы, чем 
другие клетки, к повреждению свободны-
ми радикалами из-за большого содержания 
липидов в миелиновых оболочках и высо-
кой скорости окислительного метаболизма 
головного мозга [7, 18].

Применение соединений Thr-Lys-Pro-
Arg-Pro-Gly-Pro и Pro-Gly-Pro в условиях 
экспериментального гипертиреоза при-
вело к изменениям интенсивности про-
цессов ПОЛ, ПОБ и восстановлению 
уровней активности антиоксидантных 
ферментов — СОД и каталазы в гипотала-
мической области головного мозга крыс. 
Мы предполагаем, что молекулы Thr-Lys-
Pro-Arg-Pro-Gly-Pro и Pro-Gly-Pro, прони-
кая через гематоэнцефалический барьер, 
блокируют повреждения, вызванные ПОЛ, 
а также участвуют в инактивации свобод-
ных радикалов [12, 14, 15].

Заключение
Таким образом, полученные эксперимен-

тальные данные свидетельствуют о том, 
что в условиях экспериментального гипер-
тиреоза соединения Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-
Gly-Pro и Pro-Gly-Pro проявляют антиокси-
дантную и антирадикальную активность 
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ФАРМАКОЛОГИЯ СУДЬБЫ 

Thanks, Юрий Степанович

Фармакодинамика. Первая попытка Юрия 
Степановича МАКЛЯКОВА получить к своей фами-
лии гордую приставку «фармаколог» завершилась 
полным фиаско при попытке поступить в аспиран-
туру 1-го МОЛМИ. Но он не отчаялся – победила 
динамика его природы. Когда в том же 1970 году 
на кафедре фармакологии Ростовского мединсти-
тута появился высокий, импозантный лейтенант 
и с обаятельной улыбкой рассказал, что, занимаясь 
в кружке фармакологии Читинского мединститута, 
а затем в период службы в Советской армии, он ди-
намично пытался корректировать предначертан-
ный Судьбой жизненный путь, все поняли: из него 
будет толк. Но только когда он успешно защитил 

диссертацию о психофармакологии гиппокампа, стало ясно, что новый фармаколог состоял-
ся. Его динамизм подправил нить судьбы, а дочери Зевса и Фемиды махнули ему пальмовой 
ветвью: быть тому.

Фармакокинетика. Простыми словами, кинетика – это микроскопическая теория процессов 
в неравновесных средах, да ещё и под воздействием внешних сил. А внешних сил и процессов 
в медицинском сообществе и в ВУЗе более чем достаточно: общественная работа, философ-
ские семинары, бесконечные заседания научных и ненаучных обществ, дополнительные за-
нятия с иностранными студентами, сопровождение студентов на сельхозработы и овощебазы, 
лекции, курации, выполнение заданий по Гособоронзаказу. Не всем дано сочетать это с интен-
сивным научным поиском, но Юрий Степанович все успевает и вершит с неизменной доброже-
лательностью и эмпатией к коллегам. Возможно, поэтому его личная кинетика в фармакологии 
дает ему звания и должности доцента, доктора медицинских наук, профессора, заведующего 
кафедрой фармакологии и клинической фармакологии. Поистине, в движении жизнь и судьба.

Фармакогенетика. Не строго научное определение генетики представляется как способ-
ность передавать потомкам базовые признаки накопленного опыта и персонифицированные 
стимулы развития. В этом Юрий Степанович преуспевает. Он прекрасный научный руководи-
тель десятков аспирантов, 30-ти кандидатов, двух докторов наук, тысяч обученных студентов. 
Он ни на кого никогда не давит. Его задача – разбудить инстинкт научного поиска и любопыт-
ства. Он приглашает к спору и анализу, больше спрашивает, чем говорит: черта истинного 
педагога и учителя – никогда не повышая голоса. Удачно сделанная работа оценивается одним 
словом – welldone, качественно написанная статья заслуживает excellent, если что-то не устра-
ивает – deficiency, совсем плохо – redo. 

Он прекрасный лектор, любимец студентов. Сам генетически и творчески одарен – более 
300 научных работ, 15 патентов, десятки созданных лекарств, ряд отчетов по спецтематике 
подтверждают это. Юрий Степанович – образец искренности, открытости в общении, символ 
эмпатичности к коллегам, ученикам и студентам в сложном мире и в непростое время. Он, 
несомненно, входит в ряд одаренных исследователей и педагогов в самой динамичной и гуман-
ной профессии – клинической фармакологии.

Редакция журнала «Биомедицина», 
сотрудники НЦБМТ ФМБА России, РостГМУ Минздрава России
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ОГНЕВ Сергей Валерьевич 
(27.01.1969 – 02.02.2024)

2 февраля 2024 года в возрасте 55 лет скоропостижно ушёл из жизни заместитель директо-
ра по административно-хозяйственной работе Научного центра биомедицинских технологий 
ФМБА России Сергей Валерьевич ОГНЕВ.

Сергей Валерьевич получил высшее образование в Московском медицинском стоматологи-
ческом институте и, сразу после выполнения воинского долга в Афганистане, начал свой про-
фессиональный путь в 1989 году в должности лаборанта. В 2006 году окончил Московский ин-
ститут экономики, менеджмента и права. В 2005 году пришёл в НЦБМТ. Почти 20 лет Сергей 
Валерьевич усердно и добросовестно выполнял задачи, без которых невозможен ни один на-
учный процесс, – обеспечивал бесперебойную работу инженерных систем, курировал ремонт, 
строительство и ввод в эксплуатацию корпусов и филиалов нашего Центра.

Чёткость, компетентность и оперативность в принятии решений заслуженно снискали 
С.В. Огневу уважение среди подчинённых, коллег, сотрудников подрядных организаций и бла-
годарности от ведомственных управлений ФМБА России. Серьёзно и ответственно подходя 
к своей непростой работе, Сергей Валерьевич всегда оставался вежливым, обходительным, 
жизнерадостным и душевным человеком. Для нас потеря Сергея Валерьевича – это утрата 
единомышленника и друга.

Коллектив Научного центра биомедицинских технологий ФМБА России скорбит и выражает 
глубочайшие соболезнования семье и близким Сергея Валерьевича. Светлая память!

ПАМЯТИ КОЛЛЕГИ И ДРУГА






