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ЭПИГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 
ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ДЕЙСТВИЯ  

ОПИОИДНОГО ПЕПТИДА ЛЕЙТРАГИН: РОЛЬ СИРТУИНА 1

И.А. Помыткин, Н.С. Огнева*, Ю.В. Фокин, Н.В. Петрова, О.В. Алимкина, В.Н. Каркищенко
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

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

Сиртуин 1 (SIRT1) — гистоновая деацетилаза III класса, играющая ключевую роль в разрешении 
воспаления через известные эпигенетические механизмы, включающие деацетилирование гистонов 
и ядерного фактора κB (NF-κB). Деацетилирование снижает транскрипционную активность NF-κB 
и связанную с этим продукцию провоспалительных цитокинов, таких как интерлейкин 1β (IL-1β), 
фактор некроза опухоли альфа (TNF-α) и интерлейкин 6 (IL-6). В настоящей работе впервые пока-
зано, что биомоделирование острого воспаления лёгких однократным введением липополисахарида 
(LPS) вызывает синхронные осцилляции уровней мРНК цитокинов IL-1β, TNF-α, IL-6 и деацетила-
зы SIRT1 в лёгких, причём максимальные амплитуды осцилляций мРНК цитокинов наблюдаются 
в интервале от 1,5 до 5 ч, тогда как высокие уровни мРНК SIRT1 наблюдаются до 24 ч, когда осцил-
ляции мРНК цитокинов уже затухают, что согласуется с гипотезой о роли SIRT1 как факторе, дейст-
вующем в фазе разрешения воспаления. В работе показано, что механизм противовоспалительного 
действия ингаляционного гексапептида Лейтрагин, агониста δ-опиоидных рецепторов, связан с его 
способностью повышать экспрессию мРНК SIRT1 и снижать амплитуды осцилляций мРНК IL-1β, 
TNF-α и IL-6 в лёгких, что в целом ведёт к разрешению воспаления в условиях биомоделирования 
острого воспаления лёгких.

Ключевые слова: Лейтрагин, сиртуин 1, ядерный фактор κB, цитокины, острое воспаление лёгких
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Sirtuin 1 (SIRT1) is a class III histone deacetylase that plays a key role in resolving inflammation through 
known epigenetic mechanisms involving histone and nuclear factor κB (NF-κB) deacetylation. Deacetyla-
tion reduces the transcriptional activity of NF-κB and the associated production of pro-inflammatory cyto-
kines such as interleukin 1β (IL-1β), tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and interleukin 6 (IL-6). In the 
present study, we show for the first time that biomodeling of acute lung inflammation by a single injection 
of lipopolysaccharide (LPS) induces synchronous oscillations of mRNA levels of cytokines IL-1β, TNF-α, 
IL-6 and SIRT1 deacetylase in the lungs, the maximum amplitudes of cytokine mRNA oscillations are 
observed between 1.5 and 5 hours, whereas high levels of SIRT1 mRNA are observed up to 24 hours, when 
cytokine mRNA oscillations have already faded, which is consistent with the hypothesis about the role 
of SIRT1 as a factor acting in the phase of inflammation resolution. The study shows that the mechanism 
of anti-inflammatory action of inhaled hexapeptide Leutragin, a δ-opioid receptor agonist, is related to its 
ability to increase SIRT1 mRNA expression and decrease the amplitudes of IL-1β, TNF-α, and IL-6 mRNA 
oscillations in the lungs, which generally leads to the resolution of inflammation in the conditions of bio-
modeling of acute lung inflammation.

Keywords: Leutragin, sirtuin 1, nuclear factor κB, cytokines, acute lung inflammation
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Введение
Сиртуин 1 (SIRT1) — НАД-зависимая 

гистоновая деацетилаза III класса, отвеча-
ет за деацетилирование остатков лизина 
в составе белковых субстратов, локали-
зованных в ядре [21]. Модулируя степень 
ацетилирования гистонов Н1, Н3 и Н4 и не-
которых факторов транскрипции, SIRT1 иг-
рает роль эпигенетического регулятора, 
способного влиять на экспрессию ряда 
генов. В некоторых случаях активность 
SIRT1 выполняет функцию отрицательной 
обратной связи к действию транскрипци-
онных факторов, ограничивая транскрип-
цию генов, регулируемых такими факто-
рами, как E2F1 [20], c-MYC [24] и HIF-1α 
[7, 14]. Эти факторы инициируют транс-
крипцию гена SIRT1, а экспрессируемый 
белок SIRT1, в свою очередь, деацетили-
рует остатки лизинов в их составе, инги-
бируя тем самым их транскрипционную 

активность. Ряд исследований указывает, 
что экспрессия SIRT1 может выполнять 
роль отрицательной обратной связи в про-
цессах воспаления, регулируемых транс-
крипционной активностью ядерного фак-
тора κВ (NF-κB) [6, 11–13, 16, 19, 23, 25]. 
Консервативный мотив связывания NF-κB 
обнаруживается трижды в пределах после-
довательности промотора гена SIRT1 чело-
века [19], причём все мотивы связывания 
NF-κB функциональны, и субъединицы 
RelA и p50 гетеродимера NF-κB, связыва-
ясь с промотором, многократно повышают 
уровни мРНК SIRT1 [11]. Отсроченная по-
вышенная экспрессия мРНК SIRT1 в усло-
виях активации NF-κB была подтверждена 
в экспериментах in vitro при стимуляции 
клеток фактором некроза опухоли альфа 
(TNF-α) и липополисахаридом (LPS) [16, 
25], причём было обнаружено, что в этом 
процессе ключевую роль играет RelA [25]. 
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В свою очередь SIRT1 снижает транскрип-
ционную активность NF-κB, деацетилируя 
остаток лизина 310 в составе RelA, тем 
самым ограничивая воспаление [6, 13, 23]. 
Опираясь на эти факты, авторы работы [12] 
выдвинули гипотезу, что экспрессия SIRT1 
при воспалении играет роль отрицательной 
обратной связи, ограничивающей воспале-
ние, где NF-κB действует как положитель-
ный регулятор транскрипции гена SIRT1, 
а экспрессируемый SIRT1 выполняет роль 
отрицательного регулятора активности NF-
κB [12]. Однако эта гипотеза всё ещё нужда-
ется в экспериментальном подтверждении 
in vivo, тем более что имеются противоре-
чащие этой гипотезе данные о подавлении 
экспрессии SIRT1 в печени и лейкоцитах 
мышей на уровне мРНК и белка в первые 
часы после введения LPS, известного акти-
ватора NF-κB [26]. 

Воспалительный процесс в лёгких явля-
ется характерной особенностью пневмонии 
и острого респираторного дистресс-синдро-
ма (ОРДС), смертность от которого может 
достигать 40% [9, 17]. В биомоделировании 
острого воспалительного повреждения лёг-
ких достигнуты значительные успехи [8]. 
Неинфекционное «стерильное» воспаление 
лёгких индуцируется интратрахеальным 
введением мышам липополисахарида E. coli 
055:B5 (LPS) с предварительной сенсибили-
зацией животных α-галактозилцерамидом 
(α-GalCer), липидным агонистом инвари-
антных естественных Т-киллеров (iNKT) 
[2]. Механизм LPS-индуцированного воспа-
ления включает связывание LPS в рецептор-
ный комплекс с толл-подобным рецептором 
4 (TLR4) [18] и запуск канонического пути 
активации NF-κB, что ведёт к экспрессии 
медиаторов воспаления, таких как интер-
лейкин 1β (IL-1β), TNF-α и интерлейкин 
6 (IL-6), вовлечённых в развитие острого 
воспалительного ответа в лёгких [15]. 

SIRT1 играет ключевую роль в разре-
шении воспаления при заболеваниях ды-
хательных путей [22, 27], что делает ак-

туальным изучение механизмов действия 
препаратов, направленных на повышении 
активности SIRT1 при воспалительных за-
болеваниях лёгких. Ингаляционный гекса-
пептид Лейтрагин, агонист δ-опиоидных 
рецепторов, повышает уровни мРНК SIRT1 
в условиях моделирования острого воспа-
ления лёгких, что ведёт к деацетилирова-
нию остатков лизина в сайтах ядерной ло-
кализации HMGB1 и подавлению секреции 
провоспалительного белка высокой под-
вижности В1 (HMGB1) [10]. При курсовом 
введении ингаляционный Лейтрагин подав-
ляет продукцию IL-6 в лёгких в условиях 
моделирования воспаления лёгких и ОРДС 
у мышей [1]. Однако влияние Лейтрагина 
на временные профили экспрессии мРНК 
SIRT1 и провоспалительных цитокинов 
требует дополнительного изучения. 

Цель работы — изучить профили экс-
прессии мРНК SIRT1 и провоспалитель-
ных медиаторов IL-1β, TNF-α, IL-6 в лёгких 
мышей линии C57BL/6 в условиях мо-
делирования острого воспаления лёгких, 
а также эффекты ингаляционного введения 
Лейтрагина на указанные профили экспрес-
сии мРНК SIRT1, IL-1β, TNF-α, IL-6 в за-
данных условиях.

Материалы и методы
Расходные материалы
α-GalCer и LPS (E.  coli 055:B5) были 

приобретены в «Sigma-Aldrich» («Merck», 
США). Гексапептид Лейтрагин (H-Tyr-D-
Ala-Gly-Phe-Leu-Arg-OH диацетат) был 
приобретён в ООО «Бион» (Россия). Набор 
РНК-экстран для извлечения РНК был 
приобретён в ООО «Синтол» (Россия). 
Набор РЕВЕРТА-L для синтеза кДНК был 
получен от ООО «АмплиСенс» (Россия). 
Золетил 100, седамидин и антиседан 
были получены от «Virbac» (Франция), 
«Interchemie» (Нидерланды) и «Orion 
Pharma» (Финляндия). Все остальные реа-
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генты были приобретены в «Sigma-Aldrich» 
(«Merck», США). 

Лабораторные животные
Исследования проводились в ФГБУН 

НЦБМТ ФМБА России на мышах линии 
C57BL/6Y, самцах в возрасте 10–12 недель, 
средней массой 20±2,0 г. Животные были 
получены из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.) 
и отобраны в эксперимент методом рандо-
мизации. Мышей содержали в 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 животных, ис-
пользуемых в научных целях от 22.09.2010 г.; 
Базельской декларацией (2011); Феде-
ральным законом от 12.04.2010 г. № 61-ФЗ 
«Об обращении лекарственных средств»; 
ГОСТ 53434-2009 от 02.12.2009 г. «Принципы 
надлежащей лабораторной практики (GLP)»; 
Решением Совета Евразийской экономиче-
ской комиссии от 03.11.2016 г. № 89 «Об ут-

верждении Правил проведения исследова-
ний биологических лекарственных средств 
Евразийского экономического союза»; 
Решением Совета Евразийской экономиче-
ской комиссии от 03.11.2016 г. № 81 «Об ут-
верждении правил надлежащей лаборатор-
ной практики Евразийского экономического 
союза в сфере обращения лекарственных 
средств»; Решением Коллегии Евразийской 
экономической комиссии от 26.11.2019 г. 
№ 202 «Об утверждении Руководства по до-
клиническим исследованиям безопасности 
в целях проведения клинических исследо-
ваний и регистрации лекарственных пре-
паратов»; Руководством по проведению до-
клинических исследований лекарственных 
средств [4]; Руководством по лабораторным 
животным и альтернативным моделям в би-
омедицинских исследованиях [3]. Все экс-
перименты были одобрены биоэтической 
комиссией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Модель острого воспаления лёгких 
Острое воспаление лёгких и ОРДС моде-

лировали на мышах линии C57BL/6, как де-
тально описано в [1]. Схема исследования 
представлена на рис. 1. 

Животным моделировали острое пора-
жение лёгких и респираторный дистресс-
синдром последовательным введением 
α-галактозилцерамида, ингаляционно в дозе  
1 мкг/мышь, и через 24 ч — комбина-
ции липополисахарида E.  coli в дозе  
300 мкг/мышь с добавлением 100 мкг/мышь 
мурамилпептида и 10 мкл/мышь пол-
ного адъюванта Фрейнда, здесь и далее 
обозначаемой как «LPS», интратрахе-

Рис. 1. Схема исследования.
Fig. 1. Study design.
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ально под инъекционным наркозом, со-
стоящим из комбинации препаратов —  
Золетил 100 («Virbac», Франция) и Ме-
дитамидин («Api-San», Россия) в дозе 12,5 
и 1 мг/кг соответственно, а также сразу по-
сле проведения хирургической манипуля-
ции вводился Антиседан («Orion Pharma», 
Финляндия) подкожно в дозе 2,5 мг/кг, 
что способствовало снятию нежелательных 
эффектов на организм мыши и быстрому 
выходу из наркоза. Животные были рандо-
мизированы в две группы по 75 животных 
в каждой. В первой контрольной группе 
животные через 30 мин после инъекции 
LPS получили 100 мкл физ. р-ра однократ-
ной ингаляцией. Во второй группе живот-
ные получили 0,1 мг/кг Лейтрагина в виде 
100 мкл р-ра с концентрацией 0,02 мкг/мл. 
По пять животных из каждой группы выво-
дилось из эксперимента в следующих вре-
менных точках: 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 
3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 12,0; 18,0; 24,0; 48,0 и 72,0 ч 
после введения физ. р-ра или Лейтрагина. 
Образцы ткани легких, извлеченные после 
эвтаназии животных, помещались в про-
бирку типа Eppendorf объёмом 2 мл. 

ПЦР в реальном времени
Общую РНК экстрагировали из образцов 

лёгких с помощью набора «РНК-экстран» 
(«Синтол», Россия) и переводили в ком-
плементарную ДНК с помощью набора 
«РЕВЕРТА-Л» («АмплиСенс», Россия) 
в соответствии с инструкциями произ-
водителей. Уровни транскрипции генов, 
кодирующих белки IL-1β, TNF-α, IL-6 
и SIRT1 в исследуемых пробах лёгких, 
определялись с помощью амплификатора 
CFX-96 («Bio-Rad», США) с использова-
нием специфических праймеров и флуо-
ресцентных зондов, указанных в таблице. 
В качестве референсного гена был выбран 
ген GAPDH. Результаты измерений пред-
ставляли как среднее кратное изменение 
уровней мРНК целевого гена относительно 
исходного значения в контрольной группе 
на 15-й минуте эксперимента (n=5). 

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с по-

мощью t-критерия Стьюдента, однофактор-
ного дисперсионного анализа с повторными 
измерениями (one-way RM ANOVA) с апо-
стериорным тестом Даннетта (Dunnett’s 
test) или двухфакторного дисперсионного 
анализа (two-way ANOVA) с апостери-
орным тестом Бонферрони (Bonferroni’s 
test) для множественных сравнений между 
группами с использованием программного 
обеспечения GraphPad Prism v.8.3.0 (“San 
Diego”, США). Критерий Колмогорова — 
Смирнова применяли для выбора параме-
трических или непараметрических методов 
статистического анализа. Интерполяция 
кривых проводилась сплайнами Акима. 
Были использованы следующие обозначе-
ния: М — среднее, m — стандартная ошиб-
ка, n — объём выборки, р — достигнутый 
уровень значимости. Различия считали ста-
тистически значимыми при p<0,05. 

Результаты исследований
Профили мРНК SIRT1 и провоспали-

тельных цитокинов IL-1β, TNF-α и IL-6 
в лёгких мышей линии C57BL/6 после 
индукции острого воспаления лёгких LPS 
и однократного ингаляционного введения 
физ. р-ра показаны на рис. 2. 

Введение LPS вызывает синхронные 
осцилляции уровней мРНК цитокинов 
и SIRT1 в лёгких в течение 72 ч после ин-
дукции воспаления, причём статистически 
значимое повышение амплитуды уровней 
мРНК наблюдается на 5 ч для всех мо-
лекул. Однофакторный дисперсионный 
анализ с повторными измерениями (one-
way RM ANOVA) выявил статистически 
значимые изменения уровней мРНК IL-1β 
(F14,56=9,901; p<0,0001), TNF-α (F14,56=20,31; 
p<0,0001), IL-6 (F14,56=10,25; p<0,0001) 
и SIRT1 (F14,56=8,044; p<0,0001) в интервале 
0,25–72 ч. Апостериорный тест Даннетта 
показал статистически значимое 50-кратное 
повышение уровней мРНК IL-1β с пиком 
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на 5 ч (p<0,0001), 60-кратное повышение 
уровней мРНК TNF-α с пиками на 3 и 5 ч 
(р<0,0001), 50-кратное повышение уровней 
мРНК IL-6 с пиком на 5 ч (р<0,0001), а так-
же 10-кратное и 7-кратное повышение уров-
ней мРНК SIRT1 с пиками на 5 ч (p<0,0001) 
и 24 ч (p<0,01) относительно соответству-
ющих исходных значений (временная точка 
0,25 ч). Высокие уровни TNF-α наблюда-
лись уже в интервале от 2 до 3 ч, что указы-
вает на лидирующую роль TNF-α в раннем 
периоде воспаления. Однократное введе-
ние LPS вызывает осцилляцию уровней 
мРНК SIRT1 с тремя выраженными пиками, 
причём статистически значимое относи-
тельно исхода повышение мРНК наблюда-
ется на 5 ч (вместе с другими молекулами) 
и на 24 ч, когда транскрипция провоспали-
тельных цитокинов уже затухает. 

Однократное введение Лейтрагина 
ведёт к статистически значимым измене-
ниям профилей мРНК SIRT1 и цитокинов 
(рис. 3).

Двухфакторный дисперсионный анализ 
(two-way ANOVA) показал статистически 
значимый основной эффект Лейтрагина 

на уровни мРНК IL-1β (F1,120=12,30; 
p<0,001), TNF-α (F1,120=24,00; p<0,0001), 
IL-6 (F1,120=6,688; p<0,01) и SIRT1 
(F1,120=26,32; p<0,0001), а также эффект 
фактора времени на указанные профи-
ли мРНК (p<0,001) по сравнению с конт-
ролем. Апостериорный тест Бонферрони 
для множественных сравнений показал, 
что Лейтрагин статистически значимо по-
вышал экспрессию мРНК SIRT1 (рис. 3а; 
p<0,05 до p<0,0001), снижая при этом ам-
плитуды осцилляций мРНК провоспали-
тельных цитокинов IL-1β, TNF-α и IL-6 
(рис. 3b–d; p<0,0001). 

Сравнение площадей под кривыми ос-
цилляций мРНК в период с 0,25 до 72 ч по-
казывает, что Лейтрагин повышает транс-
крипцию SIRT1 в 2,5 раза, снижая при этом 
транскрипцию провоспалительных цитоки-
нов IL-1β, IL-6 и TNF-α в 1,9; 1,6 и 1,9 раза 
соответственно (рис. 4).

Обсуждение результатов
В настоящей работе изучены профили 

изменений лёгочных уровней мРНК про-
воспалительных цитокинов IL-1β, IL-6 

Рис. 2. Профили мРНК IL-1β, TNF-α, IL-6 и SIRT1 в тканях лёгких мышей линии C57BL/6 с острым воспалением 
лёгких, индуцированным LPS, в интервале 0,25–72 ч.
Примечание: символы — M±m (n=5) экспериментальных значений в указанных временных точках; линии — ин-
терполяция сплайнами Акима. 
Fig. 2. IL-1β, TNF-α, IL-6, and SIRT1 mRNA profiles in lung tissues of C57BL/6 mice with LPS-induced acute lung 
inflammation between 0.25 and 72 hours. 
Note: Symbols are M±m (n=5) experimental values at the indicated time points; lines are interpolation by Akeem splines.
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и TNF-α и деацетилазы SIRT1 у мышей 
в интервале от 15 мин до 72 ч после одно-
кратного введения LPS, моделирующего 
острое воспаление лёгких. Впервые по-
казано, что введение LPS вызывает син-
хронные колебания (осцилляции) уровней 
мРНК IL-1β, IL-6, TNF-α и SIRT1 в лёгких, 
характеризующиеся периодическими подъ-
ёмами и падениями концентраций мРНК 
во времени. Наличие осцилляций является 
аргументом в пользу гипотезы о роли SIRT1 
как элементе, обеспечивающем отрица-
тельную обратную связь в системе регуля-
ции воспалительного ответа, вызываемого 
транскрипционным фактором NF-κB [13], 
т. к. возникновение осцилляций в биоло-
гических системах требует наличия отри-
цательной обратной связи [25]. Сравнение 

временных профилей экспрессии мРНК 
провоспалительных цитокинов и SIRT1 по-
казывает, что амплитуды осцилляций мРНК 
цитокинов максимальны в период 5 ч после 
введения LPS, тогда как высокие уровни 
мРНК SIRT1 наблюдаются в период до 24 ч, 
когда осцилляции мРНК цитокинов уже за-
тухают, что в целом согласуется с представ-
лениями о роли SIRT1 как о факторе, дей-
ствующем в фазе разрешения воспаления, 
следующей за острой фазой воспаления 
[10–13]. 

Лейтрагин играет роль дополнительного 
индуктора мРНК SIRT1 в условиях вос-
паления, что ведёт к общему повышению 
уровней мРНК SIRT1 и усилению отрица-
тельной обратной связи, ограничивающей 
экспрессию провоспалительных цитокинов. 

Рис. 3. Эффекты однократного ингаляционного введения Лейтрагина на уровни мРНК SIRT1 (a), IL-1β (b), 
TNF-α (c) и IL-6 (d) в лёгких мышей C57BL/6 с острым воспалением лёгких, индуцированным LPS, в интервале 
0,25–72 ч.
Примечание: символы — M±m (n=5) экспериментальных значений в указанных временных точках; линии — ин-
терполяция сплайнами Акима; * — p<0,05, **** — p<0,0001 по сравнению с контролем (физ. р-р).
Fig. 3. Effects of single inhalation administration of Leutragin on mRNA levels of SIRT1 (a), IL-1β (b), TNF-α (c) 
and IL-6 (d) in the lungs of C57BL/6 mice with LPS-induced acute lung inflammation between 0.25 and 72 hours. 
Note: symbols are M±m (n=5) experimental values at the indicated time points; lines are interpolation by Akeem splines; 

* — p<0.05, **** — p<0.0001 compared to control (saline).
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С учётом результатов, полученных в насто-
ящей работе, можно представить предпо-
ложительную схему действия Лейтрагина 
как противовоспалительного препарата, 
влияющего на эпигенетические механизмы 
разрешения воспаления с участием деаце-
тилазы SIRT1 (рис. 5). 

С учётом того, что Лейтрагин также по-
давляет секрецию HMGB1, медиатора 
тяжёлого и летального воспаления [23], по-
лученные в настоящей работе результаты 
указывают на универсальность противово-
спалительного действия Лейтрагина, затра-
гивающего множество провоспалительных 
сигнальных путей, что отличает этот препа-
рат от глюкокортикоидов и моноклональ-
ных антител.

Заключение
В настоящей работе впервые показано, 

что моделирование острого воспаления 
лёгких in vivo однократным интратрахеаль-
ным введением липополисахарида (LPS) 
вызывает синхронные осцилляции мРНК 
SIRT1 и провоспалительных цитокинов 
в лёгких, что согласуется с известной гипо-
тезой о роли SIRT1 как элементе, обеспе-
чивающем отрицательную обратную связь 
в системе регуляции активности канониче-
ского пути активации NF-κB. Амплитуды 
осцилляций мРНК провоспалительных 
цитокинов IL-1β, IL-6 и TNF-α макси-
мальны в ранней фазе острого воспаления 
(период от 1,5 до 5 ч), тогда как высокие 
уровни мРНК SIRT1 наблюдаются в пери-

Рис. 4. Эффекты однократного ингаляционного введения Лейтрагина на площади под кривыми осцилляций 
мРНК SIRT1 (а), IL-1β (b), TNF-α (c) и IL-6 (d) в лёгких мышей линии C57BL/6 с острым воспалением лёгких, 
индуцированным LPS, за период 0,25–72 ч. 
Примечание: столбцы — M±m (n=5); ** — p<0,01, *** — p<0,001, **** — p<0,0001 по сравнению с контролем 
(физ. р-р).
Fig. 4. Effects of single inhalation administration of Leutragin on the areas under the oscillation curves of SIRT1 (a), 
IL-1β (b), TNF-α (c) and IL-6 (d) mRNA mRNA in the lungs of C57BL/6 mice with LPS-induced acute lung inflammation 
over a period of 0.25–72 hours. 
Note: Columns are M±m (n=5); ** — p<0.01, *** — p<0.001, **** — p<0.0001 compared to control (saline).
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Рис. 5. Схема противовоспалительного действия Лейтрагина. LPS вызывает повышение уровней мРНК IL-1β, 
IL-6, TNF-α и SIRT1 в форме синхронных осцилляций (a), вызванных взаимодействием NF-κB и SIRT1, где SIRT1 
играет роль обратной отрицательной связи, инактивирующей NF-κB и ограничивающей воспалительный от-
вет [6–13] (c). Лейтрагин проявляет противовоспалительный эффект, снижая амплитуды осцилляций мРНК 
провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6 и TNF-α через дополнительную индукцию мРНК SIRT1 (b), что ведёт 
к усилению обратной отрицательной связи с участием SIRT1 и снижению экспрессии мРНК провоспалитель-
ных цитокинов (d).
Fig. 5. Scheme of the anti-inflammatory action of Leutragin. LPS causes an increase in the mRNA levels of IL-1β, IL-6, 
TNF-α and SIRT1 in the form of synchronized oscillations (a) caused by the interaction between NF-κB and SIRT1, 
where SIRT1 plays the role of negative feedback inactivating NF-κB and limiting the inflammatory response [6-13] 
(c). Leutragin exhibits anti-inflammatory effects by reducing the amplitudes of mRNA oscillations of pro-inflammatory 
cytokines IL-1β, IL-6 and TNF-α through additional induction of SIRT1 mRNA (b), leading to enhanced negative 
feedback involving SIRT1 and decreased mRNA expression of pro-inflammatory cytokines (d).

од до 24 ч, когда осцилляции мРНК про-
воспалительных цитокинов уже затухают, 
что в целом согласуется с представлениями 
о роли SIRT1 как о факторе, действующем 
в фазе разрешения воспаления, следующей 
за острой фазой воспаления.

Лейтрагин проявляет противовоспали-
тельное действие, вызывая дополнитель-
ную опережающую индукцию мРНК SIRT1 
и снижая амплитуду осцилляций мРНК 
противовоспалительных цитокинов IL-1β, 
IL-6 и TNF-α.
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Полезность биомодели в доклинических исследованиях зависит от полноты знаний о ней. Нечело-
векообразные приматы — единственная из близких к человеку биомоделей, доступных для докли-
нической оценки биотехнологических продуктов. Отсутствие иммуногенетических характеристик 
используемых приматов существенно ограничивает возможности анализа полученных результатов. 
Наличие сведений о гаплотипе главного комплекса гистосовместимости (major histocompatibility 
complex, MHC) повышает ценность биомодели. Генотипирование приматов по локусу MHC путём 
анализа ДНК исключено, поскольку представленность отдельных белков MHC зависит не от их 
присутствия в геноме биомодели, а от уровня экспрессии в клетках. Поэтому генотипирование при-
матов по локусу MHC проводят путём анализа мРНК, кодирующих аллельные варианты белков. 
В представленной работе приведены результаты генотипирования выборки макак-резусов из кол-
лекции Курчатовского комплекса медицинской приматологии с использованием технологии секве-
нирования следующего поколения на секвенаторе IonProton.
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The utility of animal models in preclinical research depends on the completeness of our knowledge about 
these models. Nonhuman primates are the closest animal model to humans, available for preclinical 
evaluation of biotechnological products. The lack of immunogenetic characteristics of the primates used 
in a particular study significantly limits the possibilities of analyzing the results obtained. The availability 
of information about the haplotype of the major histocompatibility complex (MHC) increases the overall 
significance of the model. Genotyping of primates at the MHC locus by DNA analysis is excluded, since 
the representation of individual MHC proteins depends on the level of their expression in immune cells, 
rather than on their presence in the genome. Therefore, the genotyping of primates at the MHC locus 
is  carried out by analyzing mRNA encoding allelic variants of proteins. This work presents the results 
of genotyping of a sample of rhesus macaques from the collection of the Kurchatov Complex of Medical 
Primatology by a next-generation sequencing technology using an IonProton sequencer.
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Введение
Нечеловекообразные приматы (НЧП) яв-

ляются важной биомоделью для оценки 
безопасности и эффективности фармаколо-
гических средств, создаваемых на основе 
биотехнологических разработок. Поэтому 
генотипирование макак по главному ком-
плексу гистосовместимости (major histocom-
patibility complex, MHC) — одно из условий, 
обеспечивающих полноту характеристики 
биомодели. Для коллекций НЧП, имеющих-
ся в России, отсутствуют иммуногенети-
ческие характеристики гаплотипов белков 
главного комплекса гистосовместимости, 
поэтому в ходе доклинических исследова-
ний не могут быть учтены возможные осо-
бенности индивидуального ответа, обуслов-
ленные гаплотипом белков MHC.

Сложность строения и особенности экс-
прессии генов MHC приматов не позволя-

ют использовать методы анализа, пригод-
ные для генотипирования по локусу HLA 
у человека, и диктуют особые требования 
при типировании НЧП [8].

Гены, кодирующие белки MHC, являются 
наиболее полиморфными в геноме позво-
ночных животных. В связи с этим полноцен-
ная интерпретация данных об адаптивном 
гуморальном и/или клеточном иммун-
ном ответе на воздействие новых средств 
при проведении доклинических испытаний 
требует знаний о структуре соответствую-
щих рецепторов MHC, вовлечённых в про-
цессы представления антигенов.

Макаки-резусы (Macaca mulatta) фило-
генетически близки к человеку и активно 
используются при изучении механизмов 
биологической защиты от инфекций и им-
мунного ответа при трансплантации и вак-
цинировании [6]. Различия в локусе MHC 
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у макак-резусов из разных регионов под-
тверждаются результатами генотипирова-
ния популяций животных разного проис-
хождения в коллекциях приматов по всему 
миру. Отличительная особенность MHC 
приматов — наличие «избыточного» коли-
чества генов, кодирующих эти белки. Так, 
у человека гаплотипы генов HLA класса I 
содержат только три главных гена (HLA-A, 
HLA-B и HLA-C) и три минорных (HLA-E, 
HLA-F и HLA-G), а в локусе MHC класса 
I макак в процессе эволюции произошли 
неоднократные сегментарные удвоения, 
поэтому у животных с разными гаплоти-
пами MHC количество генов (Mamu), ко-
дирующих белки MHC, может различаться 
[1]. У макак экспрессируются несколько 
аллелей гена Mamu-A и до 10 вариантов 
Mamu-B. Многие аллели генов MHC I экс-
прессируются на достаточно низких уров-
нях, а иногда вообще не экспрессируются. 
Такая дифференциация может быть достиг-
нута только при наличии надёжного транс-
крипционного контроля [7]. Иммунный от-
вет на патогены происходит только за счёт 
тех аллелей MHC, которые экспрессиру-
ются на самом высоком уровне. Анализ 
транскрипции генов локуса MHC I даёт 
возможность максимально полно охарак-
теризовать биомодель и сравнить с чело-
веком на более высоком уровне по сравне-
нию с теми возможностями, которые даёт 
секвенирование ДНК [2]. Необходимость 
исследований в данном направлении под-
тверждается публикациями последних лет, 
в которых были продемонстрированы воз-
можности использования НЧП для модели-
рования патологических состояний челове-
ка, риск которых возрастает при наличии 
ряда аллельных вариантов HLA класса I, 
например, HLA-B*27 [5]. В работах по мо-
делированию иммунодефицитных состо-
яний, вызываемых у обезьян вирусом SIV 
(simian immunodeficiency virus), показано, 
что наличие аллелей Mamu (A*02, A*08, 
A*11 и B*01, B*03) обеспечивает представ-

ление антигенов, характерных для вари-
антов HLA-B человека, благодаря высокой 
гомологии пептид-связывающих участ-
ков белковых молекул HLA-B (B*18:01, 
B*27:09, B*27:03, B*51:01, B*40:06) и пе-
речисленных вариантов Mamu [3].

Цель работы — разработка метода гено-
типирования локуса MHC I макак-резусов 
на основе анализа результатов секвениро-
вания фрагмента генов Mamu-A и Mamu-B 
с использованием технологии NGS на сек-
венаторе IonProton и частичная характери-
стика популяции макак-резусов из коллек-
ции Курчатовского комплекса медицинской 
приматологии.

Материалы и методы
Источник биоматериала — мононукле-

арные клетки периферической крови, вы-
деленные путём центрифугирования в гра-
диенте р-ра фиколла (1,077 г/см3, «Биолот», 
Россия). Клеточный осадок обрабатывали 
реагентом RNA Later и сохраняли образцы 
при –70°C. Для выделения РНК и очист-
ки от примесей ДНК использовали набо-
ры RNeasy Mini Kit и RNase-Free DNase 
Set (“Qiagen”, Германия), соответственно. 
Образцы кДНК получили с помощью набора 
High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (“Applied 
Biosystems”, США) и сохраняли при –70°С.

Целевой регион для секвенирова-
ния — фрагменты генов Mamu, соответ-
ствующие, в основном, α1-домену белка. 
Амплификацию ген-специфичных участков 
выполняли с использованием праймеров, 
соответствующих консервативным после-
довательностям в пределах локусов MHC 
IA и IB [9]. Размер вставки равен 190 пар 
оснований (п.н.). 

Праймеры (5’-3’): 
F: GCTACGTGGACGACACG 
R: TCGCTCTGGTTGTAGTAGC 
Конструирование библиотек
Амплификацию таргетного участ-

ка выполняли на амплификаторе T100  
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(«Bio-Rad», США) в смеси: 23 мкл реа-
гента Platinum PCR SuperMix High Fidelity 
(«Invitrogen», США), 1 мкл смеси олиго-
нуклеотидов (по 5 пмоль) и 1 мкл кДНК. 
Конечная концентрация каждого олигонук-
леотида — 200 нмоль/л. Для каждого образ-
ца использовали специфический прямой 
праймер с баркодом и одинаковый для всех 
образцов обратный праймер. Все образцы 
на стадии амплификации содержали инди-
видуальную метку из набора баркодов Ion 
Xpress DNA (01-35).

Программа амплификации: инициали-
зация (94°С, 2 мин), затем 40 циклов: де-
натурация (94°С, 15 с), отжиг (55°С, 30 с), 
элонгация (68°С, 30 с). При успешной 
амплификации ПЦР-продукт при элек-
трофорезе в агарозном геле выявлялся 
в виде единственной полосы, соответству-
ющей полинуклеотиду размером 256 п.н. 
Продукты амплификации смешивали 
в соотношениях, близких к эквимоляр-
ным. Полученную смесь очищали на маг-
нитных частицах AMPure XP («Beckman 
Coulter», США), растворяли в воде, сво-
бодной от нуклеаз, и сохраняли при –20°C. 
Молярная концентрация библиотеки, из-
меренная c использованием набора Qubit 
DNA HS Assay Kit на флуориметре Qubit 
2.0 («Life Technologies», США), составила 
43,1 нмоль/л.

Клональную амплификацию и обога-
щение библиотеки кДНК с использовани-
ем набора реагентов Ion PI Template OT2 
200 Kit v3 выполняли на оборудовании Ion 
OneTouch™ 2 System с модулем обогащения 
темплированных микросфер Ion OneTouch 
ES («Life Technologies», США) по прото-
колам производителя. Секвенирование вы-
полнено на секвенаторе Ion Proton с приме-
нением набора реагентов Ion PI Sequencing 
200 Kit v3 и чипов для секвенирования Ion 
PI Chip Kit v2 по протоколу производителя.

При первичной биоинформационной об-
работке выполнена фильтрация прочтений 
по качеству и удаление адаптерных после-

довательностей с использованием Torrent 
Suite Software. В результате получены 
файлы в формате FASTQ, с уникальными 
последовательностями (от 9×105 до 3×106 
для каждого образца), из которых после об-
работки получили по 25–250 тыс. пригод-
ных для анализа прочтений. Фильтрацию 
данных и отбор длинных прочтений из фай-
лов FASTQ проводили с применением ПО 
PRINSEQ. На завершающей фазе анализа 
для выравнивания на референсные по-
следовательности использовали только 
длинные прочтения (180–200 п.н.). Такая 
обработка позволила получить для каждо-
го образца от нескольких десятков до не-
скольких сотен тысяч прочтений, пригод-
ных для генотипирования. Этот «запас 
прочности» необходим для последующего 
эффективного выравнивания полученных 
массивов прочтений при использовании 
выбранной технологии NGS.

В качестве референса использовали по-
следовательности локуса Mamu из базы 
IPD-MHC Database (версия 3.9.0.0) (https://
www.ebi .ac .uk/ ipd/mhc/group/NHP/) . 
Из общей базы нуклеотидных после-
довательностей FASTA отфильтрованы 
только последовательности генов MHC I. 
Референс для локуса Mamu содержал 484 
варианта Mamu-A, 947 вариантов Mamu-B, 
32 варианта Mamu-E, 9 вариантов Mamu-G, 
24 варианта Mamu-F, 110 вариантов 
Mamu-I, 25 вариантов Mamu-J, 3 варианта 
Mamu-K и 155 вариантов Mamu-AG (всего 
1789 последовательностей). Из этого числа 
для выравнивания прочтений после удале-
ния ген-специфичных фрагментов прайме-
ров использовали 602 короткие уникальные 
последовательности (размером ~154 п.н.).

Длинные прочтения в формате FASTQ 
выравнивали на референс при помощи ПО 
STAR, используя настройку, позволяющую 
выравнивать прочтения от начала и до кон-
ца, исключить возможное обрезание про-
чтения, а также запретить несоответствия 
«mismatch» при выравнивании, но без за-
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прета инсерций и делеций. При выравни-
вании прочтения сортировались по коор-
динатам и представлялись в формате BAM. 
Файл индекса генерировался с помощью 
утилит SAMtools. Дублированные прочте-
ния, связанные с «разрешением» инсерций 
и делеций, были удалены с использованием 
утилиты SAMtools.

Визуализацию прочтений и типирование 
аллелей MHC каждого образца выполняли 
с использованием графического средст-
ва просмотра Tablet. Минорные варианты, 
для которых доля прочтений оказалась < 1%, 
были исключены из анализа. В результате 
биоинформационной обработки для каждо-
го примата получены данные о геномном 
варианте MHC I, позволяющие отнести его 
к той или иной аллельной группе.

Для исключения ложноположительных 
результатов проведена оценка специфично-
сти праймеров. Последовательности прай-
меров выравнены на 1789 вариантах MHC 
I локуса Mamu версии 3.9.0.0 IPD-MHC. 
Оказалось, что 79 из 1789 вариантов имеют 
несоответствия на 3’-конце хотя бы одно-
го из праймеров, поэтому амплификация 
ПЦР-продуктов этих вариантов невозмож-
на. К таким вариантам относятся гены 
Mamu-E, Mamu-F и Mamu-J. Кроме того, 
при анализе оказалось, что 174 из 1789 ва-
риантов будут иметь несоответствия 
в зоне посадки праймеров (не на 3’-конце). 
Амплификация ПЦР-продуктов таких вари-
антов также может быть затруднена и при-
ведёт к снижению доли соответствующих 
картированных прочтений. 

Результаты и их обсуждение
Выполнено генотипирование 25 образ-

цов РНК макак-резусов с целью установ-
ления экспрессируемых вариантов генов 
Mamu. Показано, что у этих животных 
экспрессируются от 4 до 12 «мажорных» 
аллельных вариантов MHC I, доля которых 
среди картированных прочтений составля-
ет более 1%. 

Рис. Пример паттерна экспрессии генетических вари-
антов MHC I макак-резусов. Представлены выявлен-
ные генетические варианты MHC I и их доля (в про-
центах от общего числа картированных прочтений) 
у самца 46782.
Fig. Example of an expression pattern of genetic variants 
of MHC I in Rhesus Macaques. The identified MHC I ge-
netic variants and their share (as a percentage of the total 
number of mapped reads) in male 46782 are presented.

В качестве примера результатов геноти-
пирования на рисунке приведена диаграм-
ма распределения вариантов MHC I у одно-
го из исследованных животных.

В исследованных образцах «мажорные» 
варианты представлены генами Mamu-A1 
и Mamu-B. Среди вариантов Mamu-A1 на-
иболее частыми оказались A1*002:01:01 
(13 образцов, 52%) и A1*019/A1*003 
(8 образцов, 32%). Среди вариантов Mamu-B 
наиболее распространёнными оказались 
B*074 (17 образцов, 68%) и B*012:01:01 
(12 образцов, 48%). Наиболее распро-
странённым вариантом Mamu-A1 в изучен-
ной популяции макак-резусов оказался 
вариант A1*002, который является типич-
ным для макак индийского происхождения 
и крайне редок в популяциях макак китай-
ского происхождения [4].

При анализе полученных результатов про-
ведена попытка сравнить наши результаты 
с данными о генотипировании популяций 
макак-резусов из коллекций китайского 
и индийского происхождения [4]. В иссле-
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дованной группе полностью отсутствуют 
животные с вариантами генов Mamu-A, ха-
рактерных для китайских популяций. Это 
наблюдение относится к вариантам A1*009, 
A1*010, A1*027, A1*032 и к целому ряду дру-
гих редких «китайских» вариантов Mamu-A.

Лишь у одного животного — самца 
под номером 37970, в родословной кото-
рого были предки индийского и вьетнам-
ского происхождения, — выявлен вариант 
Mamu-A2*24, для которого имеются све-
дения о распространённости в китайских 
популяциях макак-резусов. К сожалению, 
отсутствие сведений о родительских и пра-
родительских гаплотипах MHC I дальше 
третьего колена не позволяет говорить 
о возможном источнике найденного ва-
рианта. Ещё один вариант, нетипичный 
для индийских популяций, A1*091 — вы-
явлен у двух самцов под номерами 36616 
и 36758. Оба этих животных имеют в ше-
стом и в пятом коленах общего предка ки-
тайского происхождения.

Таким образом, варианты генов Mamu-A, 
выявленные у животных в исследованной 
коллекции, в целом соответствуют имею-
щимся сведениям о распространённости 
вариантов Mamu-A в различных популяци-
ях макак-резусов, опубликованных други-
ми исследователями.

Анализ вариантов генов Mamu-B, опре-
делённых при генотипировании живот-
ных из коллекции, показал, что наиболее 
распространённые варианты Mamu-B*074, 
B*012 и B*057 в исследуемой популя-

ции животных являются типичными 
для животных индийского происхождения 
и по данным публикации [8], при этом 
B*074 и B*057 — редко встречаются сре-
ди животных китайского происхождения, 
а B*012, по данным зарубежных авторов, 
в китайской популяции не выявляется во-
все. Также показано наличие вариантов 
Mamu-B*019, B*022, B*024, B*027, ха-
рактерных для макак индийского проис-
хождения. Ещё один распространённый 
вариант — Mamu B*046 выявлен у 10 об-
следованных животных (40%).

Варианты Mamu-B, типичные для китай-
ских популяций (B*034, B*086), обнаруже-
ны у животных, для которых подтверждено 
наличие предков из китайской популяции.

Выводы
Полученные в ходе исследования ре-

зультаты подтвердили возможность при-
менения использованной технологии NGS 
для анализа локуса MHC макак, была 
оценена экспрессия вариантов Mamu-A 
и Mamu-B в мононуклеарных клетках пери-
ферической крови животных, включённых 
в исследование.

По мере накопления данных о гаплоти-
пах MHC I нечеловекообразных приматов, 
используемых в доклинических исследо-
ваниях, понадобятся дальнейшие иссле-
дования для анализа роли гаплотипа MHC 
биомодели в реализации иммунного отве-
та при воздействии биотехнологических 
препаратов.
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Токсическое поражение разных тканей организма сопровождается дистрофическими и некротиче-
скими процессами. Нервная система организма наиболее подвержена влиянию экзогенных веществ 
как химической, так и биологической природы. Дистрофия является сложным патологическим про-
цессом, в основе которого лежит нарушение питания клеток, ведущее к возрастным, структурным 
изменениям и нейродегенерации. При токсических поражениях гибель клеток может происходить 
путём как некроза, так и апоптоза.
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Toxic damage to various tissues of the body is accompanied by dystrophic and necrotic processes. The ner-
vous system is most susceptible to the influence of exogenous substances both of a chemical and biological 
nature. Dystrophy is a complex pathological process, which is based on a violation of cell nutrition, leading 
to age-related and structural changes, as well as neurodegeneration. In toxic lesions, cell death can occur 
through either necrosis or apoptosis.
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Токсическое поражение нервной системы, 
как и других тканей организма, проявляет-
ся в основном дистрофическими и некро-
тическими процессами. Ранее токсические 
невропатии и поражения головного мозга 
встречались довольно редко, но развитие 
новых методов лечения, особенно лечения 
злокачественных новообразований, приве-
ло к значительному увеличению случаев 
токсических нейропатий, которые требуют 
своевременной диагностики и лечения [8].

Морфология и патологические процессы 
в нервной системе значительно отличаются 
от общепатологических процессов в других 
органах и системах человека. Головной мозг 
и нервная система в целом являются наи-
более уязвимыми объектами воздействия 
как химических, так и биологических пато-
логических агентов. 

Из всех видов клеточных дистрофий, ука-
занных в общем курсе патологической ана-
томии, актуальной для нервной системы 
является пигментная дистрофия или нако-
пление липофусцина [2, 3]. Традиционно 
оно считалось вторичным следствием про-
цесса старения, связанного с различными 
нейродегенеративными расстройствами. 
Однако новые данные указывают на актив-
ную роль агрегатов липофусцина в процес-
сах старения и нейродегенерации [9].

Специфичным для нервной системы ви-
дом дистрофии (гидропической) можно 
считать острое набухание нейронов, т. к. это 
процесс обратимый и связан с избыточ-

ным накоплением жидкости в клетке. Если 
фактор прекращает своё действие, нейрон 
обретает треугольную форму и восстанав-
ливается, в противном случае происходят 
необратимые изменения, и он превращается 
в «клетку-тень» [4].

Другим вариантом дистрофии может быть 
появление темных нейронов. Однако такие 
нейроны необязательно скоро погибнут. 
В некоторых участках коры преобладает 
только один тип изменений, чаще это острое 
набухание, но в некоторых полях зрения мо-
гут сочетаться и острое набухание, и тём-
ные, сморщенные нейроны.

Еще одним видом дистрофии, характер-
ным только для нервной системы, являет-
ся миелинопатия. В литературе, как отече-
ственной [1], так и зарубежной [5, 7], очень 
мало внимания уделяется вариантам пора-
жения миелиновых оболочек; как правило, 
отмечают лишь наличие или отсутствие 
демиелинизации. Основной причиной де-
миелинизации чаще всего называют изме-
нение количества олигодендроглиоцитов 
[6]. В связи с этим нет и единой морфологи-
ческой классификации повреждений миели-
новой оболочки. Также недостаточно чётко 
определена и патология аксонов. 

Среди изменений миелиновой оболоч-
ки на микроскопическом уровне (световая 
и электронная микроскопия) различали раз-
волокнение, расслоение, зернистый распад 
и гомогенизацию, демиелинизацию и ги-
пермиелинизацию. Периаксональный отёк 
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и деструкция осевого цилиндра являлись 
основными типами изменения аксона мие-
линизированного волокна [1]. 

Демиелинизация встречается часто 
при очень многих видах патологии, но эти 
изменения мало изучены и, как правило, 
на них не обращают внимания. В лучевой 
диагностике достаточно распространён ди-
агноз «лейкоареоз»; при сопоставлении по-
смертных МРТ и морфологических данных 
выявлено, что одним из морфологических 
эквивалентов этого МРТ-феномена являет-
ся разрежение нейропиля, сопровождающе-
еся демиелинизацией.

При токсических поражениях гибель 
клеток может происходить путём как не-

кроза, так и апоптоза (запрограммирован-
ной гибели клеток). Некроз сопровожда-
ется воспалительной реакцией и лизисом 
клетки. Характерным признаком начала 
апоптоза является конденсация хромати-
на в ядре клетки, которое затем фрагмен-
тируется, каждый фрагмент окружается 
цитоплазмой и формируется апоптоидное 
тельце, которые поглощаются макрофа-
гами. Для более точной диагностики апо- 
птоза используется электронная микроско-
пия и иммуногистохимия, а также метод 
TUNEL. Программированная гибель кле-
ток определялась при большинстве хрони-
ческих заболеваний и токсических пораже-
ний нервной системы. 
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Патогенный микроорганизм Staphylococcus aureus, один из представителей семейства стафилокок-
ков, способен вырабатывать устойчивость к антибиотикам и антисептикам. Самый большой рибо-
сомный белок S1 из S. aureus содержит четыре структурных S1-домена, при этом короткие пептиды, 
синтезированные на основе его последовательности, обладают амилоидогенными и антимикробны-
ми свойствами (антимикробные пептиды). В данной работе in silico анализ всех доступных после-
довательностей рибосомного белка S1 из различных штаммов S. aureus позволил выявить остатки, 
являющиеся характерными для конкретных штаммов. На основе данных сервиса I-Mutant были 
спрогнозированы изменения стабильности рибосомного белка S1 из различных штаммов S. aureus. 
Полученные результаты в дальнейшем будут использоваться для целенаправленных мутаций при 
дизайне новых антимикробных пептидов на основе рибосомного белка S1.  
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The pathogenic microorganism Staphylococcus aureus, one of the representatives of the staphylococcus 
family, is capable of developing resistance to antibiotics and antiseptics. The largest ribosomal protein, S1, 
from S. aureus contains four structural S1 domains, and short peptides synthesized based on its sequence 
have amyloidogenic and antimicrobial properties (antimicrobial peptides). In this work, in silico analysis of 
all available ribosomal protein S1 sequences from various S. aureus strains allowed us to identify residues 
that are characteristic of specific strains. Based on data from the I-Mutant service, changes in the stability 
of ribosomal protein S1 from various S. aureus strains were predicted. The results obtained will be used in 
the future for targeted mutations in the design of new antimicrobial peptides based on ribosomal protein S1.
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Введение
Золотистый стафилококк, или Staphylococ-

cus aureus, — грамположительная болез-
нетворная бактерия группы стафилококков, 
которая вызывает гнойно-воспалительные 
процессы в организме человека. Различные 
штаммы S. aureus вызывают широкий спектр 
госпитальных инфекций. Штаммы S. aureus, 
устойчивые к метициллину (MRSA), явля-
ются наиболее распространённой причиной 
внутрибольничных инфекций (HA-MRSA) 
[2]. Антимикробные пептиды являются по-
тенциальной заменой традиционным анти-
биотикам [4]. Нами был предложен новый 
класс антимикробных пептидов, основан-
ный на направленной коагрегации пептида, 
способного формировать фибриллы, с бел-
ком-мишенью — рибосомным белком S1. 
Многофункциональный рибосомный белок 
S1 является частью 30S субъединицы ри-
босомы и играет важную роль в инициации 

трансляции мРНК, участвует в элонгации, 
а также выполняет ряд внерибосомных 
функций. Рибосомный белок S1 из S. aureus 
содержит четыре структурных S1-домена 
[3]. Ранее нами было показано, что часть 
последовательностей этих доменов обла-
дает амилоидогенными и антимикробными 
свойствами против S. aureus [1].

Поскольку предполагается, что устойчи-
вость к антибиотикам патогенных микроор-
ганизмов может быть связана с генетическим 
разнообразием некоторых штаммов бакте-
рий в данной работе, нами было изучено 
разнообразие рибосомного белка S1 в раз-
личных штаммах S. aureus для поиска по-
тенциальных мутаций для дизайна новых 
антимикробных пептидов против MRSA. 

Материалы и методы
Для поиска рибосомного белка S1 из различ-

ных штаммов патогенного микроорганизма 
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S. aureus была проанализирована база дан-
ных белковых последовательностей UniProt 
(https://www.uniprot.org). Множественное 
выравнивание найденных последователь-
ностей было осуществлено с помощью 
сервиса Clustal Omega (https://www.ebi.
ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo). Анализ ста-
бильности рибосомных белков S1 из раз-
личных штаммов S. aureus реализован про-
граммой I-Mutant (https://folding.biofold.
org/i-mutant/), позволяющей оценивать из-
менение стабильности белковой молекулы 
при точечной замене. Изменение свободной 
энергии (ΔΔG) при мутациях для выбран-
ной аминокислоты определяется как значе-

ние свободной энергии Гиббса мутантного 
белка за вычетом значения свободной энер-
гии Гиббса белка дикого типа (ккал/моль): 
ΔΔG<–0,5 означает снижение стабильности, 
ΔΔG>0,5 — увеличение стабильности белка, 
–0,5≤ΔΔG≤0,5 означает отсутствие влияния 
мутации на стабильность. 

Результаты исследований
Анализ базы UniProt выявил 26 последова-

тельностей рибосомного белка S1 из разных 
штаммов S. aureus (MRSA252, MSSA476, 
MW2, N315 и др.) длиной от 391 до 398 а.о. 
Множественное выравнивание последова-
тельностей выявил процент идентичности, 

Таблица. Список аминокислотных замен в различных штаммах S. aureus и их влияние на стабильность рибо-
сомного белка S1
Table. List of amino acid substitutions in various strains of S. aureus and their effect on the stability of ribosomal 
protein S1

№ 
а.о. А.о. Мутация, 

а.о.
Штамм с точечной мутацией  

в рибосомном белке S1 / UniProt ID

–0,5≤ΔΔG≤0,5 означает  
отсутствие влияния мутации 

на стабильность G,  
ккал/моль

60 V A S. aureus / A0A7D5PLM8 –0,53

155 R H S. aureus / A0A9Q8DJ78 –2,09

162 D Y S. aureus / A0A9Q1YFW7 –1,10

198 D H

S. aureus / A0A389U594; S. subsp. aureus ST228 / 
A0A7U7IEJ7;
S. aureus strain N315/Q7A5J0; S. aureus strain Mu50/
ATCC 700699/ Q99U14

–1,38

251 D V S. aureus / A0A9N8FC94 –2,03

277 H R
S. aureus / A0A9Q1YFW7;
S. aureus / A0A844QQC7; 
S. aureus / A0A224AXC5

–0,09

281 V D

S. aureus MN8 / A0A0E1X765;
S. aureus / A0A113GNS0;
S. aureus 55/2053 / A0A8D9SLW7;
S. aureus MRSA252 / Q6GGT5

–1,34

300 P S S. aureus / A0A9N8FC94;
S. aureus / A0A0U1MMH7 –1,90

338 E K S. aureus / A0A844QQC7 –0,93

349 A E S. aureus / A0A6G4QHN1 –0,70

370 N S

S. aureus / A0A9Q1YFW7;
S. aureus / A0A9N8FC94;
S. aureus / A0A844QQC7;
S. aureus / A0A224AXC5;
S. aureus / A0A0U1MMH7;
S. aureus MN8 / A0A0E1X765;
S. aureus / A0A113GNS0;
S. aureus / A0A0D1H9E6;
S. aureus 55/2053 / A0A8D9SLW7;
S. aureus MRSA252 / Q6GGT5

0,55
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равный 98–100%. Аминокислотные замены 
по исследуемому набору последовательно-
стей найдены в 11 положениях (табл.). 

Так, например, у штамма MRSA252 
(UniProt ID: Q6GGT5) в положении 281 
находится остаток Asp (вместо 281Val — 
в других штаммах). Для этого же штамма 
в последовательности белка S1 характерна 
также замена 370Ser по сравнению со штам-
мами MSSA476, штаммом N315, штам-
мом MW2 и штаммом Mu50/ATCC700699 
(370N). Аминокислота в положении 198 
(Asp или His) сильно зависит от штамма 
S. aureus. Отметим, что в последовательно-
сти штамма MRSA252 (UniProt ID: Q6GGT5), 
у которого остаток 281Asp расположен в по-
ложении, соответствующем амилоидоген-
ному участку [4], на месте 281Val у штамма 
MSSA476 (UniProt ID: Q6G987). Анализ 
выявленных замен с помощью I-Mutant по-
казал, что 10 (из 11) из них в разной степени 
влияют на стабильность исследуемых бел-

ков. Так, замена в положении 281Val (N315, 
ST228, Mu50) на Asp (MRSA252, MN8, 
55/2053) значительно уменьшает стабиль-
ность белков (ΔΔG=–1,34). Замена 370Ser 
(MRSA252, MN8, 55/2053) по сравнению 
с другими последовательностями приводит 
к небольшому увеличению стабильности 
белков (ΔΔG=0,55). 

Выводы
Таким образом, анализ аминокислотных 

последовательностей различных штаммов 
S. aureus позволил выявить остатки, яв-
ляющиеся характерными для конкретных 
штаммов. Для найденных мутаций были 
спрогнозированы изменения стабильности 
рибосомного белка S1 из различных штам-
мов S. aureus. Дальнейший анализ найден-
ных замен будет использован для дизайна 
новых антимикробных пептидов на основе 
рибосомного белка S1 против резистентных 
штаммов S. aureus. 
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В работе приведены результаты гистологического исследования кардиотоксичности конъюгатов да-
унорубицина с дегидрокостуслактоном и эпоксиизоалантолактоном на половозрелых мышах-сам-
цах линии C57BL/6. Исследовано влияние конъюгатов на морфологию кардиомиоцитов и структуру 
миокарда левого желудочка мышей. 
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We present the results of a histological study into the cardiotoxicity of conjugates of daunorubicin with de-
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Введение
Антрациклиновые антибиотики (АА) 

благодаря высокой эффективности и сегод-
ня остаются востребованными в схемах 
лечения пациентов с солидными и гемато-
логическими опухолями. Однако их при-
менение сопровождается побочными эф-
фектами, наиболее опасным из которых 
является кумулятивная дозозависимая кар-
диотоксичность [4, 7].

В настоящее время считают, что кардио-
токсичность АА неразрывно связана с од-
ним из основных механизмов их действия 

— взаимодействием с топоизомеразой II 
типа (в случае кардиомиоцитов — изофор-
мой IIβ), которое приводит к образованию 
поперечных сшивок или к одно- и двухни-
тевым разрывам ДНК. Это вызывает на-
рушение синтеза различных белков, в т. ч. 
сократительного аппарата кардиомиоцитов, 
дегенеративные изменения и гибель клеток 
паренхимы и стромы. Следствием повре-
ждения ядерной и митохондриальной ДНК 
также является избыточная продукция АФК 
и окислительный стресс, хотя ранее пола-
гали, что основные пути образования АФК 
связаны с обменом электронов между хино-
новой частью АА и молекулами-донорами 
электронов, например кислородом, и/или 
с формированием комплексов «АА – желе-
зо» и окислительно-восстановительными 
реакциями [3].

Для снижения побочных эффектов химио- 
терапии используют различные подходы, 

один из которых — применение кардио-
протекторов, например дексразоксана. Этот 
препарат имеет несколько механизмов дей-
ствия [9]: взаимодействует с топоизомера-
зой IIβ и изменяет её конфигурацию, предот- 
вращая связывание с АА и предупреждая 
повреждение ДНК [11]; связывает железо, 
предотвращая формирование комплекса 
с АА и, соответственно, снижает количе-
ство АФК [12]. И хотя доказано уменьше-
ние окислительного стресса и снижение 
рисков развития сердечной недостаточно-
сти во время курса химиотерапии и в те-
чение нескольких месяцев после лечения, 
дексразоксан не останавливает развитие 
антрациклин-индуцированной кардиомио-
патии [9] и снижает эффективность АА [15]. 

В настоящее время актуальной пробле-
мой является не только поиск новых химио-
терапевтических средств, но и разработка 
подходов к снижению побочных эффектов 
известных противоопухолевых препаратов. 
Одним из таких подходов является модифи-
кация АА природными соединениями с раз-
личными видами биологической активнос-
ти, в т. ч. антипролиферативной. 

Объектами исследования являются конъ-
югаты даунорубицина (ОНОПБ, Омутнинск, 
Россия) с природными сесквитерпеновы-
ми лактонами — эпоксиизоалантолакто-
ном (DNR-L04) и дегидрокостуслактоном 
(DNR-SL62), синтезированные аза-реакци-
ей Михаэля — присоединением атома азо-
та даунозамина к лактону по активирован-
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ной экзометиленовой связи (рис. 1) [14]. 
Эти конъюгаты были выбраны для оценки 
кардиотоксичности in vivo на основе ранее 
полученных данных [13]; in vitro они пока-
зали сравнимую с DNR цитотоксичность, 
но по-разному влияли на клеточный цикл. 
В то время как конъюгат DNR-SL62 сохра-
нял сходный с даунорубицином эффект — 
арест клеток в G2/M фазе, производное 
DNR-L04 не показало подобных свойств.

Цель данной работы заключалась в срав-
нении кардиотоксичности даунорубицина 
(DNR) и двух его конъюгатов с сесквитер-
пеновыми лактонами при помощи гистоло-
гического исследования.

Материалы и методы
Эксперимент, одобренный локальной 

Комиссией по биоэтике ИФАВ РАН, был вы-
полнен на 56 мышах-самцах линии C57BL/6 
массой 25–30 г и возрастом 3 мес. на нача-
ло исследования. Животные были разведе-
ны в институтском виварии и содержались 
в стандартных условиях с 12-часовым ре-
жимом «день/ночь» и неограниченным до-
ступом к пище и воде. Число особей в одной 
клетке не превышало 7. Все манипуляции 
с животными выполнены в соответствии 

с принципами, принятыми Европейской 
конвенцией по защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях [10]. 

Были сформированы 4 группы по 14 осо-
бей: группа 1 — контроль с физ. р-ром 
(интактные животные); группа 2 получала 
DNR (препарат сравнения); группы 3 и 4 
получали препараты DNR-SL62 и DNR-L04 
соответственно. Соединения вводили вну-
трибрюшинно в течение 4 недель один раз 
в неделю до кумулятивной дозы: DNR — 
5 мг/кг, конъюгаты — 20 мг/кг, а физ. р-р — 
в объёме, эквивалентном массе животного 
и не превышающем 0,5 мл. По 7 животных 
из каждой группы выводили из экспери-
мента через 1 неделю после последнего 
введения препарата (острая фаза лечения) 
и через 13 недель после последнего введе-
ния (восстановительный период). 

Для гистологического исследования 
фрагмент левого желудочка фиксировали  
в 10%-ном нейтральном забуференном 
формалине («BioVitrum», Россия) и подвер-
гали гистологической проводке на основе 
реагента IsoPrep («BioVitrum», Россия). 
На ротационном микротоме Leica RM2265 
получали срезы толщиной 5 мкм, которые 
окрашивали гематоксилином и эозином  

Рис. 1. Структурные формулы конъюгатов даунорубицина.
Fig. 1. Structural formulas of daunorubicin conjugates.
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(«Bio Vitrum», Россия) по стандартному 
протоколу [5]. Гистологические препараты 
изучали и фотографировали на большом 
и малом увеличениях при помощи свето-
вого микроскопа Leica DM2500 (Германия), 
оснащённого системой видеорегистрации 
и компьютерным программным обеспече-
нием «Leica Application Suite 3.8». 

Для количественной оценки влияния 
конъюгатов на структуру миокарда лево-
го желудочка проводили компьютерное 
морфометрическое исследование методом 
точечного счета в 10–15 случайных полях 
зрения (1 мм2) при помощи программы об-
работки графических изображений ImageJ 
1.5. Считали удельные объёмы структурных 
компонентов паренхимы (кардиомиоцитов, 
ядер кардиомиоцитов, перинуклеарного 
пространства кардиомиоцитов) и стромы 
(соединительной ткани и кровеносных со-
судов) миокарда [1]. На основе получен-
ных данных рассчитывали паренхиматозно- 
стромальное отношение.

Для расчёта средних значений измеряли 
диаметры капилляров, кардиомиоцитов, 
их ядер и перинуклеарного пространства 
на продольных срезах на уровне эндоте-
лиоцита капилляра и ядра кардиомиоци-
та. Измеряли толщину сосудистой стен-
ки и радиус просвета артериол и венул. 
На основе измерений рассчитывали пара-
метры, количественно характеризующие 
взаимоотношение паренхимы миокарда 
левого желудочка и сосудов микроцирку-
ляторного русла, таких как трофический 
индекс, зона перикапиллярной диффузии 
(ЗПкД) и индекс Керногана для артериол 
и венул [1].

Статистическую обработку данных про-
водили в программе IMB SPSS Statistica 
20.0 с использованием непараметрического 
критерия Манна — Уитни. Количественные 
данные выражали как медиану, 25-й и 75-й 
квартили (Ме, Q25 и Q75 соответственно). 
Оцениваемые показатели считали статисти-
чески достоверными при p<0,05.

Результаты и их обсуждение
При микроскопии препаратов интактных 

животных в острой фазе лечения и после 
восстановительного периода было подтвер-
ждено нормальное строение миокарда лево-
го желудочка без признаков патологических 
изменений, таких как липоматоз, фиброз, 
воспаление и ремоделирование миокарда 
(рис. 2). 

У животных группы 2 в острой фазе лече-
ния не было замечено выраженных призна-
ков развивающегося фиброза и липоматоза, 
однако визуально наблюдали увеличение 
клеточности стромы миокарда и изменение 
морфологии кардиомиоцитов. Были обна-
ружены вакуолизация цитоплазмы карди-
омиоцитов, кардиомиоциты с признаками 
атрофии и гипертрофии, выраженное расши-
рение перинуклеарного пространства, а так-
же дезорганизация миофибрилл в отдель-
ных саркомерах. Данные эффекты являются 
типичными для АА и связаны с их основ-
ным механизмом действия, они носят оча-
говый или мозаичный характер и подробно 
описаны в работах [2, 6], а их выраженность 
зависит от дозы препарата. Наряду с нару-
шением структуры сократительного аппара-
та особый интерес представляет расшире-
ние перинуклеарного пространства, которое 
в данном случае является перинуклеарным 
отёком, связанным с дисфункцией ионных 
каналов эндоплазматического ретикулума 
и митохондрий, и при избыточном накопле-
нии жидкости способствует дезорганизации 
миофибрилл. По завершении 13 недель вос-
становительного периода морфология части 
кардиомиоцитов возвращается практически 
к исходному состоянию, однако в большей 
части клеток определяются дезорганизован-
ные миофибриллы и дистрофические изме-
нения (рис. 2).

В группах 3 и 4 морфология миокарда ле-
вого желудочка в острой фазе лечения име-
ет сходства с таковой для группы 2, но ди-
строфические изменения кардиомиоцитов, 
расширение перинуклеарного пространства 
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Рис. 2. Фотографии миокарда левого желудочка мышей-самцов линии C57BL/6; окраска гематоксилином и эо-
зином, ув. ×400. Обозначения: A — интактные животные, B — DNR, C — DNR-SL62, D — DNR-L04. Верхний 
ряд — острая фаза лечения, нижний ряд — восстановительный период.
Fig. 2. Photographs of the left ventricle myocardium of male C57BL/6 mice; hematoxylin and eosin staining, magn. 
×400. Indications: A — intact animals, B — DNR, C — DNR-SL62, D — DNR-L04. The top row is the acute phase of the 
treatment; the bottom row is the recovery period.

и дезорганизация миофибрилл выражены 
меньше. После восстановительного перио-
да в группах 3 и 4 структура миофибрилл 
кардиомиоцитов частично восстанавливает-
ся и визуально становится сходной с тако-
вой для интактных животных (рис. 2). 

Эти наблюдения подтверждают наличие 
антрациклин-индуцированного поврежде-
ния сердца в опытных группах, причём 
из двух тестируемых соединений DNR-
SL62 показывает большее сходство с DNR 
по влиянию на морфологию кардиомио-
цитов и миокарда, чем DNR-L04. Такой 
эффект может быть связан с тем, что конъ-
югат с дегидрокостуслактоном в различных 
экспериментах in vitro имел самые близкие 
к даунорубицину показатели и, вероятно, 
в большей степени сохраняет основные ме-
ханизмы цитотоксического и кардиотокси-
ческого действия исходного АА [14]. 

Поскольку описанные выше изменения 
характерны для антрациклин-индуцирован-
ного повреждения сердца и присутствуют 
во всех опытных группах, было проведено 
компьютерное морфометрическое исследо-
вание с целью определения количественной 
характеристики влияния тестируемых конъ-

югатов на структуру миокарда. Результаты 
сравнения представлены в табл. 1–4. 

Установлено, что в острой фазе лечения 
DNR заметно влияет на структуру миокар-
да левого желудочка. Из представленных 
в табл. 1 данных видно, что в основном из-
меняются такие параметры, как удельный 
объём кардиомиоцитов и соединительной 
ткани, а также перинуклеарное пространст-
во, увеличение которого подтверждает его 
значимость при микроскопии. Установлено, 
что оба конъюгата влияют на структуру 
миокарда, но не так выраженно, как DNR. 
Во всех опытных группах изменяется соот-
ношение паренхимы и стромы, а паренхи-
матозно-стромальное отношение в сравне-
нии с группой 1 уменьшается.

После восстановительного периода 
(табл. 2) было установлено, что в группе 2 
практически не изменяются параметры, 
для которых наблюдали выраженные из-
менения в острой фазе, за исключением 
уменьшения удельного объёма ядер кар-
диомиоцитов. Это может свидетельство-
вать о протекании в организме животных 
восстановительных и/или компенсаторно- 
приспособительных процессов. В то же 
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Таблица 1. Удельные объёмы компонентов паренхимы и стромы миокарда левого желудочка мышей линии 
C57BL/6 в острой фазе лечения, Me (Q25; Q75), мкм3/мкм3

Table 1. Specific component volumes of the parenchyma and stroma of the left ventricle myocardium in C57BL/6 mice in 
the acute phase of treatment, Me (Q25; Q75), µm3/µm3

Показатели Контроль 
(группа 1)

DNR  
(группа 2)

DNR-SL62  
(группа 3)

DNR-L04  
(группа 4)

Кардиомиоциты 79,30 (78,71; 81,22) 71,38 (66,83; 73,77)* 75,51 (71,97; 77,63)* 78,41 (76,87; 79,05)* #

Ядра кардиомиоцитов 3,83 (3,24; 4,12) 4,21 (3,49; 5,09) 4,52 (4,06; 6,23) 4,64 (4,43; 4,94)*

Перинуклеарное 
пространство 
кардиомиоцитов

0,06 (0,00; 0,17) 0,85 (0,67; 1,57)* 0,00 (0,00; 0,01)# 0,00 (0,00; 0,02)#

Соединительная 
ткань 5,79 (4,74; 6,4) 13,27 (11,34; 15,07)* 6,75 (5,95; 7,97)# 6,02 (5,43; 6,68)#

Кровеносные сосуды 10,76 (9,96; 11,3) 10,82 (8,77; 12,73) 13,56 (11,3; 14,84)* 11,21 (10,27; 12,28)

Паренхима 83,47 (82,55; 84,22) 77,85 (72,51; 79,27)* 79,99 (77,59; 81,97)* 83,07 (82,01; 83,46)#

Строма 16,58 (14,95; 17,39) 22,75 (20,73; 27,49)* 20,01 (18,03; 22,41)* 16,93 (16,54; 18,04)#

Паренхиматозно-
стромальное 
отношение, мкм6/мкм6

5,03 (4,75; 5,65) 3,45 (2,64; 3,82)* 4,02 (3,46; 4,57)* 4,91 (4,55; 5,05)#

Примечание: удельные объёмы для удобства представления данных были умножены на 100. * — статистически 
достоверные отличия от контрольной группы, p<0,05; # — статистически достоверные отличия от группы 
DNR, p<0,05.
Note: for ease of data presentation, specific volumes were multiplied by 100. * — statistically significant differences from 
the control group, p<0.05; # — statistically significant differences from the DNR group, p<0.05.

Таблица 2. Удельные объёмы компонентов паренхимы и стромы миокарда левого желудочка мышей линии 
C57BL/6 после восстановительного периода, Me (Q25; Q75), мкм3/мкм3

Table 2. Specific component volumes of the parenchyma and stroma of the left ventricle myocardium in C57Bl/6 mice 
after the recovery period, Me (Q25; Q75), µm3/µm3

Показатели Контроль  
(группа 1)

DNR  
(группа 2)

DNR-SL62  
(группа 3)

DNR-L04  
(группа 4)

Кардиомиоциты 74,75 (74,45; 76,17) 68,35 (66,35; 69,33)* 70,57 (68,35; 73,79)* 71,86 (70,6; 73,8)* #

Ядра кардиомиоцитов 4,15 (3,49; 4,89) 2,63 (2,13; 3,16)* 3,26 (2,96; 3,48)* 3,91 (2,47; 4,29)

Перинуклеарное 
пространство 
кардиомиоцитов

0,1 (0,04; 0,12) 0,67 (0,46; 1,0)* 0,00 (0,00; 0,10)# ◊ 0,13 (0,03; 0,19)#

Соединительная ткань 7,94 (6,78; 8,41) 13,41 (12,05; 14,42)* 12,42 (10,08; 14,03)* 12,94 (12,57; 13,11)*

Кровеносные сосуды 12,46 (10,95; 13,71) 14,3 (12,63; 16,82)* 13,72 (12,70; 15,12) 11,43 (9,37; 14,2)

Паренхима 79,21 (78,01; 80,58) 71,05 (68,94; 75,32)* 73,47 (71,32; 77,09)* 76,01 (73,18; 77,74)* #

Строма 20,79 (19,35; 21,91) 27,71 (24,68; 31,29) * 26,06 (22,77; 28,68) * 23,99 (22,26; 26,89)* #

Паренхиматозно-
стромальное 
отношение, мкм6/мкм6

3,81 (3,56; 4,16) 2,59 (2,2; 3,05)* 2,82 (2,49; 3,39)* 3,17 (2,72; 3,49)* #

Примечание: удельные объёмы для удобства представления данных были умножены на 100. * — статистически 
достоверные отличия от контрольной группы, p<0,05; # — статистически достоверные отличия от группы 
DNR, p<0,05; ◊ — статистически достоверные различия между конъюгатами, p<0,05.
Note: for ease of data presentation, specific volumes were multiplied by 100. * — statistically significant differences 
from the control group, p<0.05; # — statistically significant differences from the DNR group, p<0.05; ◊ — statistically 
significant differences between conjugates, p<0.05.



43БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3 | 37–46

Глоба А.А., Семаков А.В., Пухов С.А., Афанасьева С.В., Аникина Л.В.  
«Снижение кардиотоксичности даунорубицина путём конъюгации  

с природными сесквитерпеновыми лактонами»

время в группах 3 и 4 уменьшение удель-
ного объёма кардиомиоцитов и увеличение 
удельного объёма соединительной ткани 
было более выражено по сравнению с ана-
логичными параметрами для острой фазы 
лечения и для группы 2. Возможно, это свя-
зано с тем, что в конъюгатах фрагмент лакто-
на связан с атомом азота даунозамина — од-
ним из сайтов связывания P-гликопротеина, 
ответственного за выведение ксенобиотиков 
из клеток и развитие резистентности опухо-
лей к химиотерапии. Теоретически исследу-
емые соединения могут дольше находиться 
в клетках и воздействовать на них, особен-
но в кардиомиоцитах, с учётом низкой экс-
прессии в них P-гликопротеина в сравнении 
с эпителиальными клетками [8]. В целом 
характеризующие структуру миокарда дан-
ные для мышей группы 4 ближе к таковым 
для интактных животных, а в случае груп-
пы 3 — к показателям группы мышей с DNR.

Поскольку установлено влияние соедине-
ний на кардиомиоциты и выявлено увели-
чение удельного объёма перинуклеарного 
пространства в группе 1, то был измерен 

диаметр кардиомиоцитов, а также их ядер 
и перинуклеарного пространства.

В ходе исследования (табл. 3) обнаружено, 
что в острой фазе лечения диаметры кардио-
миоцитов в опытных группах не отличаются 
от таковых у интактных животных. Однако 
обнаружено статистически достоверное 
расширение перинуклеарного пространства 
в группе 1, а также видно, что его наличие 
«компенсирует» атрофические изменения, 
характерные для антрациклиновой карди-
омиопатии. Это подтверждено данными 
восстановительного периода — показано 
статистически достоверное уменьшение ди-
аметра как перинуклеарного пространства, 
так и кардиомиоцитов. Уменьшение диа-
метра кардиомиоцитов установлено также 
в группе 3, что свидетельствует о схожем 
с исходным АА влиянии DNR-SL62 на мор-
фологию кардиомиоцитов.

В связи с тем что АА воздействуют на ми-
кроциркуляторное русло, способствуя ремо-
делированию соединительной ткани и раз-
витию ишемии миокарда (что ещё больше 
увеличивает риск развития хронической сер-
дечной недостаточности), были рассчитаны 

Таблица 3. Средний диаметр кардиомиоцитов миокарда левого желудочка мышей линии C57BL/6, Me (Q25; Q75), мкм
Table 3. Average diameter of cardiomyocytes of the left ventricular myocardium in C57BL/6 mice, Me (Q25; Q75), µm

Показатели Контроль  
(группа 1)

DNR  
(группа 2)

DNR-SL62  
(группа 3)

DNR-L04  
(группа 4)

Острая фаза лечения

Кардиомиоциты 8,28 (7,69; 9,09) 8,17 (8,06; 8,26) 8,0 (7,41; 8,48) 8,4 (8,8; 8,69)

Ядра кардиомиоцитов 4,92 (4,66; 5,28) 4,77 (4,74; 4,94) 4,67 (4,38; 4,8) 4,83 (4,63; 4,99)

Перинуклеарное 
пространство 
кардиомиоцитов

0,04 (0,00; 0,05) 0,61 (0,52; 0,73)* 0,13 (0,03; 0,24)# ◊ 0,00 (0,00; 0,08)#

Восстановительный период

Кардиомиоциты 8,55 (8,33; 8,93) 7,64 (7,48; 8,19)* 7,66 (7,48; 8,1)* 7,94 (7,76; 8,21)

Ядра кардиомиоцитов 5,17 (5,11; 5,41) 4,3 (4,24; 4,52)* 4,7 (4,44; 4,84* 4,49 (4,46; 4,66)*

Перинуклеарное 
пространство 
кардиомиоцитов

0,06 (0,02; 0,11) 0,23 (0,19; 0,26)* 0,12 (0,05; 0,22)# 0,06 (0,02; 0,11)#

Примечание: * — статистически достоверные отличия от контрольной группы, p<0,05; # — статистически 
достоверные отличия от группы DNR, p<0,05; ◊ — статистически достоверные различия между конъюгатами, 
p<0,05.
Note: * — statistically significant differences from the control group, p<0.05; # — statistically significant differences 
from the DNR group, p<0.05; ◊ — statistically significant differences between the conjugates, p<0.05.
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параметры, которые могут служить количе-
ственной характеристикой состояния сосу-
дов микроциркуляторного русла.

Из представленных данных видно 
(табл. 4), что средний диаметр капилляров 
уменьшается относительно контроля во всех 
опытных группах как в острой фазе лечения, 
так и после восстановительного периода. 
В сочетании с уменьшением трофическо-
го индекса и увеличением ЗПкД этот факт 
свидетельствует об уменьшении количества 
(плотности) капилляров и снижении трофи-
ки миокарда. Установлено, что в большей 
степени сам DNR, а в меньшей — его конъ-
югаты влияют на артериолы. Об этом свиде-
тельствует увеличение индекса Керногана 
для артериол, который после восстанови-

тельного периода становится статистически 
значимым показателем. 

Заключение
Конъюгат даунорубицина с эпоксиизоа-

лантолактоном (DNR-L04) показал мень-
шую кардиотоксичность, чем даунорубицин, 
что в сочетании с его высокой цитотоксич-
ностью in vitro позволяет рассматривать его 
в качестве соединения-лидера для разработ-
ки новых противоопухолевых средств на ос-
нове даунорубицина. Конъюгат дауноруби-
цина с дегидрокостуслактоном (DNR-SL62) 
по кардиотоксичности приближается к да-
унорубицину, что было установлено по ре-
зультатам микроскопического и морфоме-
трического исследований.

Таблица 4. Параметры, количественно характеризующие микроциркуляторное русло миокарда левого желу-
дочка мышей линии C57BL/6, Me (Q25; Q75) 
Table 4. Parameters quantitatively characterizing the microvasculature of the left ventricle myocardium in C57BL/6 
mice, Me (Q25; Q75)

Показатели Контроль  
(группа 1)

DNR  
(группа 2)

DNR-SL62  
(группа 3)

DNR-L04  
(группа 4)

Острая фаза лечения

Капилляры, мкм 5,3 (5,2; 5,44) 5,13 (5,04; 5,15)* 5,15 (5,13; 5,22)* ◊ 5,25 (5,21; 5,28)#

Трофический 
индекс, мкм6/мкм6 0,159 (0,129; 0,18) 0,072 (0,068; 0,089)* 0,066 (0,063; 0,081)* ◊ 0,095 (0,082; 0,161)#

ЗПкД, мкм/мкм3 47,53 (40,5; 55,2) 99,61 (79,3; 111,94)* 107,21 (91,1; 111,32)* ◊ 73,63 (62,91; 87,53)* #

Индекс Керногана 
артериол, мкм/мкм 0,273 (0,248; 0,3) 0,36 (0,283; 0,385) 0,338 (0,263; 0,375) 0,32 (0,28; 0,33)

Индекс Керногана 
венул, мкм/мкм 0,177 (0,171; 0,19) 0,203 (0,179; 0,211) 0,194 (0,183; 0,2) 0,192 (0,172; 0,207

Восстановительный период

Капилляры, мкм 5,39 (5,32; 5,5) 5,06 (5,0; 5,09)* 5,18 (5,14; 5,22)* # ◊ 5,24 (5,21; 5,29)* #

Трофический 
индекс, мкм6/мкм6 0,105 (0,103; 0,108) 0,09 (0,086; 0,097)* 0,098 (0,09; 0,101)* ◊ 0,107 (0,103; 0,115)#

ЗПкД, мкм/мкм3 64,98 (63,38; 68,26) 79,25 (70,52; 86,76)* 73,08 (69,87; 84,58)* ◊ 62,48 (59,28; 64,62)#

Индекс Керногана 
артериол, мкм/мкм 0,296 (0,259; 0,324) 0,392 (0,38; 0,408)* 0,379 (0,35; 0,394)* 0,354 (0,332; 0,36)* #

Индекс Керногана 
венул, мкм/мкм 0,174 (0,166; 0,197) 0,188 (0,184; 0,196) 0,184 (0,181; 0,189) 0,183 (0,176; 0,189)

Примечание: * — статистически достоверные отличия от контрольной группы, p<0,05; # — статистически 
достоверные отличия от группы DNR, p<0,05; ◊ — статистически достоверные различия между конъюгатами, 
p<0,05.
Note: * — statistically significant differences from the control group, p<0.05; # — statistically significant differences 
from the DNR group, p<0.05; ◊ — statistically significant differences between the conjugates, p<0.05.
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ФИЗИКО-БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 
N-АЦЕТИЛТРАНСФЕРАЗЫ RimL ГИПЕРТЕРМОФИЛЬНОЙ 

БАКТЕРИИ THERMUS THERMOPHILUS

М.В. Трунилина*, А.А. Вологжанникова, Т.А. Кудряшов, Е.В. Локтюшов, В.В. Быков, 
А.С. Соколов, Ю.С. Лаптева

Институт биологического приборостроения ФГБУН «Федеральный исследовательский центр 
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142290, Российская Федерация, Московская обл., Пущино, пр-кт Науки, 3

N-концевые ацетилтрансферазы (NAT) бактерий участвуют в биосинтезе/деградации антибиотиков. 
Фермент RimL из E. coli обеспечивает ей резистентность к антибиотику микроцину С. На сегод-
няшний день хорошо изучены NAT патогенных бактерий, однако отсутствуют данные о NAT тер-
мофильных бактерий. Целью работы является исследование физико-химических свойств и специ-
фичности новой NAT — RimL из Thermus thermophilus. Нами клонирована ОРС RimL (TTHA1799) 
и разработана методика очистки фермента. Методом собственной флуоресценции белка исследо-
вана стабильность RimL к pH, высоким температурам и денатурирующим агентам. Нами получен 
термофильный фермент, который может применяться в биотехнологии для ацетилирования белков 
и пептидов в нестандартных условиях.

Ключевые слова: антибиотикорезистентность, микроцин С, N-ацетилтрансферазы, GNAT-токсин-
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Bacterial N-terminal acetyltransferases (NATs) are involved in the biosynthesis/degradation of antibiotics. 
The RimL enzyme from E. coli provides it with resistance to the antibiotic microcin C. To date, the NATs 
of pathogenic bacteria have been well studied, but there is no data on the NATs of thermophilic bacteria. 
The purpose of the work is to study the physicochemical properties and specificity of a new NAT — RimL 
from Thermus thermophilus. We cloned the RimL ORF (TTHA1799) and developed a method for purifying 
the enzyme. The stability of RimL to pH, high temperatures and denaturing agents was studied using the 
protein intrinsic fluorescence method. We have obtained a thermophilic enzyme that can be used in biotech-
nology for the acetylation of proteins and peptides under non-standard conditions.
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Введение
N-aцетилтрансферазы (NАТ) являются 

представителями многочисленного GNAT-
суперсемейства ацетилтрансфераз (GNAT-
AT) [1]. Ряд NAТ участвуют как в биосин-
тезе, так и в инактивации антибиотиков [4, 
6], формируют систему «токсин —антиток-
син» типа II и рассматриваются в качестве 
мишеней для решения проблемы множест-
венной антибиотикорезистентности бакте-
рий [3, 7]. Резистентность к антибиотикам 
проявляет фермент RimL, который придаёт 
бактерии E. coli устойчивость к микроци-
ну С и альбомицину [6]. Ортологи RimL 
из разных бактерий ацетилируют рибо-
сомальный белок L12, который содержит 
N-концевой Ser или Ala [8]. NAT находят 
применение в практике направленного 
ацетилирования белков и пептидов [2, 5]. 
На сегодняшний день накоплены данные 
о ферментах патогенных бактерий, однако 
неизученными остаются ферменты термо-
фильных бактерий, которые могут обладать 
преимуществами использования в биотех-
нологии перед своими мезофильными ана-
логами. 

Цель работы — исследование физи-
ко-химических свойств и субстратной 
специфичности RimL из T. thermophilus  
(TTh-RimL).

Материалы и методы
Ген TTHA1799, кодирующий RimL 

(UniProt ID: Q5SHD1) бактерии Thermus 
thermophilus, клонировали в вектор pET-
29 под контроль гибридного промотора 
Т7/lac. Рекомбинантный фермент RimL 
(TTh-RimL) нарабатывали в клетках E. coli 
BL21(DE3) и очищали при помощи аффин-
ной хроматографии на Ni-NTA.

Изучение физико-химических свойств 
проводилось методом собственной флуо-
ресценции белка. Спектры флуоресценции 
измеряли при 25°C на спектрофлуориметре 
Cary Eclipse при λвозб=280 нм. Для опреде-
ления стабильности TTh-RimL (1,4 мкМ) 
при различных рН его инкубировали в те-
чение 5 мин при 25°C в буфере следующе-
го состава: 6 мкM MES 6.5, 6 мкМ HEPES, 
6 мкМ H3BO4, 6 мкМ глицин, 6 мкМ ацетат 
натрия, доведённом до рН от 3 до 12 с шагом 
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0,5. Для изучения устойчивости TTh-RimL 
к денатурирующим агентам проводили его 
разворачивание в гуанидин гидрохлориде 
(GdHCl) в градиенте концентрации от 0 
до 6 М с шагом 0,5 М при 25°C в реакци-
онной смеси: 50 мM MES 6.5, 150 мM NaCl, 
0,66 мкМ RimL. Термостабильность TTh-
RimL измеряли в градиенте температур 
от 20 до 98°C с шагом 2°C в реакционной 
смеси: 50 мM Na2HPO4 рН=8,1, 150 мМ 
NaCl, 1 мкМ TTh-RimL.

Методом ацетилирования in vitro пеп-
тидов с разными остатками на N-конце 
определяли субстратную специфичность 
TTh-RimL. Ацетилирование проводили 
в 50 мкл смеси: 50 мМ MES 6.5, 1 мкМ TTh-
RimL, 100 мкМ АцКоА, 100 мкМ пептиды 
с N-концевыми Ala, Ser, Gly, инкубировали 
1 ч при 60°C. Проверку уровня ацетилиро-
вания проводили при помощи реакции ал-
дритиола с сульфгидрильной группой КоА, 
отслеживаемой по поглощению при длине 
волны 324 нм (λ324). Измерение поглоще-
ния проводилось на BioTek Rider при 25°C, 
в течение 10 мин с интервалом 1 мин.

Результаты и их обсуждение
Ген TTHA1799 (UniProt ID: Q5SHD1) бак-

терии Thermus thermophilus (ВКМ В-1605) 
клонирован в вектор pET-29. Разработана 
методика очистки фермента TTh-RimL, 
которая позволяет получать TTh-RimL 
до 50 мг/л культуры.

Методом собственной флуоресценции 
белка показано, что TTh-RimL не прояв-
ляет заметных pH-индуцируемых конфор-
мационных переходов белка в диапазоне 
pH от 4 до 12 (данные не представлены). 
Увеличение интенсивности флуоресцен-
ции (рис., А) свидетельствует о разворачи-
вании молекул белка под действием GdHCl. 
Середина перехода TTh-RimL из нативно-
го в денатурированное состояние, оценён-
ная с использованием сигмоидальной 
функции, составляет 2,2 М GdHCl. График 
изменения интенсивности собственной 
флуоресценции на 304 нм при нагрева-
нии фермента (рис., Б) свидетельствует, 
что TTh-RimL является термостабильным 
(до 84°С) ферментом с серединой теплово-
го перехода 88°C.

Рис. Параметры флуоресценции: А — изменение интенсивности собственной флуоресценции TTh-RimL 
на 376 нм от концентрации GdHCl; Б — изменение интенсивности собственной флуоресценции на 304 нм 
при повышении температуры.
Fig. Fluorescence parameters: A — change in the intrinsic fluorescence intensity of TTh-RimL at 376 nm from the 
GdHCl concentration; Б — change in the intensity of intrinsic fluorescence by 304 nm with increasing temperature.
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В реакции ацетилирования пептидов по-
казано, что фермент TTh-RimL проявляет 
специфическую функциональную актив-
ность, т. е. является NАТ. Специфичность 
TTh-RimL в отношении пептидов снижает-
ся в ряду Ser → Gly → Ala.

Таким образом, нами получен термоста-
бильный фермент, который может приме-
няться в биотехнологии для ацетилирова-
ния белков и пептидов, предпочтительно 
с серином на N-конце, в широком диапазоне 
температур и в присутствии до 1,5 М GdHCl.
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ДОКСОРУБИЦИНА  
НА КОГНИТИВНЫЕ НАРУШЕНИЯ И МИКРОСКОПИЧЕСКУЮ 

КАРТИНУ ОТДЕЛЬНЫХ СТРУКТУР ГОЛОВНОГО МОЗГА У КРЫС

И.В. Алексеев*, И.А. Мирошкина, А.В. Сорокина, И.Б. Цорин, Л.Г. Колик
ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр оригинальных и перспективных биомедицинских 

и фармацевтических технологий» 
125315, Российская Федерация, Москва, ул. Балтийская, 8

Создание валидированной модели «химического мозга» у лабораторных животных представляет 
собой актуальную задачу, решение которой позволит оптимизировать поиск новых средств для пре-
дупреждения и фармакологической коррекции отставленных последствий химиотерапии на цент-
ральную нервную систему. Цель работы — оценка влияния доксорубицина при системном курсовом 
введении на поведенческие реакции и микроскопическую картину коры больших полушарий и гип-
покампа у крыс.
Доксорубицин вводили самцам крыс внутрибрюшинно в дозах 5 и 6 мг/кг, один раз в неделю, в те-
чение 28 дней. Оценивали поведенческие реакции животных, проводили патоморфологические ис-
следования коры больших полушарий головного мозга и гиппокампа.
Доксорубицин в дозах 5 и 6 мг/кг вызывает угнетение двигательной активности в тесте «Открытое 
поле», нарушение непространственной и пространственной памяти в тестах «Распознавание нового 
объекта» и «Y-лабиринт» соответственно. Препарат в указанных дозах увеличивает выраженность пол-
нокровия сосудов и периваскулярного отёка в коре больших полушарий головного мозга и гиппокампе.
Доксорубицин в дозах 5 и 6 мг/кг вызывает нарушение когнитивных функций у крыс в тестах 
на оценку непространственной и пространственной памяти, а также нарушения микроциркуляции 
в коре больших полушарий головного мозга и гиппокампе крыс.
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The creation of a validated model of the “chemical brain” in laboratory animals is an urgent task, the solu-
tion of which will optimize the search for new drugs for the prevention and pharmacological correction 
of delayed effects of chemotherapy on the central nervous system. The aim of the work has been to assess 
the effect of doxorubicin after systemic course administration on behavioral reactions and the microscopic 
view of the cerebral cortex and hippocampus in rats.
Doxorubicin was administered intraperitoneally to male rats at doses of 5 and 6 mg/kg, once a week, for 
28 days. The behavioral reactions of the animals were assessed, and pathomorphological studies of the 
cerebral cortex and hippocampus were carried out.
Doxorubicin at doses of 5 and 6 mg/kg causes inhibition of motor activity in the “Open Field” test, impair-
ment of non-spatial and spatial memory in the “New Object Recognition” and “Y-Maze” tests, respectively. 
Doxorubicin at these doses increases the severity of vascular congestion and perivascular edema in the ce-
rebral cortex and hippocampus.
Doxorubicin at doses of 5 and 6 mg/kg causes impairment of cognitive functions in rats in tests assessing 
non-spatial and spatial memory, as well as microcirculation disorders in the cerebral cortex and hippocam-
pus of rats.
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Введение
Разработка новых химиотерапевтических 

средств и схем лечения онкологических за-
болеваний привела к значительному сниже-
нию риска рецидивов и повышению выжи-
ваемости, что способствовало расширению 
осведомлённости о побочных эффектах хи-
миотерапевтических средств, включая не-
желательные эффекты на нераковые клетки, 
вторичные по отношению к предполагае-
мой цитотоксичности для раковых клеток. 
Одним из последствий современной тера-
пии рака является когнитивная дисфунк-
ция, связанная с химиотерапией, обычно 
называемая «химическим мозгом» [2]. 
По оценкам, от 18 до 78% больных раком 
молочной железы сообщают о дискогни-
тивных расстройствах вскоре после начала 
химиотерапевтического лечения. Эти симп-
томы являются кратковременными у боль-
шинства пациентов, но, как сообщалось, 
сохраняются в течение нескольких месяцев 

или лет у ~35% пациентов в безрецидивной 
ремиссии. 

Доклинические исследования воздей-
ствия противоопухолевых препаратов 
на грызунов выявили несколько распро-
странённых когнитивных нарушений, на-
блюдаемых у пациентов, включая наруше-
ния памяти, опосредованные гиппокампом, 
что указывает на то, что экспериментальное 
моделирование когнитивных нарушений, 
вызванных химиотерапией, обладает вы-
сокой степенью достоверности для оценки 
последующих изменений поведенческих 
реакций [1]. Создание валидированной 
модели «химического мозга» у лабора-
торных животных представляет собой ак-
туальную задачу, решение которой позво-
лит оптимизировать поиск новых средств 
для предупреждения и фармакологической 
коррекции отставленных последствий хи-
миотерапии на центральную нервную систе-
му. Доксорубицин (Dox), антрациклиновое  



54 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3 | 52–57 

РЕЛЕВАНТНОЕ И АЛЬТЕРНАТИВНОЕ БИОМОДЕЛИРОВАНИЕ |  
RELEVANT AND ALTERNATIVE BIOMODELLING

противоопухолевое средство, обычно ис-
пользуется в схемах комплексной химио-
терапии для лечения солидных опухолей 
и лейкоза. 

Цель работы — оценка влияния Dox 
при системном курсовом введении на по-
веденческие реакции и микроскопическую 
картину коры больших полушарий и гиппо-
кампа у крыс.

Материалы и методы
Опыты проводили на конвенциональных 

белых крысах-самцах (возраст 16–17 не-
дель, начальная масса 200–220 г) из нели-
нейных популяций, полученных из фили-
ала «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России (Московская обл.). Животные 
прошли карантин в виварии ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомеди-
цинских и фармацевтических технологий». 
Крысы содержались в полипропиленовых 
клетках Т/4 (габариты 580×375×200 мм) 
по 8 особей. Крысы получали комбикорм 
полнорационный для лабораторных жи-
вотных ПК-120-191, производимый ООО 
«МЭСТ» (Россия), и фильтрованную во-
допроводную воду ad libitum. Животные 
содержались в контролируемых услови-
ях (20–26°C, 30–70%-ная относительная 
влажность, 12-часовой цикл освещения 
и 8–10-кратная смена объёма воздуха 
в час). Все работы с лабораторными жи-
вотными были выполнены в соответст-
вии с ГОСТ 33044-2014 от 01.08.2015 г. 
«Принципы надлежащей лабораторной 
практики», Рекомендациями Коллегии 
Евразийской экономической комиссии 
№ 33 от 14.11.2023 г., а также в соответст-
вии с «Правилами работы с животными» 
ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспек-
тивных биомедицинских и фармацевтиче-
ских технологий». 

Дизайн исследования
Крыс разделили на три группы: 1-я 

группа — контроль (n=10); 2-я груп-

па — Dox (Доксорубицин-ЛЭНС®, ООО 
«ВЕРОФАРМ», Россия; лиофилизат 
для приготовления раствора, 2 мг/мл) 
в дозе 5 мг/кг (n=10); 3-я группа — Dox 
в дозе 6 мг/кг (n=11). Препарат вводили 
внутрибрюшинно один раз в неделю в те-
чение 28 дней. Крысы контрольной группы 
получали физ. р-р по аналогичной схеме.

Оценку поведенческих реакций проводили 
в тестах «Открытое поле» (29–30-е сут экс-
перимента), «Распознавание нового объекта» 
(31–32-е сут эксперимента), «Y-лабиринт» 
(33–34-е сут эксперимента) с последующей 
регистрацией выживаемости (в %). 

Все выжившие животные опытных и кон-
трольных групп на 37-е сут эксперимента 
были подвергнуты эвтаназии и патологоа-
натомическому вскрытию с последующей 
оценкой микроскопической картины струк-
тур головного мозга. Фрагменты головно-
го мозга (кора больших полушарий и гип-
покамп) фиксировали в 96%-ном этаноле. 
После окончания стандартной гистологи-
ческой проводки и заливки в парафиновые 
блоки готовили гистологические срезы 
толщиной 5 мкм. Полученные микропрепа-
раты окрашивали галлоцианин-хромовыми 
квасцами c последующей окраской 1%-ным 
водным р-ром эозина. Микроскопировали 
в проходящем свете. Документировали изо-
бражения фотокамерой «Nikon DS-Fi1c» 
(Япония) с применением программы ви-
зуализации изображений NIS Elements BR 
для Nikon. 

Результаты и их обсуждение
При оценке паттерна поведения крыс-

самцов в тесте «Открытое поле» показано, 
что Dox вызывает угнетение двигатель-
ной активности в дозе 6 мг/кг (p<0,05), 
вертикальной двигательной активности 
в дозе 5 мг/кг (p<0,05) и отсутствие ис-
следовательской активности по сравнению 
с контрольной группой. 

В тесте «Распознавание нового объек-
та» животные контрольной группы уде-
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ляли больше времени новому объекту. 
Животные, получавшие Dox (5 мг/кг), 
уделяли новому объекту такое же время, 
что и знакомому, что свидетельствует о на-
рушении дифференцировки между старым 
и новым объектами и ослаблении непро-
странственной памяти. Вместе с тем полу-
чены парадоксальные данные у животных, 
получавших Dox (6 мг/кг), которые прояв-
ляли большую заинтересованность в но-
вом объекте по сравнению со знакомым 
(p<0,05). 

Анализ данных, полученных в тесте 
«Y-образный лабиринт», позволяющем оце-
нить изменения в пространственной памя-
ти, показал, что через 24 ч после «знакомст-
ва» с Y-лабиринтом животные из опытных 
групп осуществляли меньше заходов в но-
вый рукав С, а в дозе 6 мг/кг отмечалось 
снижение времени пребывания в новом 
рукаве (p<0,05) по сравнению с контроль-
ной группой, что указывает на нарушение 
функции долговременной пространствен-
ной памяти под действием Dox.

Рис. Микроскопическое исследование фрагментов зоны СА1 гиппокампа крыс (фиксация 10%-ным формалином, 
окраска галлоцианин-эозином, увеличение ×200). А — контрольная группа, Б — Dox в дозе 5 мг/кг, В — Dox в дозе 
6 мг/кг; 1 — округлые перикарионы пирамидных нейронов, 2 — периваскулярный отёк.
Fig. Fragments of the rat hippocampus CA1 zone (fixed with 10% formalin, stained with gallocyanin-eosin, magnifica-
tion ×200). A — control group, Б — Dox (5 mg/kg), В — Dox (6 mg/kg); 1 — rounded pyramidal neurons, 2 — perivas-
cular edema.

Таблица. Влияние доксорубицина на степень выраженности периваскулярного отёка и полнокровия с эритро-
стазом в гиппокампе и в коре больших полушарий у крыс
Table. Effect of doxorubicin on the severity of perivascular edema and congestion with erythrostasis in the hippocampus 
and cerebral cortex in rats

Показатель, баллы
Группа Значимость 

по Краскелу — 
Уоллису

Интактные,  
контроль n=5

Доксорубицин, 
5 мг/кг n=6

Доксорубицин 
6 мг/кг n=5

Периваскулярный отёк в коре 
больших полушарий

2,00
2,00÷2,00

2,00
2,00÷3,00

3,00
3,00÷3,00

p<0,05
p=0,03

Полнокровие сосудов 
с эритростазом в коре 
больших полушарий

3,00
2,00÷3,00

4,00
3,00÷4,00

4,00
3,00÷4,00

p<0,05
p=0,02

Периваскулярный отёк 
в гиппокампе

3,00
2,00÷3,00

3,00
3,00÷4,00

3,00
3,00÷3,00 p=0,26

Полнокровие сосудов 
с эритростазом в гиппокампе

0,00
0,00÷1,00

3,00
1,00÷4,00

p<0,05

2,00
2,00÷4,00

p<0,05
p=0,02

Примечание: * — p<0,05 по сравнению с интактными животными согласно непараметрическому аналогу 
дисперсионного анализа по Краскелу — Уоллису с дальнейшей обработкой методом множественных сравнений 
по Данну. Данные представляли в виде медиан, верхних и нижних квартилей.
Note: * — p<0.05 compared with intact animals according to the nonparametric analogue of Kruskal — Wallis analysis 
of variance with further processing by Dunn’s multiple comparison method. Data were presented as medians, upper and 
lower quartiles.
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В ходе эксперимента наблюдалась дозоза-
висимая динамика смертности: на 37-е сут 
в живых осталось 8 животных из 10 (5 мг/кг) 
и 6 животных из 11 (6 мг/кг).

Микроскопическое исследование показа-
ло, что в коре больших полушарий, а так-
же в гиппокампе у контрольных крыс вы-
являлось умеренное полнокровие сосудов 
и единичные случаи периваскулярного отёка. 
У животных, получавших Dox (5 и 6 мг/кг), 
полнокровие сосудов и периваскулярный 
отёк в гиппокампе (рис.) и коре больших по-
лушарий визуально были выражены сильнее.

Далее выполнено балльное шкалирова-
ние препаратов гиппокампа и коры больших 
полушарий. Показано, что выраженность 
периваскулярного отёка и полнокровия со-
судов с эритростазом у животных, получав-
ших Dox (5 и 6 мг/кг), была больше (р<0,05), 
чем у крыс контрольной группы (табл.).

Впервые при микроскопическом иссле-
довании препаратов головного мозга крыс, 
получавших Dox (5 и 6 мг/кг), выявлены 
расстройства микроциркуляции в коре 
больших полушарий головного мозга и гип-
покампе. Полученные данные согласуются 
с представлениями о подверженности гип-
покампа прямым или косвенным поврежде-
ниям, возникающим в результате системно-
го применения Dox.

Выводы
Доксорубицин в дозах 5 и 6 мг/кг при  

системном курсовом введении вызывает 
ослабление функций долговременно не-
пространственной и пространственной 
памяти у крыс, которые сопровождаются 
нарушениями микроциркуляции в коре 
больших полушарий головного мозга 
и гиппокампе.
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Проведена оценка острой токсичности и способности агонистов холинорецепторов вызывать у зоо-
гидробионтов Daphnia magna Straus атипичную двигательную гиперактивность, эквивалентную вы-
раженному судорожному состоянию у теплокровных животных. Определение данной тест-функции 
может быть полезно при скрининговой оценке фармакологической активности холинергических 
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Бондаренко А.А. 
«Скрининг агонистов холинорецепторов  

на экспериментальной модели Daphnia magna Straus»

Введение
Дафнии являются многоклеточными ор-

ганизмами, которые повсеместно исполь-
зуются в биотестировании по определе-
нию токсичности различных химических 
веществ. Они имеют целый ряд медиатор-
ных и ферментных систем, в частности 
холинергическую медиаторную систему, 
аналогичную млекопитающим [2, 4, 5]. 
Поскольку эта медиаторная система у даф-
ний достаточно хорошо изучена, представ-
ляется возможным проведение первичного 
скрининга холинергических веществ [2, 4]. 
Преимуществом проведения скрининга 
на дафниях является их удобство разведе-
ния в лабораторных условиях, небольшой 
размер особей, а также генетическая одно-
родность синхронизированной культуры.

Добавление в водную среду агонистов 
холинорецепторов вызывает атипичную 
двигательную гиперактивность (АДГА) 
у дафний, что эквивалентно выраженно-
му судорожному состоянию у теплокров-
ных животных [1]. Данная тест-функция 
позволяет в дальнейшем проводить отбор 
эффективных противосудорожных препа-
ратов по критерию предотвращения на-
ступления АДГА у Daphnia magna Straus, 
тем самым сокращая использование мле-
копитающих в экспериментальных иссле-
дованиях.

Материалы и методы
Исследование выполнено на синхро-

низированной культуре зоогидробионтов 
Daphnia magna Straus в возрасте 7 сут, вы-
ращенных в лабораторных условиях в со-
ответствии с требованиями международ-
ного стандарта по биотестированию воды 
[3]. Тестирование проводили в климато-
стате Р-2 (ООО «СФУ-Система», Россия) 
при температуре 20±1,0°С.

Объекты исследования: М-холиномиме-
тик ареколин и антихолинэстеразные ве-
щества физостигмин, галантамин и амино-
стигмин; содержание основного вещества 
составляло не менее 95%.

Среднелетальную концентрацию (ЛК50) 
и минимальную концентрацию вызываю-
щую АДГА у дафний (ЭК99) определяли так, 
как описано в работе [1]. Концентрации 
определяли методом пробит-анализа. 
Каждый эксперимент повторяли трижды.

Результаты исследований
В таблице представлены результаты опре-

деления острой токсичности исследуемых ве-
ществ при экспозиции 24 ч, оценена способ-
ность препаратов вызывать у дафний АДГА.

Согласно полученным эксперименталь-
ным данным, галантамин обладает наи-
меньшей токсичностью. Токсичность фи-
зостигмина и аминостигмина сопоставима  

Таблица. Результаты определения ЛК50 и ЭК99 при экспозиции 24 ч
Table. The results of the determination of LC50 and EC99 in 24-hours exposure

Препарат ЛК50, мг/л
(M±m) ЭК99, мг/л ЛК50/ЭК99

Ареколин 26,8±4,5 16,0 1,7

Галантамин 135,2±57,5 0,13 1040

Аминостигмин 96,3±34,9 0,06 1605

Физостигмин 106,8±32,3 0,06 1780

Примечание: ЛК50 — среднелетальная концентрация; ЭК99 — минимальная концентрация, вызывающая АДГА; 
ЛК50/ЭК99 — отношение среднелетальной концентрации к минимальной концентрации, вызывающей АДГА. 
Концентрации определяли методом пробит-анализа.
Note: ЛК50 — median lethal concentration; ЭК99 — minimum concentration of inducing atypical motor hyperactivity; 
ЛК50/ЭК99 — the ratio of the median lethal concentration to the minimum concentration inducing atypical motor hyper-
activity. Concentrations were determined by the probit analysis method.
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с галантамином, а наиболее токсичным воз-
действием на дафний обладает ареколин. 
При этом минимальная концентрация, вы-
зывающая АДГА у дафний, для ареколи-
на составила 16,0 мг/л, что всего в 1,7 раза 
ниже его среднелетальной концентрации. 
ЭК99 физостигмина и аминостигмина в 1780 
и 1605 раз меньше, чем их ЛК50 соответствен-
но, а галантамина — в 1040 раз меньше.

Выводы
Таким образом, по результатам скри-

нинга агонистов холинорецепторов опре-
делена острая токсичность и способность 
вызывать АДГА у дафний, что позволяет 
в дальнейшем использовать их для первич-
ного отбора противосудорожных веществ 
в экспериментальных моделях на Daphnia 
magna Straus.
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Введение
Химиоиндуцированная полинейропатия 

(ХИПН) является одним из специфических 
осложнений противоопухолевой химио-
терапии, диагностируемым у 68% паци-
ентов в течение первого месяца, у 60% — 
через 3 мес., и у 30% — через 6 и более 
мес. после начала терапии [6]. Наиболее 
часто ХИПН выявляется у больных, по-
лучающих препараты платины (70–100%), 
таксаны (11–87%), винкаалкалоиды (20%), 
иммуномодуляторы группы талидомида 
(20–60%), ингибиторы протеасом (20–30%) 
и эпотилоны (60–65%). Резистентная к ле-
чению ХИПН часто становится причиной 
необходимости снижения дозы химиоте-
рапевтического препарата или его отмены, 
что отражается на прогнозе заболевания 
и выживаемости пациентов [1].

Таким образом, вопрос изучения пато-
генетических особенностей и возможно-
стей коррекции ХИПН по-прежнему стоит 
остро, что требует разработки и валидации 
клинически релевантных моделей этого 
состояния. Настоящий обзор посвящён 
актуальным животным моделям ХИПН, 
основанным на использовании противоо-
пухолевых средств различных классов. 

Препараты платины (цисплатин, ок-
салиплатин, карбоплатин) реализуют свою 
противоопухолевую активность за счёт 
содержания образования при участии пла-
тины координационные связи между дву-
мя основаниями ДНК (преимущественно 
гуаниновыми), что приводит к нарушению 
репликации и транскрипции, задержке 
клеточного цикла и апоптозу. Данные пре-
параты демонстрируют большую универ-
сальность при лечении злокачественных 
новообразований, включая саркомы, кар-
циномы и лимфомы [2]. ХИПН на фоне 
их приёма развивается вследствие повре-

ждения ДНК в телах спинальных ганглиев 
и митохондриях, приводящего к оксида-
тивному стрессу. Также известно, что воз-
никающие обратимые острые симптомы 
ХИПН на фоне приёма оксалиплатина свя-
заны с дисфункцией потенциалзависимых  
Na+-каналов аксонов [4].

ХИПН, вызываемая препаратами плати-
ны, является хронической, дозозависимой, 
развивается вследствие преимущественно-
го поражения тел нейронов с последующей 
аксональной дегенерацией и носит сенсор-
ный характер. Для оксалиплатина также 
характерна острая нейропатия, проявляю-
щаяся холодовой дистальной дизестезией 
и парестезией. У животных наблюдали 
механическую аллодинию, сенсомоторные 
нарушения, термическую гипер- и гипоал-
гезию [3]. Более выраженное нейротокси-
ческое действие среди препаратов платины 
оказывает цисплатин; карбоплатин вызыва-
ет ХИПН только в высоких дозах [4].

Таксаны (паклитаксел, доцетаксел) — 
производные дитерпенов, использующиеся 
для лечения рака молочной железы, яич-
ников, лёгких, простаты и поджелудочной 
железы [1]. Таксаны усиливают процесс 
полимеризации тубулина и стабилизируют 
образующиеся микротрубочки, нарушая 
формирование веретена деления и инги-
бируя митоз [2]. Предполагается, что ней-
ротоксичность таксанов обусловлена на-
рушением аксонального транспорта из-за 
чрезмерной полимеризации тубулина, а так-
же патологическими изменениями в телах 
ганглиев дорсальных корешков спинного 
мозга [4]. ХИПН на фоне приёма таксанов 
носит преимущественно сенсорный харак-
тер, сопровождается поражением толстых 
миелинизированных волокон, развитием 
гипер- и гипоалгезии, механической алло-
динии и нарушением сенсомоторной коор-
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динации [3]. Наибольшей нейротоксично-
стью обладает паклитаксел [4].

Винкаалкалоиды (винкристин, винбла-
стин, винорелбин, виндезин, винфлунин) — 
цитостатические средства, используемые 
в рамках режимов полихимиотерапии 
для лечения гемобластозов, эмбриональ-
ных опухолей, сарком и других видов зло-
качественных новообразований. Основным 
механизмом действия винкаалкалоидов 
является блокада полимеризации тубули-
на и сборки микротрубочек, что приводит 
к остановке митоза в метафазе и последу-
ющему апоптозу клетки. В клетках нерв-
ной системы винкаалкалоиды нарушают 
аксональный транспорт и функцию мито-
хондрий, изменяют экспрессию мембран-
ных потенциалзависимых ионных каналов, 
вызывают гипервозбудимость нейронов 
и нейровоспалительную реакцию [5].

ХИПН, вызываемая винкаалкалоидами, 
проявляется дозозависимо, развивается пре-
имущественно по аксональному типу и но-
сит сочетанный сенсомоторный характер 
с тенденцией к более раннему проявлению 
сенсорных симптомов [4]. В экспериментах 
на животных выявляются механическая 
аллодиния, аномалии походки, затрагива-
ющие в первую очередь задние конечности, 
поражение толстых миелинизированных 
волокон и уменьшение амплитуд сенсор-
ных ответов [2]. Наибольшей нейротоксич-
ностью среди препаратов класса обладают 
винкристин и виндезин [4].

Талидомид — производное глутаримида, 
обладающее среди прочего иммуномодули-
рующей и антиангиогенной активностью, 
что обусловливает его применение в онко-
логии для лечения множественной миело-
мы. Талидомид нарушает кровообращение 
в эндоневральных капиллярах, а также 
угнетает сигнальные пути фактора роста 
нервов (NGF) [5]. ХИПН при введении та-
лидомида является преимущественно аксо-
нальной, сенсорной с равновыраженным 
поражением толстых и тонких миелини-

зированных волокон. Противоопухолевые 
иммуномодуляторы нового поколения (ле-
налидомид, помалидомид) имеют сравни-
тельно меньшую нейротоксичность и реже 
становятся причиной ХИПН [3].

Бортезомиб — первый представитель 
класса ингибиторов протеасомы 26S, при-
меняемый для терапии множественной 
миеломы и мантийноклеточной лимфомы. 
Бортезомиб вызывает накопление абер-
рантных белков в соме и аксоплазме ней-
ронов, нарушает аксональный транспорт 
и митохондриальную функцию, вызывает 
стабилизацию микротрубочек, оксидатив-
ный стресс, активацию глиальных клеток 
и нейровоспаление [5]. ХИПН, вызывае-
мая бортезомибом, чаще всего является 
аксональной (возможны и явления деми-
елинизации), симметричной, дистальной 
и со временем прогрессирует в прокси-
мальном направлении. Её проявления но-
сят преимущественно сенсорный характер 
и у животных включают механическую 
и холодовую аллодинию и механическую 
гипералгезию; при морфологическом ис-
следовании выявляется поражение тон-
ких миелинизированных волокон в боль-
шей степени, чем толстых. Карфилзомиб 
и иксазомиб вызывают ХИПН значитель-
но реже [2].

Другие средства, которые продемон-
стрировали способность вызывать ХИПН 
в экспериментах на животных, включают ин-
гибиторы топоизомераз (этопозид), антиме-
таболиты (метотрексат), противоопухолевые 
антибиотики (доксорубицин, салиномицин), 
ингибиторы киназ (сорафениб), эпотилоны 
(иксабепилон), антагонисты ростовых фак-
торов (сурамин) [3]. Сравнительная харак-
теристика описанных в литературе моделей 
ХИПН представлена в таблице.

Выводы
Животные модели ХИПН представля-

ют значительный интерес для современ-
ной нейрофизиологии и фармакологии. 
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Наиболее часто с этой целью применяются 
препараты платины, таксаны и винкаалка-
лоиды, однако имеются сообщения и о дру-
гих средствах, способных вызывать ХИПН 
у грызунов. Описанные в литературе моде-

ли характеризуются высокой гетерогенно-
стью режимов индукции ХИПН и различ-
ной степенью клинической релевантности, 
что создаёт предпосылки для их дальней-
шего изучения и валидации. 

Таблица. Сравнительная характеристика моделей химиоиндуцированной периферической нейропатии на гры-
зунах [2, 3, 5]
Table. Comparative characteristics of models of chemically induced peripheral neuropathy in rodents [2, 3, 5]

Препарат
КД, мг/кг Пути 

введения
Характер поражения Нейропатия

Крысы Мыши АП МП НП МНП СНП

Препараты платины

Цисплатин 0,05–112 10–42 В/в, в/б + + + +

Оксалиплатин 0,002–90 3–30 В/б, в/в, п/к + + +

Карбоплатин 90–135 40 В/в, в/б + + +

Таксаны

Паклитаксел 2,68–64 4–180 В/б, п/к, в/в + + + + +

Доцетаксел 10–50 15–50 В/в, в/б + + + + +

Винкаалкалоиды

Винкристин 0,42–1,4 0,01–34 В/в, в/б, п/к + + +

Винорелбин 10–20 В/в + +

Иммуномодуляторы

Талидомид 12 000 1–100 П/о, в/б + +

Леналидомид 1–100 В/б + +

Помалидомид 1–100 В/б + +

Ингибиторы протеасомы

Бортезомиб 1–4,8 0,2–12 В/в, в/б, п/к + + + +

Другие

Доксорубицин 10 П/к + + + +

Иксабепилон 9–18 В/в + + +

Метотрексат 0,5 В/б + +

Салиномицин 140 П/к + + + +

Сорафениб 140–2240 В/в, в/б, п/о + +

Сурамин 200–500 250 В/б + + + + +

Этопозид 88 В/в + + + + +
Примечание: КД — кумулятивная доза, АП — аксонопатия, МП — миелинопатия, НП — нейронопатия, 
МНП — моторная нейропатия, СНП — сенсорная нейропатия, в/в — внутривенно, в/б — внутрибрюшинно, 
п/о — перорально, п/к — подкожно.
Note: КД — cumulative dose, АП — axonopathy, МП — myelinopathy, НП — neuronopathy, МНП — motor neuropathy, 
СНП — sensory neuropathy, в/в — intravenous, в/б — intraperitoneal, п/о — orally, п/к — subcutaneous.
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ВЛИЯНИЕ ФИТОЭКСТРАКТОВ ЖИВУЧКИ ТУРКЕСТАНСКОЙ  
И СПАРЖИ КИСТЕВИДНОЙ НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ  

АЭРОБНО-АНАЭРОБНОГО ТРЕНИРОВОЧНОГО РЕЖИМА

Ю.С. Алексеева*, Ю.Д. Мельникова, А.Р. Коликова, В.Ц. Болотова, О.М. Спасенкова
ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный  

химико-фармацевтический университет» Минздрава России 
197376, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, 14, лит. А

В настоящем исследовании представлено влияние сухих экстрактов спаржи кистевидной (ЭСК) 
и живучки туркестанской (ЭЖТ) в дозах 100 мг/кг в сравнении с экстрактом левзеи сафлоровид-
ной (ЭЛС) на эффективность аэробно-анаэробного тренировочного режима мышей-самок в тесте 
«Трёхнагрузочная плавательная проба» с грузом 10% от массы тела, а также на уровень малонового 
диальдегида и активность каталазы в гемолизате крови, сердечной и скелетной поперечнополосатой 
мышечной ткани и гомогенате печени. Полученные результаты указывают на сниженную выражен-
ность перекисного окисления липидов под воздействием сухих экстрактов ЭСК и ЭЖТ, что сви-
детельствует об антиоксидантной активности экстрактов. В тесте «Трёхнагрузочная плавательная 
проба» было отмечено статистически значимое увеличение длительности плавания № 3 и индекса 
пробы в обеих группах по сравнению с контрольной, в связи с чем можно сделать вывод о положи-
тельном влиянии изучаемых объектов на процессы восстановления первой фазы.

Ключевые слова: Asparagus racemosus, Ajuga turkestanica, окислительный стресс, перекисное 
окисление липидов, малоновый диальдегид, каталаза
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INFLUENCE OF AJUGA TURKESTANICA  
AND ASPARAGUS RACEMOSUS PHYTOEXTRACTS ON THE 

EFFECTIVENESS OF AEROBIC–ANAEROBIC TRAINING REGIME

Yuliya S. Alekseeva*, Yuliya D. Melnikova, Anastasia R. Kolikova,  
Vera Ts. Bolotova, Olga M. Spasenkova

Saint Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University of the Ministry of Health Care of Russia 
197376, Russian Federation, Saint Petersburg, Professora Popova Str., 14, lit. A

In this work, we study the effect of Asparagus racemosus (EAR) and Ajuga turkestanica (EAT) dry extracts 
at a dose of 100 mg/kg in comparison with a Rhaponticum carthamoides extract (ERC) on the effectiveness 
of an aerobic–anaerobic training regimen in female mice in a triple-weight loaded exhaustive swim test 
with a 10% load of body weight, as well as on the level of malondialdehyde and catalase activity in blood 
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hemolysate, cardiac and skeletal striated muscle tissue, and liver homogenate. The results obtained indicate 
a reduced severity of lipid peroxidation under the influence of dry EAR and EAT extracts, thus pointing 
to the antioxidant activity of the extracts. In the conducted triple-weight loaded exhaustive swim test, a sta-
tistically significant increase in the duration of swimming No. 3 and the test index was noted in both groups 
compared to the control. Therefore, it can be concluded that the studied extracts have a positive effect 
on the first-phase recovery processes.
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Введение
В условиях высокой интенсивности 

или длительности тренировочный процесс 
может являться источником стресса для ор-
ганизма. В связи с этим для сглаживания 
стресс-реакции в спортивной фармаколо-
гии используются адаптогенные средства 
химического и растительного происхож-
дения. Спаржа кистевидная (Asparagus 
racemosus, сем. Asparagaceae) и живуч-
ка туркестанская (Ajuga turkestanica, сем. 
Lamiaceae) обладают адаптогенной актив-
ностью за счёт входящих в их состав ве-
ществ (стероидных сапонинов и фитоэкди-
стероидов соответственно) [4, 5].

Целью нашего исследования являлась 
оценка влияния сухих экстрактов спаржи 
кистевидной и живучки туркестанской 
на эффективность аэробно-анаэробного 
тренировочного режима в эксперименте. 

Материалы и методы
В качестве объектов исследования были 

выбраны сухие экстракты живучки тур-
кестанской (ЭЖТ, 100 мг/кг) и спаржи ки-
стевидной (ЭСК, 100 мг/кг) (ООО «Грин 
Трейд», Россия), дозы которых были подо-
браны в предварительной серии экспери-

ментов. Сухой экстракт левзеи сафлоровид-
ной (ООО «Казанский Завод экстрактов», 
Россия) (ЭЛС, 100 мг/кг), являющийся ра-
стительным адаптогенным средством с до-
казанной эффективностью, выступал в ка-
честве препарата сравнения.

Исследования проводили на 50 белых аут-
бредных мышах-самках с массой 17,2–25,5 г 
в соответствии с «Правилами надлежащей 
лабораторной практики Евразийского эко-
номического союза в сфере обращения 
лекарственных средств» (решение Совета 
ЕЭК № 81 от 03.11.2016 г.), согласно ут-
верждённому письменному протоколу. 
Экспериментальные животные были по-
лучены из Филиала НИЦ «Курчатовский 
Институт» — ПИЯФ — Питомник ЛЖ 
«Рапполово» (Ленинградская обл.), прош-
ли необходимый карантин и содержались 
в стандартных условиях сертифицирован-
ного вивария на обычном пищевом рационе, 
со свободным доступом к воде. Перед нача-
лом эксперимента мыши были разделены 
методом стратификационной рандомиза-
ции на 5 групп (n=10) на основании дли-
тельности выполнения нагрузки в тесте 
«Вынужденное плавание» с грузом 10% 
от массы тела. Группы ЭЛС, ЭЖТ и ЭСК 
получали соответствующие препараты 
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в дозе 100 мг/кг. Интактной и контрольной 
группам вводили физ. р-р в эквиобъёмном 
количестве. Все группы, за исключением 
интактной, подвергались аэробно-анаэроб-
ному тренировочному режиму. Животные 
получали препараты за 30 мин до трени-
ровки. Аэробно-анаэробные тренировки 
с грузом 7,5% от массы тела проводили 
в специальной плавательной установке 
три раза в неделю на протяжении 2 недель 
при температуре воды 22–24°С. Тренировку 
заканчивали в случае пребывания живот-
ного под водой более 3 сек. По окончании 
тренировочного режима проводился тест 
«Трёхнагрузочная плавательная проба» 

с грузом 10% от массы тела: оценивали дли-
тельности трёх последовательных нагрузок 
(№ 1–3), индекс пробы, равный отношению 
нагрузки № 3 к нагрузке № 1 [1]. На следую-
щий день проводили забор крови и органов 
для последующего определения содержа-
ния малонового диальдегида (МДА) по ме-
тодике И.Д. Стальной и соавт. [3] и актив-
ность каталазы по методике М.А. Королюка 
и соавт. [2] в печени, миокарде, скелетных 
мышцах задней конечности, а также в гемо-
лизате крови. 

Статистическую обработку производили 
в пакете статистического анализа данных 
GraphPad Prism 10.1.0. В случае нормаль-

Рис. Результаты теста «Трёхнагрузочная плавательная проба» (* — p<0,05).
Fig. Results of the triple-weight loaded exhaustive swim test (* p<0.05).
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ного распределения данных использовали 
метод однофакторного (тест ANOVA) ди-
сперсионного анализа. Если распределение 
было отличным от нормального, определе-
ние статистической значимости проводили 
с помощью критерия Краскела—Уоллиса. 
Различия считали статистически значимы-
ми при p<0,05.

Результаты и их обсуждение
В результате проведения трёхнагрузоч-

ной плавательной пробы было отмечено 
увеличение времени плавания № 3 в группе 
ЭСК (+120,5%) и ЭЖТ (+61,4%) по срав-
нению с контрольной группой (p<0,05). 
Увеличение показателя «индекс пробы» 
в этих же группах по сравнению с контролем 
(p<0,05) свидетельствует о более эффектив-
ном протекании процессов восстановления 
первой фазы, а именно утилизации лактата 
и восстановления углеводного пула в реак-
циях глюконеогенеза [1] (рис.).

При исследовании уровня МДА установ-
лено, что в контрольной группе животных, 
подвергавшихся тренировкам, по сравне-
нию с интактной группой имелась тен-

денция к повышению содержания МДА 
в скелетных мышцах, миокарде и печени. 
Одновременно возрастала активность ката-
лазы, определяемой в миокарде и гемолиза-
те крови.

Применение исследуемых растительных 
экстрактов привело к определённому сни-
жению концентрации МДА в миокарде, 
а также в гомогенате печени и гемолизате 
крови. Активность каталазы в миокарде 
уменьшалась в группе ЭЖТ в 1,62 раза, 
а в группе ЭСК — в 1,71 раза. В гемолиза-
те крови аналогичный показатель снижался 
в группе ЭЖТ в 1,44 раза; в группе ЭСК — 
в 1,48 раза.

Выводы
ЭЖТ и ЭСК снижают выраженность 

процессов перекисного окисления липи-
дов в гемолизате крови, печени, скелетной 
и сердечной поперечнополосатой мышеч-
ной ткани в аэробно-анаэробном трениро-
вочном режиме. Изучаемые фитоадаптоге-
ны положительно влияли на динамические 
показатели выносливости (длительность 
нагрузки № 3, индекс пробы).
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Система обеспечения качества играет ключевую роль в доклинических исследованиях, где каждая 
деталь должна быть строго контролируема и проверяема. Одним из компонентов системы обеспече-
ния качества является стандартная операционная процедура, которая определяет точные шаги и ме-
тоды для выполнения определённой задачи или процесса в лаборатории. В данной статье рассмотре-
ны основные компоненты системы обеспечения качества на примере изучения фармакологической 
безопасности производного малоновой кислоты.
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Введение
В рамках изучения фармакологической 

безопасности (ФБ) проводятся исследова-
ния, направленные на выявление возмож-
ных нежелательных фармакодинамических 
эффектов лекарственных средств, которые 
имеют отношение к физиологическим функ-
циям, в дозах, соответствующих терапевти-
ческому диапазону и выше [1]. Кроме того, 
оценка ФБ позволяет выявить компоненты 
вторичной фармакодинамики, если она про-
является при однократном дозировании.

Цель работы — показать функциониро-
вание системы обеспечения качества (СОК) 
на примере исследования ФБ производного  
малоновой кислоты (ПМК) — (4-((3-оксо-3-это- 
ксипропаноил)амино)бензойной кислоты).

Материалы и методы
Для достижения цели проведён анализ 

ряда нормативных документов в области 
обеспечения качества и документов собст-
венной СОК.

Результаты и их обсуждение
Основополагающим документом 

для обеспечения качества исследований 
является ГОСТ 33044-2014 «Принципы 
надлежащей лабораторной практики». 
Испытательные лаборатории подтвержда-
ют достоверность и качество полученных 
данных отчётными документами, ценными 
для последующих этапов разработки и ре-
гистрации лекарственных средств. 

Исследования проводятся на самцах  
и/или самках крыс или мышей. Перед на-
чалом исследования животных подвергают 
адаптации и рандомизируют в эксперимен-
тальные группы. В ходе предварительных 
исследований определяется диапазон доз, 
в которых испытуемое вещество вводится 
в эксперименте, для установления выражен-

ного токсического эффекта и для оценки до-
зозависимости. Как правило, используется 
плацебо и пять уровней доз при однократ-
ном введении. В ходе данных исследований 
оценивается влияние на сердечно-сосуди-
стую, дыхательную и центральную нерв-
ную системы [2]. Не требует немедленного 
изучения, но может быть проведена оценка 
воздействия на системы, функции которых 
могут временно нарушаться без причине-
ния необратимого вреда (например, моче-
выделительная, пищеварительная). В таком 
случае выбор дополнительных систем бу-
дет зависеть от планируемого клиническо-
го исследования или популяции пациентов. 
Например, при болезни Крона необходимо 
изучение влияния на пищеварительную си-
стему, а при первичной ренальной артери-
альной гипертензии — на функцию почек. 
ГОСТ Р 56700-2015 [3] содержит основные 
требования к проведению исследований 
ФБ, однако для обеспечения надлежащего 
качества исследований необходимо в пол-
ном объёме обеспечить персонал инфор-
мативными стандартными операционны-
ми процедурами (СОП). СОП позволяют 
стандартизировать процессы и процедуры, 
что способствует повышению качества до-
клинических исследований и снижению 
рисков ошибок, обеспечивают надёжность 
и последовательность в проведении иссле-
дований. Алгоритм действий при оценке ФБ 
с точки зрения обеспечения качества с по-
мощью СОП проиллюстрирован в таблице.

Заключение
Применение СОП даже в краткосрочных 

исследованиях способствует обеспечению 
высокого уровня контроля качества иссле-
дований, единого подхода к выполнению 
задач, минимизации ошибок и позволяет 
соответствовать имеющимся регуляторным 
стандартам.
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Таблица. Применение внутренней нормативной документации для достижения результата при изучении фар-
макологической безопасности производного малоновой кислоты
Table. Application of internal regulatory documentation to achieve results in studying the pharmacological safety 
of  a malonic acid derivative

1. Планирование исследования
- СОП «Документирование 
первичных данных»;

- СОП «Управление рабочими 
инструкциями в рамках GLP»;

- СОП «Регистрация, учёт 
и движение образцов 
для исследований»;

- СОП «Отклонения СОП, 
протокола от принципов GLP»;

- СОП «Корректирующие 
и предупреждающие действия»;

- СОП «План исследования»;
- СОП «Отчёт по исследованию»;
- СОП «Проведение инспекций 
исследования в рамках GLP»

2. Биоэтическая комиссия
- СОП «Содержание 
и использование лабораторных 
животных»;

- СОП «Комиссия по биоэтике»;
- СОП «Рассмотрение протоколов-
заявок на лабораторных 
животных»; 

- СОП «Проверка и оценка 
правил по уходу и работе 
с лабораторными животными»

3. Приёмка животных
- СОП «Заказ и движение 
лабораторных животных»;

- СОП «Содержание 
и использование лабораторных 
животных»; 

- СОП «Размещение лабораторных 
животных»

4. Адаптация
- СОП «Карантинирование 
и адаптация»; 

- СОП «Рутинные манипуляции 
по уходу за животными»

5. Ветеринарный осмотр
- СОП «Ветеринарный 
и клинический осмотр»; 

- СОП «Эвтаназия»; 
- СОП «Признаки нарушения 
здоровья»; 

- СОП «Категория боли 
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Представлены результаты экспериментальных исследований эффективности двойных комбинаций 
традиционных средств базисной терапии хронической сердечной недостаточности с эмпаглифло-
зином при моделировании патологии у лабораторных аутбредных крыс. В рамках исследования 
проводилась оценка выживаемости, физической выносливости, эхокардиографических показателей. 
Наиболее эффективной оказалась комбинация эмпаглифлозина с фозиноприлом: шестимесячная 
выживаемость составила 90%, наблюдалась наибольшая толерантность к физической нагрузке (50% 
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EFFICACY ASSESSMENT OF DUAL COMBINED THERAPY  
IN EXPERIMENTAL CHRONIC HEART FAILURE
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The article presents the results of experimental studies into the efficacy of dual combinations of conven-
tional drugs for the basic treatment of chronic heart failure with empagliflozin when modeling the pathol-
ogy in laboratory outbred rats. As part of the study, survival, physical tolerance, and echocardiographic 
parameters were assessed. The most effective combination was found to be the therapy by empagliflozin 
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with fosinopril. In this case, the six-month survival rate achieved 90%; a greater tolerance to physical activ-
ity was observed (50% increase in relation to animals in the pathology group without treatment); shortening 
and  ejection fractions increased by 25%.
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Введение
В нескольких ранее проведённых нами 

исследованиях продемонстрирована эф-
фективность эмпаглифлозина в сравнении 
с препаратами традиционной базисной 
терапии при экспериментальной постин-
фарктной хронической сердечной недоста-
точности (ХСН) [2]. Однако дизайн этих 
исследований предполагал оценку схем 
монотерапии, тогда как классическое лече-
ние подразумевает назначение комбинации 
препаратов. 

Целью работы явилось изучение влияния 
эмпаглифлозина и средств традиционной 
базисной терапии ХСН в различных двой-
ных комбинациях на эхокардиографические 
показатели, толерантность к физической на-
грузке (бег) и выживаемость.

Материалы и методы
Крысы-самцы были получены из ФГУП 

ПЛЖ «Рапполово» (Ленинградская обл.), 
содержались в условиях 12/12-часового 
свето-темнового режима и получали стан-
дартный корм и питьевую воду ad libitum. 
Исследование проводили в соответствии 
с Базельской декларацией и Правилами 
надлежащей лабораторной практики 
Евразийского экономического союза в сфе-
ре обращения лекарственных средств после 
одобрения биоэтической комиссией ФГБОУ 
ВО СПХФУ. ХСН моделировали путём 
перманентной перевязки левой коронар-

ной артерии [1]. Результаты первого этапа 
с проведением монотерапии в течение 3 мес. 
описаны ранее (группа 1 — патология без ле-
чения; группа 2 — эмпаглифлозин, 1 мг/кг; 
группа 3 — фозиноприл, 10 мг/кг; группа 
4 — бисопролол, 10 мг/кг; группа 5 — спи-
ронолактон, 20 мг/кг) [2]. Следующие 3 мес. 
распределение животных было следующим: 
группа 1 — патология без лечения; группа 
2 — эмпаглифлозин + фозиноприл; группа 
3 — фозиноприл + бисопролол; группа 4 — 
бисопролол + эмпаглифлозин; группа 5 — 
спиронолактон + эмпаглифлозин. 

Результаты исследований
Выживаемость через 7 мес. после перевяз-

ки левой коронарной артерии составила 60, 
90, 60, 80 и 70% в группах 1–5 соответственно. 

При оценке толерантности к физической 
нагрузке у крыс в тесте «Тредмил» (аналог 
теста шестиминутной ходьбы у человека) 
наблюдалось значимое (р=0,0048) улучше-
ние у животных, получавших эмпаглифло-
зин с фозиноприлом, и значимое ухудшение 
при комбинировании спиронолактона с эм-
паглифлозином (рис.).

Сравнение эхокардиографических показа- 
телей между группами представлены в таб-
лице (уровень значимости — p<0,05).

В относительных значениях прирост 
фракции укорочения и фракции выброса 
составил около 25% в группе животных, по-
лучавших эмпаглифлозин с фозиноприлом, 
по отношению к группе ХСН без лечения.
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Рис. Результаты теста на тредмиле — время бега у животных через 3 мес. комбинированной терапии.
Fig. Results of the treadmill test — running time in animals after three months of combination therapy.

Таблица. Статистически значимые различия эхокардиографических данных между группами животных в ко-
нечной точке исследования 
Table. Significant differences in echocardiographic findings between animal groups at the study endpoint

Группа 1 2 3 4 5

1 ППд: 1>2
КДРлж: 1>3ФУ: 1<3

ФВ(Т): 1<3
ЛПд: 1>3

Тзс: 1>4 –

2 ППд: 1>2 -
КСРлж: 2<4

ФУ: 2>4
ФВ(Т): 2>4
ФВ(С): 2>4

–

3
КДРлж: 1>3

ФУ: 1<3
ФВ(Т): 1<3
ЛПд: 1>3

КДРлж: 2>3

КДРлж: 3<4
КСРлж: 3<4

ФУ: 3>4
ФВ(Т): 3>4
КДОлж: 3<4
КСОлж: 3<4
ФВ(С): 3>4

–

4 Тзс: 1>4
КСРлж: 2<4

ФУ: 2>4
ФВ(Т): 2>4
ФВ(С): 2>4

КДРлж: 3<4
КСРлж: 3<4

ФУ: 3>4
ФВ(Т): 3>4
КДОлж: 3<4
КСОлж: 3<4
ФВ(С): 3>4

–

5 – – – –

Примечание: КДОлж — конечный диастолический объём левого желудочка; КДРлж — конечный диастолический 
размер левого желудочка; КСОлж — конечный систолический объём левого желудочка; КСРлж — конечный 
систолический размер левого желудочка; ЛПд — левое предсердие в диастолу, ППд — правое предсердие 
в диастолу; Тзс — толщина задней стенки; ФВ(С) — фракция выброса по Симпсону; ФВ(Т) — фракция выброса 
по Тейхольцу; ФУ — фракция укорочения.
Note: КДОлж — left ventricle volume during diastole; КДРлж — left ventricle internal diameter during diastole; 
КСОлж — left ventricle volume during systole; КСРлж — left ventricle internal diameter during systole; ЛПд — left 
atrium in diastole; ППд — right atrium in diastole; Тзс — left ventricle posterior wall; ФВ(С) — ejection fraction by 
Simpson; ФВ(T) — ejection fraction by Teicholtz; ФУ — shortening fraction.
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Выводы
Результаты исследования по совокуп-

ности показателей эхокардиографического 
исследования, толерантности к физической 

нагрузке и выживаемости позволяют сде-
лать вывод о наибольшей эффективно-
сти комбинации «эмпаглифлозин + фози- 
ноприл».
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МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ РЕАКЦИЯ ОРГАНИЗМА  
ЛАБОРАТОРНЫХ КРЫС НА ЭКСТРЕМАЛЬНУЮ ГИПЕРТЕРМИЮ

А.Е. Ким1,*, Е.Б. Шустов2

1 ФГБВОУ ВПО «Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова» Минобороны России 
194044, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Лебедева, 6

2 ФГБУ «Научно-клинический центр токсикологии имени академика С.Н. Голикова ФМБА России» 
192019, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Бехтерева, 1

Исследовалась динамика базовых показателей метаболизма и перекисного окисления липидов в сы-
воротке крови крыс в процессе формирования состояния гипертермии (воздействие воздуха с тем-
пературой +40°С длительностью 60 мин). Установлено, что альбумин/глобулиновый коэффициент, 
мочевая кислота, холестерин, триглицериды, электролиты крови, а также активность ферментов 
аланинаминотрансферазы, аспартатаминотрансферазы, лактатдегидрогеназы, супероксиддисму-
тазы, глутатионпероксидазы в условиях кратковременного теплового воздействия не имели стати-
стически достоверных отличий от значений в состоянии нормотермии. Уровень гидроперекисей 
липидов и восстановленного глутатиона достоверно меняется уже во время фазы мобилизации тер-
морегуляторных механизмов. Динамика этих показателей — стабильная, что позволяет соотнести 
их с собственно гипертермией.

Ключевые слова: гипертермия, тепловой стресс, метаболизм, перекисное окисление липидов, ан-
тиоксидантная система
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METABOLIC RESPONSE  
OF LABORATORY RATS TO EXTREME HYPERTHERMIA

Aleksey E. Kim1,*, Evgeniy B. Shustov2
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The dynamics of basic parameters of metabolism and lipid peroxidation in the blood serum of rats was stud-
ied during the formation of a state of hyperthermia (exposure to air at a temperature of +40 °C for 60 min). 
It was found that the albumin/globulin ratio, uric acid, cholesterol, triglycerides, blood electrolytes, as well 
as the activity of the enzymes alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, lactate dehydrogenase, 
superoxide dismutase, glutathione peroxidase under short-term heat exposure did not have statistically 
significant differences from the values in the state of normothermia. The level of lipid hydroperoxides 
and reduced glutathione changes significantly already during the mobilization phase of thermoregulatory 
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mechanisms. The dynamics of these indicators are stable, which allows these indicators to be correlated 
with hyperthermia itself.
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Введение
Воздействие на организм человека высо-

кой температуры, приводящее к развитию 
состояния гипертермии, — один из типовых 
экстремальных факторов, существенно вли-
яющих на функциональное состояние и воз-
можность выполнения профессиональной 
деятельности [3]. В литературе в основном 
описаны изменения показателей метаболиз-
ма на тепловое воздействие, но полученные 
разными авторами данные зачастую явля-
ются противоречивыми, что во многом свя-
зано с нестандартизированностью как са-
мого теплового воздействия, так и разными 
уровнями сформированной в организме ги-
пертермии [1, 2, 5]. 

В связи с этим целью исследования была 
конкретизация данных о метаболическом 
ответе организма в разные фазы формиро-
вания гипертермии. 

Материалы и методы
20 белых крыс с введённым в прямую киш-

ку ректальным температурным датчиком 
в индивидуальных фиксирующих пластико-
вых пеналах помещались в термостат, в ко-
тором поддерживались следующие условия: 
температура воздуха — +40°С, относитель-
ная влажность воздуха — 35–37%. Забор 
биологического материала у животных осу-
ществлялся из хвостовой вены до начала 
гипертермии, а также на 20, 40 и 60-й мин 
теплового воздействия. Определение би-
охимических показателей производили 

на биохимическом анализаторе А-25 фирмы 
«BioSystems» (Испания) с использованием 
наборов фирмы «BioSystems» и «Randox» 
(супероксиддисмутаза, глутатионперок-
сидаза). Определение показателей пере-
кисного окисления липидов и активности 
ферментов антиоксидантной системы осу-
ществляли в гемолизате эритроцитов [4].

Результаты и их обсуждение
Результаты определения основных мета-

болических показателей животных пред-
ставлены в таблице.

Кластерный анализ позволил объединить 
изученные показатели метаболизма лабора-
торных животных в условиях экстремаль-
ной гипертермии в четыре группы, условно 
названных нами как «белковая», «печёноч-
ная», «электролитная», «антиоксидантная». 
В белковом кластере более тесно ассоции-
рованы лактатдегидрогеназа, общий белок, 
мочевая кислота, альбумины и глобулины, 
для которых выявлены слабые положитель-
ные корреляционные связи. В то же время 
активность щелочной фосфатазы и альбу-
мин/глобулиновый коэффициент с ядром 
этого кластера связаны отрицательными 
корреляционными связями. В структуре 
печёночного кластера ядро положительно 
коррелирующих показателей образуют ала-
нинаминотрансфераза, мочевина, триглице-
риды, билирубин и креатинин, в то время 
как холестерин, натрий и щелочная фосфа-
таза образуют отрицательно коррелирую-
щий полюс данного кластера. В электролит-
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ном кластере более тесно коррелирующее 
ядро составляет аспартатаминотрансфераза, 
калий и глюкоза, в то время как хлориды 
и кальций образуют отрицательно коррели-
рующий полюс этого кластера. Связующим 
звеном между белковым и печёночным 
кластерами является щелочная фосфатаза, 
что подчёркивает особую маркерную роль 
активности этого фермента при гипертермии. 
В антиоксидантном кластере положитель-
ный полюс был представлен супероксиддис-
мутазой и глутатионпероксидазой, отрица-
тельный — гидроперекисями липидов.

Заключение
Выявленные изменения белкового обме-

на и активности ферментов свидетельству-
ют об активации в условиях гипертермии 
катаболизма белков на фоне угнетения их 

синтеза и о высокой термолабильности 
ряда печёночных ферментов, в особенно-
сти щелочной фосфатазы, что позволяет 
рассматривать этот фермент как маркер ас-
социированных с гипертермией нарушений 
метаболизма.

Показано, что уровень гидроперекисей 
липидов и восстановленного глутатиона дос-
товерно меняются уже через 20 мин тепло-
вого воздействия, т. е. ещё во время первой 
фазы теплового воздействия – мобилизации 
терморегуляторных механизмов. Динамика 
этих показателей стабильная, что позволя-
ет соотнести их с собственно гипертермией, 
а не реакцией на стрессовый стимул. Чем 
выше достигнутый уровень ректальной 
температуры животных, тем выше уровень 
гидроперекисей липидов и ниже уровень 
восстановленного глутатиона. 

Таблица. Базовые показатели метаболизма у белых крыс в различные фазы перегревания в термокамере 
при температуре воздуха +40°С (средние по группе, M±m, n=10)
Table. Basic metabolic parameters in white rats during various phases of overheating in a thermal chamber at an air 
temperature of +40°C (group averages, M±m, n=10)

Показатель Нормотермия Гипертермия 40 мин Гипертермия 60 мин
Белковый обмен

Альбумины 37,7±2,4 33,0±2,0 32,5±1,5*

Глобулины 26,0±1,4 21,9±3,0* 23,9±1,0*

Общий белок 63±3 55±1** 53,5±2,5*

Креатинин 104±4,6 108±5,7 85±2,4*

Мочевина 7,1±1,7 3,6±0,5* 3,95±1,5*

Глюкоза 7,0±0,4 7,7±0,2* 6,9±0,7

Билирубин общий 11,9±7,8 9,8±8,1 6,2±2,0*

Щелочная фосфатаза 329±257 256±185 83±14**

Глутатионредуктаза 0,71±0,09 0,73±0,11 0,92±0,13 *

Гидроперекиси 27,3±0,7 43,5±1,4** 45,9±1,1**

Глутатион восстановленный 22,2±2,2 8,9±0,9* 8,9±0,9*

Малоновый диальдегид 15,9±1,0 18,3±1,2 18,9±1,2*
Примечание: в таблицу включены только показатели, имеющие достоверную динамику в ходе исследования. 
Отличия от группы интактных животных достоверны по критерию Вилкоксона — Манна — Уитни,  

* — р<0,05, ** — р<0,01. 
Note: the table includes only the parameters that showed reliable dynamics during the study. Differences from the group 
of intact animals are reliable according to the Wilcoxon — Mann — Whitney criterion, * — p<0.05, ** — p<0.01.
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В статье изложены результаты апробации модели формирования сердечной недостаточности у ла-
бораторных животных путём однократного введения амилоидогена. В качестве биомоделей исполь-
зовались белые беспородные мыши, которые были разделены на интактную и экспериментальную 
группы. Животным из экспериментальной группы однократно вводился амилоидоген, содержащий 
гомогенат миокарда мыши для воспроизведения выраженного кардиопатического эффекта. Струк-
турно-функциональные изменения миокарда отслеживали при помощи эхокардиографии. Резуль-
таты исследования показали, что у животных из экспериментальной группы наблюдалось ремо-
делирование сердца по типу рестриктивной кардиомиопатии и сократительная дисфункция обоих 
желудочков, свидетельствующие о формировании сердечной недостаточности.
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EXPERIMENTAL MODELING OF HEART FAILURE IN MICE
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The article presents the results of testing a heart failure model in laboratory animals by single administra-
tion of amyloidogen. White outbred mice were used as biomodels, which were divided into intact and ex-
perimental groups. Animals from the experimental group were once injected with amyloidogen containing 
mouse myocardial homogenate to reproduce a pronounced cardiopathic effect. Structural and functional 
changes of the myocardium were monitored using echocardiography. According to the results obtained, 
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animals in the experimental group demonstrated a remodeling of the heart similar to restrictive cardiomy-
opathy and a myocardial disfunction of both ventricles, indicating the formation of heart failure.
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Введение
По данным Всемирной организации 

здравоохранения, болезни сердца остаются 
лидирующей причиной смертности во всём 
мире на протяжении 20 лет, поэтому поиск 
и изучение новых методов лечения сер-
дечно-сосудистых заболеваний является 
актуальной задачей современной медици-
ны. Сердечная недостаточность является 
наиболее распространённым клиническим 
синдромом, возникающим как исход мно-
гих сердечно-сосудистых расстройств [3]. 
Для разработки новых методов профилак-
тики и терапии сердечной недостаточно-
сти необходимо использовать релевантную 
экспериментальную модель с соответст-
вующими патологическими изменениями 
сердца. Амилоидоз сердца (амилоидная 
кардиомиопатия) — поражение сердца, 
обусловленное внеклеточным отложени-
ем амилоида — фибриллярных белковых 
структур. Иногда процесс может быть ло-
кальным, например, амилоидоз предсер-
дий, но чаще поражение сердца является 
элементом генерализованного процесса, 
вызванным опухолевым ростом, метабо-
лическими нарушениями или системным 
воспалением [1]. Амилоидоз сердца – одна 
из причин развития тяжёлой, часто рефрак-
терной к лечению сердечной недостаточно-
сти рестриктивного типа. 

Целью настоящего исследования явля-
ется воспроизведение амилоидной модели 
формирования сердечной недостаточности 
путём однократного введения амилоидоге-
на, с последующей оценкой формирования 
патологии сердца. 

Материалы и методы
Для моделирования амилоидоза системно-

го типа был выбран метод, предполагающий 
введение мышам амилоидогена в виде смеси, 
состоящей из нативного альбумина, полного 
адъюванта Фрейнда и гомогената миокарда 
мышей. В литературных источниках упоми-
нается альтернативная методика моделиро-
вания без добавления гомогената миокарда 
сердца. Обе модели проявляются системным 
амилоидозом с преимущественным пора-
жением сердца, почек, печени и селезёнки, 
однако первый метод характеризуется наи-
более выраженной альтерацией тканей сер-
дца за счёт добавления гомогената миокарда, 
что связано с формированием аутоиммунно-
го звена в патогенезе кардиомиопатии [2]. 

В исследовании использовались беспо-
родные самки лабораторных мышей массой 
на начало эксперимента 18–25 г. Животные 
поступили из питомника лабораторных жи-
вотных «Рапполово» (Ленинградская обл.). 
Животных содержали в виварии в соответ-
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ствии с рекомендациями Коллегии Евразий-
ской экономической комиссии от 14.11.2023 г. 
№ 33 «О Руководстве по работе с лаборатор-
ными (экспериментальными) животными 
при проведении доклинических (неклиниче-
ских) исследований». 

Животные были разделены на интактную 
и экспериментальную группы (по 10 особей 
в каждой). Экспериментальным животным 
однократно вводили амилоидоген в виде 
смеси, состоящей из нативного альбумина 
(40%), полного адъюванта Фрейнда (40%) 
и гомогената миокарда (20%), по 0,05 мл 
подкожно в 4 точки, расположенные в па-
ховых и подмышечных областях, а так-
же 0,05 мл внутрибрюшинно. Динамику 
структур и функциональных характери-
стик миокарда у животных обеих групп 
отслеживали при помощи эхокардиогра-
фии (ЭхоКГ), которую выполняли дважды: 

исходно (1-я точка) и через 4 недели (2-я 
точка) после введения амилоидогена.

ЭхоКГ выполняли с помощью ультра- 
звуковой системы «Esaote MyLab». Иссле-
дование животных проводили при наркоти-
зации хлоргидратом в дозировке 350 мг/кг. 
В М-режиме регистрировали: конечные 
диастолический и систолический размеры 
левого желудочка (КДРлж, КСРлж, мм); 
толщину межжелудочковой перегородки 
(Тмжп, мм) и толщину задней стенки ле-
вого желудочка (Тзс, мм); плоскостную 
систолическую экскурсию митрального 
кольца (MAPSE), плоскостную систоличе-
скую экскурсию кольца трикуспидального 
клапана (TAPSE). В В-режиме регистриро-
вали: поперечный и вертикальные размеры 
левого и правого предсердия (ЛПп, ЛПв, 
ППп, ППв, мм), поперечный размер лево-
го и правого желудочка (ПЖп, ЛЖп, мм). 

Таблица. Динамика ЭхоКГ-показателей в опытной и контрольной группах
Table. Dynamics of EchoCG parameters in experimental and control groups

Показатели
Амилоидоз Контроль

1-я точка 2-я точка 1-я точка 2-я точка
Масса, мг 22,00±1,56 25,90±2,082 22,78±2,052 25,78±2,39

КДРлж, мм 3,73±0,28 3,54±0,17 3,65±0,36 3,61±0,33

КСРлж, мм 2,10±0,29 2,16±0,26 2,08±0,31  2,16±0,33

Тмжп, мм 0,86±0,24    1,15±0,162,3 0,83±0,24  0,84±0,08

Тзс, мм 0,68±0,19 0,80±0,19 0,79±0,13 0,64±0,12

ФУ, % 43,84±5,56 35,76±2,204 44,13±6,12 40,36±5,22

ФВ, % 80,71±5,40 72,14±2,834 80,94±5,99 77,17±5,83

ПЖп, мм 1,86±0,19 2,10±0,114 1,81±0,22 1,93±0,22

ЛЖп, мм 2,24±0,26 2,28±0,21 2,04±0,27 2,16±0,13

MAPSE 0,69±0,15  0,60±0,082 0,71±0,11 0,86±0,15

TAPSE 1,12±0,15   0,78±0,112,4 1,07±0,07 1,01±0,16

ЛПп, мм 2,65±0,19 2,86±0,272 2,63±0,27 2,46±0,27

ЛПв, мм 3,07±0,32 2,89±0,222 2,99±0,29 2,57±0,25

ППп, мм 1,97±0,23 2,13±0,27 2,00±0,20 1,92±0,19

ППв, мм 2,38±0,53  2,48±0,171 2,36±0,14 2,20±0,17
Примечание: данные представлены в виде M±m, где M — среднее арифметическое показателя в группе, 
m — среднеквадратическое отклонение. В надстрочном индексе: 1 — p<0,05 в сравнении с группой контроля 
(2-я точка); 2 — р<0,01 в сравнении с группой контроля (2-я точка); 3 — p<0,05 в сравнении с экспериментальной 
группой (1-я точка); 4 — p<0,01 в сравнении с экспериментальной группой (1-я точка). 
Note: data are presented as M±m, where M — arithmetic mean of the index in the group, m — standard deviation. 
In superscript: 1 — p<0.05 in comparison with the control group (point 2); 2 — p<0.01 in comparison with the control 
group (point 2); 3 — p<0.05 in comparison with the experimental group (point 1); 4 — p<0.01 in comparison with the 
experimental group (point 1).



87БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3| 84–88

Кульчановская Д.С., Черномордова А.В., Оковитый С.В., Куликов А.Н.  
«Экспериментальное моделирование сердечной недостаточности у мышей»

Рассчитывали: показатели сократимости 
левого желудочка — фракцию укорочения 
(ФУ, %) и фракцию выброса (ФВ, %). 

Статистический анализ данных про-
водили с использованием программно-
го пакета GraphPad Prism 8 («GraphPad 
Software», США). Проверялась гипотеза 
о нормальности распределения признаков 
с помощью теста Андерсона — Дарлинга, 
для оценки различий между выборками 
с нормальным распределением применя-
ли двусторонний дисперсионный анализ 
повторных измерений Mixed Model, в ка-
честве апостериорного теста был выбран 
тест Шидака.

Результаты и их обсуждение
Исходно обследуемые группы живот-

ных не отличались по величине массы 
тела и эхокардиографическим показателям. 
За период наблюдения у животных интакт-
ной группы отмечалось увеличение массы 
тела, но структурные и функциональные 
показатели сердца не изменились. У живот-
ных экспериментальной группы через 4 не-
дели (2-я точка) также наблюдалось досто-
верное увеличение массы тела, но после 
введения амилоидогена отмечены выра-
женные изменения структуры и функции 

сердца (табл.). Произошло значимое уве-
личение толщины межжелудочковой пере-
городки (Тмжп) и ухудшение показателей 
сократимости левого и правого желудочка 
(ФУ, ФВ и TAPSE). В сравнении с группой 
контроля у мышей исследуемой группы от-
мечено существенное увеличение размеров 
предсердий (ЛПп, ЛПв, ППв) и снижение 
показателей продольной сократимости обо-
их желудочков (MAPSE, TAPSE).

Таким образом, ремоделирование сердца 
в экспериментальной группе характери-
зовалось концентрической гипертрофией 
левого желудочка в сочетании с увеличен-
ными предсердиями, что характерно для ре-
стриктивной кардиомиопатии. Признаки 
сократительной дисфункции миокарда сви-
детельствуют в пользу формирования сер-
дечной недостаточности.

Выводы
Введение амилоидогена мышам приве-

ло к структурно-функциональной пере-
стройке сердца, типичной для амилоидной 
кардиомиопатии. Указанная модель может 
быть использована для исследования ме-
ханизмов формирования рестриктивной 
сердечной недостаточности и подходов к её 
лечению.
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ПРОФИЛАКТИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ  
ПОЛИПРЕНОЛОВ ИЗ ХВОИ ПИХТЫ СИБИРСКОЙ  

ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ НЕБЛАГОПРИЯТНЫХ ФАКТОРОВ

М.В. Мельникова*, Е.Б. Шустов, Е.А. Золотоверхая, Л.Г. Кубарская, А.А. Бондаренко, 
А.В. Бельская, А.А. Ватаева

ФГБУ «Научно-клинический центр токсикологии имени академика С.Н. Голикова ФМБА России» 
192019, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Бехтерева, 1

В настоящее время биологически активные вещества природного происхождения получили широ-
кое применение в качестве средств профилактического действия. Продолжается поиск и разработ-
ка новых препаратов для профилактики и коррекции неспецифических нарушений резистентности 
организма к неблагоприятным воздействиям окружающей среды. Проведена доклиническая оценка 
эффективности полипренолов из пихты сибирской Abies sibirica при профилактическом примене-
нии в течение двух недель. Показано, что действие полипренолов проявляется антиоксидантной, 
анаболической активностью и стимуляцией кроветворения на экспериментальной модели комбини-
рованного отравления карбендазимом и рентгеновским облучением.
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PREVENTIVE EFFECTS  
OF POLYPRENOLS FROM THE NEEDLES OF ABIES SIBIRICA 

UNDER THE INFLUENCE OF ADVERSE FACTORS

Margarita V. Melnikova*, Evgeniy B. Shustov, Ekaterina А. Zolotoverkhaya,  
Larisa G. Kubarskaya, Anastasiya A. Bondarenko, Alisa V. Belskaya, Alena A. Vataeva
Golikov Research Clinical Center of Toxicology of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

192019, Russian Federation, Saint Petersburg, Bekhtereva Str., 1

Currently, biologically active substances of natural origin are widely used as preventative agents. The search 
and development of new drugs for the prevention and correction of nonspecific disorders of the body’s 
resistance to adverse effects in environment continues. A preclinic assessment of the effectiveness of poly-
prenols from Siberian fir Abies sibirica was carried out when used prophylactically for two weeks. It has 
been shown that the effect of polyprenols is manifested by antioxidant, anabolic activity and stimulation 
of hematopoiesis in an experimental model of combined poisoning with carbendazim and X-ray irradiation.
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Введение
В повседневной жизни значительная 

часть населения крупных городов подвер-
гается воздействию низких доз химиче-
ского и электромагнитного загрязнения [4]. 
В связи с этим представляют интерес поиск 
и разработка новых подходов и препаратов 
для профилактики и коррекции неспеци-
фических нарушений резистентности ор-
ганизма к неблагоприятным воздействиям 
окружающей среды. Актуально изучение 
возможности использования препаратов 
растительного происхождения. Особое ме-
сто в ряду промышленных источников био- 
логически активных веществ занимают пред-
ставители растительного мира Сибири, Алтая 
и Дальнего Востока. Объектом исследования 
в настоящей работе являлись полипренолы 
из хвои пихты сибирской Abies sibirica.

Цель исследования — изучение эффек-
тивности полипренолов при комбиниро-
ванном моделировании на крысах отрав-
ления карбендазимом и рентгеновским 
облучением.

Материалы и методы
В исследовании были использованы 

белые беспородные крысы-самцы мас-
сой 180–220 г, источник — питомник 
«Рапполово» НИЦ «Курчатовский институт» 
(Ленинградская обл.). Продолжительность 
карантина составила 14 дней. Животных 
содержали в стандартных условиях в соот-

ветствии с ГОСТ 33215-2014 от 01.07.2016 г. 
и ГОСТ 33044-2014 от 01.08.2015 г. 
Протокол исследования был одобрен биоэ-
тической комиссией ФГБУ «НКЦТ им. акад. 
С.Н. Голикова ФМБА России».

Лабораторные животные были рас-
пределены на 3 группы по 10 животных: 
1) интактная, 2) карбендазим + облучение, 
3) полипренол + карбендазим + облуче-
ние. Моделирование комбинированного 
действия проводили путём внутрижелу-
дочного зондового введения водного р-ра 
карбендазима (фунгицид «Комфорт КС», 
ООО «Листерра», Россия) в дозе 400 мг/кг 
ежедневно в течение 28 дней. Рентгеновское 
облучение животных осуществлялось на 7, 
14 и 21-й день в дозе 20 сГр, на 28-й день — 
в дозе 80 сГр; суммарная фракционная доза 
составила 1,4 Гр [2]. Облучение проводи-
ли на установке «Многофункциональная 
передвижная рентгеновская установка» 
(ЗАО «ЭЛТЕХ-Мед», Россия).

Фармакологическую коррекцию осущес-
твляли с 15-го по 29-й день исследования 
путём ежедневного внутрижелудочно-
го введения концентрата полипренолов 
из хвои пихты Abies sibirica («Пренолит» 
90%, ООО «Солагифт», Россия) в дозе  
5 мг/кг. В качестве носителя использовали 
подсолнечное масло.

В динамике оценивали показатели кли-
нического осмотра, массы тела, кормо- 
и водопотребления лабораторных живот-
ных. Однократно на 30-й день исследования 
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производили забор крови для определения 
гематологических показателей, устойчиво-
сти эритроцитарных мембран (ЭМ) к ге-
молизу [3], показателей перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) и антиоксидантной 
системы (АОС) [1].

Результаты и их обсуждение
Экспериментальная модель комбиниро-

ванного неблагоприятного воздействия ха-
рактеризовалась выраженным снижением 
уровня лейкоцитов и ретикулоцитов, уме-
ренным снижением прироста массы тела 
и потребления корма, активности суперок-
сиддисмутазы (СОД) и глутатионтрансфе-
разы (ГТ), слабым снижением потребления 
воды, уровня эритроцитов и гемоглобина, 
перекисной резистентности ЭМ.

Установлено, что полипренолы способны 
частично компенсировать изменения, выз-
ванные карбендазимом и рентгеновским об-
лучением. Клиническое состояние животных, 
получавших полипренолы, было удовлетвори-
тельным на протяжении всего эксперимента, 
показатель массы тела крыс имел тенденцию 
к равномерному увеличению на протяжении 
всего исследования. Полипренолы пихты по-
вышали потребление корма, сниженное ком-
бинированным отравлением.

Введение полипренолов на фоне воздей-
ствия способствовало увеличению перекис-

ной резистентности эритроцитов на 12%, 
повышению активности СОД — на 59%, 
глутатионпероксидазы (ГП) — на 36% 
и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Гл-
6-ФДГ) — на 20%, что характеризует ча-
стичное восстановление функционального 
состояния животных. Также это подтвер-
ждается статистически значимым повыше-
нием уровня лейкоцитов на 54%, нейтро-
филов — на 84%, лимфоцитов — на 44% 
и ретикулоцитов — на 75% (рис.).

В то же время отмечались и некоторые 
негативные эффекты — прооксидантная 
активность (повышение уровня диеновых 
конъюгатов), повышение уровня спонтан-
ного гемолиза, но по степени выраженно-
сти они были слабыми, на уровне статисти-
ческих тенденций, и, возможно, связаны 
с неоптимальной дозой исследуемого ком-
плекса полипренолов.

Выводы
Таким образом, действие полипренолов 

проявляется антиоксидантной, анаболи-
ческой активностью и стимуляцией кро-
ветворения. Полипренолы из хвои пихты 
сибирской Abies sibirica оказывают неспе-
цифическое повышение уровня резистент-
ности организма при экспериментальном 
моделировании отравления карбендазимом 
и рентгеновским облучением.

Рис. Влияние курсового введения полипренолов на гематологические показатели лабораторных животных 
при комбинированном отравлении карбендазимом и рентгеновским облучением.
Fig. The influence of a course of administration of polyprenols on the hematological parameters of laboratory animals 
with combined poisoning with carbendazim and X-ray irradiation.
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N-КАРБАМОИЛГЛУТАМАТ ПРОФИЛАКТИРУЕТ  
ИНТОКСИКАЦИЮ АММИАКА У ПОРОСЯТ СО СНИЖЕННОЙ 

ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ МАССОЙ ПЕЧЕНИ

К.С. Остренко
Всероссийский научно-исследовательский институт физиологии, биохимии  

и питания животных — филиал ФГБНУ «Федеральный научный центр животноводства —  
ВИЖ им. академика Л.К. Эрнста» 

249013, Российская Федерация, Калужская обл., Боровск, п. Институт

Конечным продуктом катаболизма белка является аммиак, который оказывает угнетающее воздей-
ствие на нейроны. Обезвреживание аммиака у млекопитающих происходит в орнитиновом цикле, 
регуляция активности которого в основном осуществляется на уровне синтеза N-карбамоилфос-
фата. Цикл Кребса сопряжён с орнитиновым циклом через общий субстрат — аргининсукцинат, 
поэтому эффекты нейтрализации аммиака, процессы аминокислотного и энергетического обмена 
в значительной степени взаимосвязаны. Цель данного исследования — оценить эффективность 
применения добавки N-карбамоилглутамата для оптимизации обменных процессов и повышения 
нейтрализации аммиака у поросят-сосунов. Опыт проведён на двух группах поросят (n=15), сфор-
мированных в суточном возрасте. Водный раствор препарата выпаивали опытной группе в дозе  
10 мг/кг массы тела однократно ежедневно. Продолжительность скармливания добавки — 30 сут, 
среднесуточный прирост живой массы определяли при отъёме в возрасте 30 сут. Анализ биохими-
ческого состава крови проведён на 30-е сут от начала опыта. По окончании скармливания добавки 
в опытной группе выявлено снижение содержания аммиака (р<0,05) и мочевины в плазме крови, 
увеличение концентрации аргинина (р<0,05) и триацилглицеролов (р<0,05) в сравнении с контроль-
ной группой. Заключили, что применение добавки N-карбамоилглутамата способствует эндогенной 
продукции незаменимой аминокислоты аргинина, нейтрализации аммиака, образующегося в мета-
болических процессах, а также экономии затрат метаболической энергии на связывание аммиака 
в цикле мочевинообразования.

Ключевые слова: поросята-сосуны, кормовые добавки, N-карбамоилглутамат, нейтрализация амми-
ака, эндогенный синтез аргинина
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N-CARBAMOYL GLUTAMATE PREVENTS AMMONIA 
INTOXICATION IN PIGLETS WITH REDUCED LIVER FUNCTION
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Ammonia as the end product of protein catabolism has a depressing effect on neurons. Ammonia neutraliza-
tion in mammals occurs in the ornithine cycle, the activity of which is regulated mainly at the level of syn-
thesis of N-Carbamoyl phosphate. The Krebs cycle is coupled with the ornithine cycle through a common 
substrate—arginine succinate. Therefore, the effects of ammonia neutralization and the processes of ami-
no acid and energy metabolism are largely interrelated. This study is aimed at evaluating the  efficacy 
of an N-carbamoyl glutamate additive in terms of optimizing metabolic processes and improving ammonia 
neutralization in suckling piglets. The experiment was conducted on two groups of piglets (n=15) formed 
at the age of 24 hours. Piglets in the experimental group were fed with an aqueous solution of the drug 
at  a dose of 10 mg/kg of body weight once daily. The duration of feeding the supplement was 30 days; 
the average daily gain in body weight was determined at weaning at the age of 30 days. An analysis 
of the blood biochemical composition was carried out on the 30th day from the onset of the experiment. 
At the end of feeding the supplement in the experimental group, a decrease in the content of ammonia 
(p<0.05) and urea in blood plasma, an increase in the concentration of arginine (p<0.05) and triacylglycer-
ols (p<0.05) in comparison with the control group was revealed. The N-carbamoyl glutamate additive under 
study stimulates the endogenous production of the arginine essential amino acid, neutralizes ammonia 
formed in metabolic processes, and optimizes the amount of metabolic energy spent on binding ammonia 
in the urea cycle.
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Введение
Врождённые ошибки уреагенеза пред-

ставляют собой группу наследственных 
заболеваний, при которых имеется дефект 
фермента или транспортёра, влияющий 
на выработку или перемещение биохимиче-
ских промежуточных продуктов метаболи-
ческого пути, ответственного за утилизацию 
избыточного азота. Серьёзные медицин-
ские проблемы могут возникнуть из-за 
чрезмерного накопления токсичных мета-
болитов, таких как аммиак или другие со-
единения. Детоксикация аммиака посред-
ством цикла мочевины в перипортальных 
гепатоцитах является основным путём 
утилизации азота в виде мочевины, кото-
рая выводится с мочой [5]. В утилизации 

азота через цикл мочевины участвуют 
семь ферментов, включая карбоангидра-
зу VA (CAVA), N-ацетилглутаматсинтазу 
(NAGS), карбамоилфосфатсинтазу 1 (CPS1) 
и орнитинтранскарбамилазу (OTC), арги-
ниносукцинатсинтазу (ASS), аргинино-
сукцинатлиазу и аргиназу. Дефицит любо-
го из этих ферментов или транспортёров, 
кодируемых SLC25A13 или SLC25A15, 
приводит к нарушению цикла мочевины. 
Нарушение цикла мочевины (НЦМ) может 
привести к гипераммониемии, приводящей 
к энцефалопатии, судорогам, коме и смерти. 
Гипераммониемия является одним из наи-
более значимых и опасных для жизни по-
следствий метаболической декомпенсации 
у пациентов, особенно в раннем постна-
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тальном онтогенезе, но она может возни-
кать и у пациентов с другими врождёнными 
нарушениями обмена веществ вследствие 
вторичного угнетения цикла мочевины 
и дефицита субстрата. В результате вто-
ричной дисфункции цикла мочевины зна-
чительная гипераммониемия может на-
блюдаться при органических ацидемиях, 
дефектах окисления жирных кислот, нару-
шениях обмена аминокислот и токсичности 
вальпроевой кислоты. Надлежащий конт-
роль аммиака является важной частью ме-
дицинского лечения (НЦМ), и за последние 
десятилетия были вложены значительные 
усилия в разработку новых методов лече-
ния. У новорождённых с недостаточной 
массой тела риск развития гипераммоние-
мии возрастает в связи с недостаточно раз-
витой печенью как по массе, так и по функ-
циональной активности. 

Первый случай дефицита НМЦ был опи-
сан в 1981 г. у младенца мужского пола 
из Швейцарии, в семейном анамнезе ко-
торого была младенческая смертность 
его братьев и сестёр от гипераммониемии. 
Биохимический профиль этого пациента 
предполагал блокаду цикла мочевины прок-
симальнее OTC, и диагноз был подтверждён 
неопределяемой активностью фермента 
NAGS в ткани печени при биопсии, в то вре-
мя как активность CPS1 была интактной [4]. 
Впоследствии у новорождённого был выяв-
лен ещё один случай дефицита НМЦ с ана-
логичной летальной картиной [3]. С тех пор 
во всём мире было зарегистрировано более 
50 пациентов [6, 13]. Интересно, что кли-
нические симптомы дефицита NAGS раз-
нообразны: от раздражительности, рвоты 
и вялости до поведенческих нарушений. 
Как правило, у пациентов с тяжёлой фор-
мой заболевания в неонатальном периоде 
появляются симптомы гипераммониеми-
ческой энцефалопатии, тогда как более 
лёгкие случаи проявляются во взрослом 
возрасте нейропсихиатрическими или по-
веденческими симптомами [6]. Недавнее 

когортное и биохимическое исследование 
выявило, что мутации в домене ацетил-
трансферазы (GNAT) встречаются чаще, 
чем в другом домене кинетической ами-
нокислотной киназы [13]. Кроме того, му-
тации, затрагивающие домен GNAT, более 
вредны и вызывают тяжёлую неонатальную 
форму [13]. Из-за редкости распространён-
ность этого расстройства неясна, но распре-
деление случаев является панэтническим 
[1, 6]. Истинная частота заболевания, ве-
роятно, недооценена по разным причинам: 
скрининг новорождённых с помощью тан-
демной масс-спектрометрии не выявляет 
дефицит НМЦ, люди с лёгким поражением 
могут годами не иметь симптомов, а люди 
с тяжёлым поражением могут умереть, 
не будучи диагностированы. Клиническая 
и биохимическая картина дефицита НМЦ 
может быть неотличима от дефицита CPS1, 
и молекулярно-генетический анализ осо-
бенно полезен для подтверждения диагноза 
дефицита НМЦ, заменяя ферментативный 
анализ в качестве предпочтительного мето-
да подтверждения [10].

Традиционно лечение гипераммониемии 
у пациентов с НМЦ включает диетиче-
ское ограничение белка для уменьшения 
потока азота и назначение препаратов, по-
глощающих аммиак, таких как бензоат, 
фенилацетат и фенилбутират, для отвода 
избыточного азота в нетоксичный пул вы-
водимых метаболитов [11, 12]. Несмотря 
на развитие этих терапевтических подхо-
дов, полной терапии НМЦ не существует, 
за исключением трансплантации печени, 
которая показана при более тяжёлом прок-
симальном дефиците CPS1, OTC и ASS1. 
N-карбамоил-глутаминовая кислота (NCG), 
структурный аналог N-ацетилглутамата 
(NAG), используется для лечения дефицита 
NAGS с самого описания этого НМЦ [8, 9]. 
Непосредственно заменяя NAG, который 
является важным активатором фермента 
CPS1, без которого этот фермент неакти-
вен [7], NCG действует как почти лечебное  
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лекарство при дефиците NAGS. Кроме того, 
учитывая его способность действовать 
как активатор цикла мочевины, NCG был 
предложен в качестве потенциальной тера-
пии вторичной гипераммониемии, вызван-
ной органическими ацидемиями, печёноч-
ной энцефалопатией и гипераммониемией, 
вызванной вальпроатом [2, 7, 14].

Цель исследования — на модели поро-
сят-сосунов с низкими весовыми показа-
телями при опоросе изучить физиологиче-
ские эффекты NCG в контексте его влияния 
на орнитиновый цикл и возможность ис-
пользования для лечения НМЦ. 

Материалы и методы
Для проведения исследования было сфор-

мировано две группы поросят по 15 гол. 
в каждой на 8-е сут после опороса. В каче-
стве критерия отбора служили показатели 
живой массы тела, отбирались поросята 
с низкими индексами массы тела. Поросята 
опытной и контрольной группы находи-
лись в своём гнезде, но были промаркиро-
ваны ушными метками. Условия содержа-
ния для групп были идентичны. Препарат 
N-карбамоилглутамата (NCG) растворяли 
в 5 мл воды и вводили в дозировке 10 мг/кг 
массы тела однократно ежедневно перо-
рально в течение 30 сут. Контрольная груп-
па получала питьевую воду в том же объёме. 
Водный р-р N-карбамоилглутамата (NCG) 
выпаивали одновременно с суточного воз-
раста. Для оценки действия NCG на при-
росты массы тела определяли живую массу 
в начале опыта и по завершении экспери-
мента в возрасте 30 сут. Отбор проб крови 
проводили через 30 дней после введения 
препарата.

Для изучения действия препарата в сыво-
ротке крови свиней на 30-е сут после опо-
роса определяли концентрацию мочевины, 
креатинина, общего белка, глюкозы, три-
ацилглицеролов, аммиака. Исследования 
проведены на автоматическом биохими-

ческом анализаторе ERBA XL-100 («Erba 
Group», Чехия). Уровень аргинина опреде-
ляли методом капиллярного электрофоре-
за на приборе «Капель 105М» («Люмэкс», 
Россия). 

Статистический анализ результатов 
проводили с использованием програм-
мы Statistica 10 («StatSoft Inc.», США). 
Различия между средними значениями 
были определены с помощью критерия 
Тьюки при р<0,05. 

Результаты и их обсуждение
Исследование биохимического состава 

сыворотки крови в возрасте 30 сут по за-
вершении применения препарата показало, 
что испытуемый препарат не оказывает не-
гативного влияния на метаболические про-
цессы и общее состояние организма поросят. 
Практически все исследуемые биохимиче-
ские показатели крови находились в пре-
делах физиологической нормы, но было 
зафиксировано статистически значимое 
различие групповых данных по концентра-
ции в крови аммиака и аргинина (табл. 1).

Снижение концентрации аммиака в крови 
у поросят опытной группы является показа-
телем активации фермента CPS1 (без NСG 
данный фермент находится в неактивной 
Таблица 1. Показатели биохимического состава 
крови поросят-сосунов по завершению исследования 
(M±m; n=15)
Table 1. Biochemical blood parameters of suckling piglets 
at the end of the study (M±m; n=15)

Показатели
Группы

опыт контроль
Общий белок, ммоль/л 81,40±9,59 80,60±10,26

Альбумины, ммоль/л 46,60±4,87 43,08±4,02

Глюкоза, ммоль/л 4,8±1,33 4,6±1,4

Триглицеролы, мМ 1,33±0,14* 1,05±0,16

Мочевина, ммоль/л 5,46±0,45 6,25±0,69

Аммиак, мкмоль/л 19,12±2,98* 53,66±7,60

Аргинин, мкмоль/л 20,72±0,71* 14,30±1,82

Креатинин, мкмоль/л 418,4±23,4* 355,8±36,3
Примечание: * — р<0,05 по t-критерию при сравнении 
с контролем.
Note: * — p<0.05 by t-test when compared with the control.
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форме), восстановления активности орни-
тинового цикла, повышения активности бе-
локсинтезирующей системы.

Основываясь на данных показателях, полу-
ченных в эксперименте, можно утверждать, 
что применение N-карбамоилглутамата 
(NCG) активизирует карбамоилфосфатсин-
тетазу, что приводит к повышению продук-
ции карбамоилфосфата, который, помимо 
активизации мочевинообразования и про-
дукции аргинина, участвует и в синтезе кре-
атина, фосфорилированная форма которо-
го обладает высоким запасом свободной 
энергии. 

Данные показатели свидетельствуют, 
что карбамоилфосфат способствует не толь-
ко удалению конечного токсичного продукта 
метаболизма азотосодержащих веществ ам-
миака, но в определённых метаболических 
ситуациях он будет направлен на синтез 
высокоэнергетического вещества креатин-
фосфата с использованием его в процессах 
синтеза, а именно обеспечение их энергией. 
Наиболее активно этот процесс протекает 
в скелетных мышцах. В связи с этим можно 
говорить о повышении фосфорилированной 
формы креатина, как активирующем процес-
се снижения аммиака не только через моче-
винообразование, но и по пути синтеза белок-
содержащих веществ, что подтверждается 
достоверным увеличением концентрации 
креатинина в крови у поросят опытных 
групп относительно поросят контрольной 
группы на 17,6%. Активация орнитинового 
цикла на уровне карбамоилфосфата способ-
ствует существенному снижению уровня ам-
миака, т. е. лучшей утилизации азота корма. 

Повышение концентрации аргинина 
в опытной группе указывает на активиза-
цию продукции эндогенного аргинина и тем 
самым — на лучшее обеспечение белкового 
синтеза этой незаменимой аминокислотой, 
а также на снижение затрат энергии на мо-
чевинообразование при нейтрализации ам-
миака. 

Определённая часть продукции мочеви-
ны была обусловлена связыванием аммиа-
ка, поэтому сэкономленная метаболическая 
энергия в условиях опыта была использова-
на для синтеза белка, что подтверждается 
достоверным повышением прироста у поро-
сят опытных групп на 32,8% по сравнению 
с контролем. В опытной группе также дос-
товерно за период исследования повысился 
среднесуточный прирост на 42%. Данные 
приведены в табл. 2. 

Применение препарата карбамоилглута-
мата способствует увеличению эндогенной 
продукции аргинина, нейтрализации ам-
миака, образующегося в метаболических 
процессах, а также экономии затрат мета-
болической энергии на связывание аммиака 
в цикле мочевинообразования и способст-
вует интенсификации набора живой массы 
тела у поросят-сосунов.

Заключение 
В ходе проведённых исследований было 

установлено значительное достоверное 
снижение аммиака в плазме крови поро-
сят опытной группы, что свидетельствует 
не только о снижении его синтеза, но и о по-
вышенном его использовании как источни-
ка небелкового азота, что подтверждается 

Таблица 2. Живая масса поросят и среднесуточный прирост живой массы (M±m; n=12)
Table 2. Live weight of piglets and average daily live weight gain (M±m; n=12)

Группы

Показатели роста

Живая масса 
до исследования, кг

Живая масса на 30-й день 
исследования, кг

Прирост 
за период 

исследования

Среднесуточный 
прирост за период 

исследования, г/сут.
Опыт 0,54±0,18 3,77±0,37* 3,23±0,01* 108±6*

Контроль 0,56±0,29 2,85±0,43 2,29±0,02 76±14

Примечание: * — р<0,05 по t-критерию при сравнении с контролем.
Note: * — p<0.05 by t-test when compared with the control.
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достоверным повышением концентрации 
аргинина и креатинина в крови поросят 
опытных групп относительно контроля 
и достоверным увеличением приростов 
живой массы у поросят опытной группы. 
Применение препарата карбамоилфосфата 
у поросят способствует активизации орни-

тинового цикла, увеличению эндогенной 
продукции незаменимой аминокислоты 
аргинина, нейтрализации аммиака, обра-
зующегося в метаболических процессах, 
а также экономии затрат метаболической 
энергии на связывание аммиака в цикле мо-
чевинообразования.
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Пигментные доброкачественные образования кожи, в т. ч. врождённые гигантские пигментные 
невусы (ВГПН) — патологические образования кожи, расположенные в различных её слоях, со-
стоящих из скопления клеток-меланоцитов. ВГПН представляют особую психологическую и меди-
цинскую проблему, связанную с обширным неэстетичным изменением кожного облика пациента. 
В настоящее время существуют многочисленные методы их лечения, в т. ч. с использованием лазер-
ного излучения. Однако они часто неэффективны и приводят к неудовлетворительным клиническим 
и эстетическим результатам, при этом частота осложнений в виде рубцовой деформации и рецидива 
иногда достигает 41%. В связи с этим проблема эффективного и корректного лечения данной па-
тологии остаётся актуальной и требует дальнейшего исследования. Целью работы является экспе-
риментальное медико-биологическое исследование особенностей воздействия «синего» лазерного 
излучения с длиной волны (λ) 450 нм на ткани лабораторных животных для его использования при 
лечении пигментных невусов, включая ВГПН. В работе использовали «синее» лазерное излучение 
(λ — 450 нм), генерируемое лазерным аппаратом «Лазермед 10-03» (ООО «Русский инженерный 
клуб», г. Тула, Россия). Экспериментальное медико-биологическое исследование in vitro выполне-
но на охлаждённых образцах печени и мышцах мини-свиньи и in vivo на пигментированной коже 
живой лабораторной крысы с изучением динамики регенеративного раневого процесса участков 
воздействия на разные сроки — сразу после воздействия и до 90 сут. Проведена морфометрическая 
оценка зон воздействия: глубина проникновения, характер коагуляционных изменений. На основа-
нии результатов выполненного экспериментального исследования определены оптимальные режи-
мы «синего» лазерного излучения (λ — 450 нм) для прецизионного удаления различных пигмент-
ных образований кожи. Лазерное излучение с длиной волны 450 нм является перспективным для 
эффективного лечения пигментных образований кожи, включая ВГПН.

Ключевые слова: «синее» лазерное излучение с длиной волны (λ) 450 нм, пигментные образования 
кожи, врождённый гигантский пигментный невус, экспериментальное исследование, морфологиче-
ское исследование
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AND CONTINUOUS 450 NM LASER RADIATION ON TISSUE  

FOR LAYERED REMOVAL OF PIGMENTED NEVI
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Benign pigmented skin lesions, including congenital giant pigmented nevi (CGPN), are pathological for-
mations located in various skin layers and consisting of melanocyte clusters. CGPN represent a serious 
psychological and medical problem associated with extensive unaesthetic changes in the patient’s skin ap-
pearance. These lesions are currently treated by various methods, including laser radiation. However, such 
methods often render ineffective and lead to unsatisfactory clinical and aesthetic results, with the incidence 
of complications in the form of scarring and recurrence sometimes reaching 41%. Therefore, the problem 
of effective and appropriate treatment of this pathology is relevant, deserving further research. In this work, 
we conduct an experimental biomedical study into the effect of blue laser radiation with a wavelength 
(λ) of 450 nm on the tissues of laboratory animals in order to determine its prospects in the treatment 
of pigmented nevi, including CGPN. Blue laser radiation (λ — 450 nm) was generated by an Lasermed  
10-03 device (Russian Engineering Club, LLC, Tula, Russia). An experimental biomedical in vitro research 
was performed on chilled samples of the liver and muscles of mini-pigs and in vivo on the pigmented skin 
of live laboratory rats. The dynamics of the regenerative wound process in the exposure areas was studied 
at different periods, i.e., immediately after exposure and following up to 90 days. A morphometric assess-
ment of the exposure areas was carried out in terms of penetration depth and coagulation changes. The re-
sults obtained allowed determination of optimal parameters of 450 nm blue laser radiation for a precision 
removal of various pigmented skin formations. Laser radiation with a wavelength of 450 nm is a promising 
treatment approach for pigmented skin lesions, including CGPN.

Keywords: 450 nm blue laser radiation, pigmented skin formations, congenital giant pigmented nevus, 
experimental study, morphological study
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Введение
Пигментные невусы (ПН) — это обра-

зования кожи, состоящие из клеток-мела-
ноцитов различной локализации и формы. 
Впервые термин «невус», определяющий 
пигментные образования кожи, применил 
в 1863 г. R. Virchow [14]. Врождённые ги-
гантские пигментные невусы (ВГПН) — па-
тологические образования кожи, располо-
женные в различных её слоях, занимающие 
обширные участки тела. Пигментные об-
разования кожи имеют нейроэктодермаль-
ный генез [9]. ВГПН вызваны генетиче-
ской мутацией белков NRAS и KRAS [16]. 
Пигментные невусы классифицируют 
на простые, редкие и ВГПН [1]. Последние 
по размеру разделяют на истинно гигант-
ские (>10–60 см), средние (1,5–10 см) и ма-
лые (<1,5 см) [13].

По частоте возникновения ВГПН выявля-
ются от 1 на 20000 до 1 на 500000 новоро-
ждённых. ВГПН локализуются на разных 
участках тела: на лице, туловище и конечно-
стях, часто занимают обширные площади. 
Они оказывают серьёзное психологическое 
воздействие, вызванное изменением обли-
ка человека, и представляют значительную 
медицинскую и социальную проблему [4, 
10]. В течение жизни отмечены этапы их от-
носительно резкого увеличения, чаще в 4 и 
7 лет и особенно в период гормональной 
перестройки (в 76,8% случаев). Возможно 
возникновение осложнений — в результате 
травматического повреждения образования 
одеждой и предметами быта (23,2%), из-
быточной инсоляции (64,9%), что может 
привести к фрагментации и десквамации 
поверхности, воспалению и кровотечению, 

а также к малигнизации, чаще у взрослых 
пациентов (в 10–15% случаев) [18].

В настоящее время удаление ПН осу-
ществляют различными способами: хирур-
гическим иссечением с кожной пластикой, 
методами криодеструкции и диатермокоагу-
ляции (электрокоагуляции), механической 
и химической дермабразии и способами 
с использованием различного лазерного из-
лучения. Вышеуказанные методы лечения 
имеют существенные недостатки — либо 
они не всегда применимы, либо недоста-
точно эффективны и вызывают избыточное 
термическое воздействие из-за сложности 
контроля его глубины, что сопровождаются 
значительным повреждением тканей кожи 
и приводит к различным осложнениям [6]. 
Неудовлетворительные результаты лечения 
пигментных образований кожи, включая 
ВГПН, отмечают у 41% пациентов, с часто-
той осложнений до 50%, в виде рубцовой 
деформации кожи и рецидива образования 
до 6% случаев [17, 19].

Наиболее перспективным для удаления 
ПН рассматривают использование различ-
ного лазерного излучения. Для их лечения 
применяют пигментно-специфические ла-
зерные аппараты: на рубине (длина волны 
(λ) — 694 нм), александрите (λ — 755 нм), 
иттрий-алюминий-гранате Nd:YAG (λ — 
1064 нм); абляционные лазеры: эрбиевый 
Er:YAG (λ — 2940 нм); а также некоторые 
режимы коротко импульсного лазерного 
излучения, например СО2-лазеров (λ — 
10,6 нм). Однако при использовании дан-
ных лазеров в 2–5% случаев отмечается об-
разование гипертрофических и келоидных 
рубцов [8, 12]. После лечения способом 
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«лазерной» дермабразии, в зависимости от ее 
глубины, возможно возникновение до 21% 
случаев глубокой дермабразии, гиперпиг-
ментации — у 13% пациентов и избыточной 
гипопигментации — до 34% случаев [3]

Стоит отметить, что проблема лечения раз-
личных форм ПН остаётся актуальной, и это 
требует поиска новых высокоэффективных 
методов лечения на основе использования 
феномена селективности лазерного излуче-
ния к хромофорам кожи, что обеспечит из-
бирательное удаление тканей пигментных 
образований при минимальном повреждении 
подлежащих тканевых структур. В послед-
нее время в литературе появились немного-
численные публикации по использованию 
лазерного излучения «синего» спектрального 
диапазона с длиной волны 450 нм, имеющего 
почти одинаковый высокий пик поглощения 
меланином, гемоглобином и, в меньшей сте-
пени, водой (рис. 1). Глубина проникнове-

ния «синего» лазерного излучения с длиной 
волны 450 нм в тканях кожи относительно 
не глубокая, в пределах эпидермиса и верх-
них слоёв дермы, до 450 нм (рис. 2).

На сегодняшний день исследования 
по воздействию лазерного излучения с дли-
ной волны 450 нм немногочисленны и про-
водились лишь в экспериментах на сосу-
дистых тканях куриных эмбрионов [15]. 
В связи с этим проблема использования 
данного лазерного излучения для удаления 
пигментных образований кожи, включая 
ВГПН, остаётся нерешённой.

Целью работы является эксперимен-
тальное медико-биологическое исследо-
вание особенностей воздействия «синего» 
(λ — 450 нм) лазерного излучения на ткани 
лабораторных животных для последующе-
го его использования при лечении пигмент-
ных образований кожи, включая ВГПН.

Рис. 1. Спектры поглощения лазерного излучения хромофорами кожи [7]. 
Fig. 1. Absorption spectra of laser radiation by skin chromophores [7].



104 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3 | 100–113  

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
PRECLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

Рис. 2. Глубина проникновения лазерного излучения [7].
Fig. 2. Penetration depth of laser radiation [7].

450 HM

Материалы и методы
В работе использовали лазерное излу-

чение «синего» спектрального диапазона 
(λ — 450 нм, с мощностью до 10 Вт и ди-
аметром пятна 0,6–1,5 мм), генерируемое 
в непрерывном и импульсном режиме ди-
одным лазерным аппаратом «Лазермед 
10-03», разработанным для медицинских 
целей в ООО «Русский инженерный клуб» 
(Россия). Аппарат и регистрационное удо-
стоверение № РЗН 2014/2111 на медицин-
ское изделие представлены на рис. 3 и 4 
соответственно.

Экспериментальное медико-биологиче-
ское исследование включало два раздела: 
in vitro и in vivo. В качестве объектов меди-
ко-экспериментального исследования было 
выбрано три модельных объекта — печень 
и мышцы мини-свиней светлогорской по-
пуляции (Sus salvanius), а также кожа ла-

бораторных крыс с тёмными чёрно-серы-
ми пятнами. Известно, что ткани органов 
мини-свиней имеют наибольшее сходство 
по анатомическому строению и физиологии 
с человеком [5]. Печень мини-свиней явля-
ется оптимальным объектом для изучения 
результатов воздействия лазерного излуче-
ния на содержащие гемоглобин ткани. Она 
имеет относительно однородную тканевую 
структуру с преобладающим содержанием 
гемоглобина по сравнению с другими тка-
нями, в частности мышечной, которая была 
выбрана для сравнения [2].

В эксперименте in vitro задействовано 
две мини-свиньи, которым выполнен забор 
6 образцов охлаждённых препаратов пече-
ни и 6 образцов мышечной ткани, прове-
дено исследование 12 макроскопических 
препаратов с зонами воздействия и 72 соот-
ветствующих гистологических препаратов. 
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В эксперименте in vivo в качестве био-
логической модели пигментных образова-
ний было задействовано 14 лабораторных 
крыс в возрасте 6–8 мес. Для исследования 
непрерывного режима использовано 7 ла-
бораторных крыс, выполнена 21 кожная 
проба с анализом макроскопических изме-
нений и исследовано 126 соответствующих 
гистологических препаратов. Изучение им-
пульсного режима было проведено на 7 ла-
бораторных крысах. Выполнены 63 кожные 
пробы и исследованы макроскопические 
изменения в этих зонах, а также проведён 
анализ 378 соответствующих гистологиче-
ских препаратов.

Образцы биотканей с зонами воздейст-
вия лазерным излучением (λ — 450 нм) 
для гистологического исследования фикси-
ровали в 10%-ном нейтральном формали-
не. Исследование проводили в автоматиче-
ском режиме аппарата фирмы «Excelsior» 
(«Termo Scientific», Великобритания), за-

ливали в парафин на аппарате «ЕС350» 
(«Microm», Германия). С парафиновых 
блоков получали срезы толщиной 2–3 мкм 
на микротоме «НМ355S» с системой пе-
реноса срезов STS («Termo Scientific», 
Великобритания). Гистопрепараты депа-
рафинировали и выполняли окраску гема-
токсилином и эозином. Гистологические 
препараты просматривали в микроскопе 
«СХ41» («Olympus», Япония). Микро-
фотографии гистологических препаратов 
получали сканированием на микроско-
пе «Pannoramic Midi» («3DHISTECH»,  
Венгрия), и при различном увеличении 
изучали полноценное изображение с ана-
лизом и интерпретацией результатов мор-
фометрических параметров участков по-
вреждённых тканей.

Исследование одобрено локальным 
этическим комитетом при ГБУЗ «НИИ 
«Неотложной детской хирургии и травма-
тологии» ДЗМ.

Рис. 3. Лазерный аппарат «Лазермед 10-03».
Fig. 3. Lasermed 10-03 laser device.

Рис. 4. Регистрационное удостоверение на медицин-
ское изделие.
Fig. 4. Registration certificate for the laser device.
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Методика выполнения 
экспериментального исследования in vitro 
На охлаждённые образцы печени через её 

капсулу и на мышцы воздействовали в им-
пульсном и непрерывном режиме единич-
ными импульсами с неподвижным лазер-
ным пятном излучением с длиной волны 
450 нм. 

В непрерывном режиме использовали ре-
жимы мощности излучения 1, 3, 6 и 10 Вт; 
экспозиция была постоянная — 1 с, диа-
метр лазерного пятна на поверхности объ-
екта — 1,0 мм. 

В импульсном режиме на образцы воздей-
ствовали излучением с лазерным пятном 
диаметром 1,0 мм на поверхности объекта. 
Переменные параметры лазерного излуче-
ния были следующими: мощность — 1, 3, 
6 и 10 Вт, длительность импульса — 0,5 с, 
расстояние между импульсами — 0,5 с.

Методика выполнения 
экспериментального исследования in vivo
Анестезиологическое пособие. Предва-

рительно лабораторную крысу взвешива-
ли, затем вводили анестезиологический 
препарат в соответствии с инструкци-
ей. Эксперименты проведены под общим 
обезболиванием: анестезиологическое по-
собие — препарат «Золетил» из расчёта 
0,1 мл на 100 мг массы тела лабораторного 

Таблица 1. Режимы непрерывного излучения
Table 1. Parameters of continuous mode

№ режима Мощность, Вт

1 3

2 6

3 10

животного путём внутримышечного введе-
ния. В области спины проводили эпиляцию 
кожного покрова с помощью электробритвы 
(«Moser», Германия) насадкой под 0, затем 
кожу спины обрабатывали неспиртовыми ан-
ти-септическими растворами (хлоргексидин).

Технические аспекты выполнения 
экспериментального исследования
На кожу воздействовали лазерным излу-

чением (λ — 450 нм) с постоянными пара-
метрами диаметра лазерного пятна 1,0 мм 
и с постоянной скоростью однократного 
сканирования 0,5 см/с по поверхности 
зоны объекта. 

В непрерывном режиме лазерного из-
лучения использовали переменные пара-
метры мощности: 3, 6 и 10 Вт. Параметры 
режимов непрерывного лазерного излуче-
ния (λ — 450 нм), использованные в экс-
перименте in vivo, представлены в табл. 1. 
Соответствующие им зоны воздействия 
на коже спины лабораторных крыс обо-
значены стрелками с нумерацией режимов 
и представлены на рис. 5. 

В импульсном режиме лазерного излуче-
ния (λ — 450 нм) с постоянной длительно-
стью импульса 0,5 с использовали следу-
ющие переменные параметры: расстояние 
между импульсами — 0,5; 0,25 и 0,1 с; 
мощность — 3, 6 и 10 Вт. Параметры режи-
мов импульсного лазерного излучения (λ — 
450 нм), использованные в эксперименте, 
представлены в табл. 2. Соответствующие 
им зоны воздействия на коже спины лабора-
торных крыс обозначены стрелками с нуме-
рацией режимов и представлены на рис. 6.

Забор экспериментального материа-
ла для гистологического исследования  
осуществляли сразу после воздействия 

Таблица 2. Режимы импульсного излучения
Table 2. Parameters of pulse mode

№ режима Мощность, Вт Время между импульсами, с

1–3 3 0,5; 0,25; 0,1 

4–6 6 0,5; 0,25; 0,1

7–9 10 0,5; 0,25; 0,1
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(нулевой срок) и далее на 4-е, 7-е, 12-е, 21-е,  
30-е и 90-е сут. В указанные сроки про-
водили забор биологического материа-
ла кожи методом хирургического ис-
сечения под общим обезболиванием 
препаратом «Золетил». После забора ма-
териала лабораторное животное выводи-
ли из эксперимента гуманной эвтаназией 
путём увеличения дозы препарата, соглас-
но руководству «Федерации европейских 
научных ассоциаций по лабораторным жи-
вотным» (Federation of European Laboratory 
Animals Science Associations, FELASA).

Результаты исследований
Макроскопическое исследование 
образцов печени 
Исследование определило, что при всех 

использованных параметрах лазерного из-
лучения присутствуют округлые дефекты 
с коагуляционным венчиком вокруг, корич-
нево-жёлтого цвета; при использовании им-
пульсного режима их диаметр значительно 
меньше — 0,3–1,5 мм, при непрерывном 
режиме он увеличивается до 0,5–2,0 мм 
(рис. 7).

Результаты гистоморфологического 
исследования ткани печени 
Лазерное излучение (λ – 450 нм) в непре-

рывном режиме в точечных зонах оказыва-
ет выраженное термическое повреждение 

на ткань печени. При этом отмечено на-
личие всех участков деструктивных и рас-
пространённых повреждений, характерных 
для лазерного излучения: их ширина на по-
верхности — до 1150,0±250,0 мкм, глуби-
на — до 230,0±100,0 мкм. При использо-
вании параметров мощности до 10,0 Вт 
образуется и значительного размера мину-
совой дефект – кратер (рис. 8 а, б). 

В импульсном режиме лазерное из-
лучение (λ — 450 нм) формирует тер-
мическое повреждение в виде широких 
(до 1350,0±150,0 мкм) деструктивных из-
менений, представленных на поверхности 
тонким слоем (45,0±5,0 мкм) компактно-
го коагуляционного некроза, под которым 
присутствует слой гомогенизированной 
ткани, — до 200,0±50 мкм (рис. 8 в, г).

Макроскопическое исследование 
образцов мышц
При всех использованных параметрах 

непрерывного режима (кроме мощности 
1,0 Вт, при которой изменения не выявле-
ны) было отмечено образование округлой 
формы, слегка заглублённой поверхности 
бело-жёлтого цвета, размеры которой уве-
личиваются от 0,5 до 2,5 мм с нарастани-
ем мощности. В центре зоны воздействия 
при 6,0 Вт присутствовал более тёмного цве-
та, точечный, минусовой дефект до 0,2 мм, 
более выраженный при 10,0 Вт (рис. 9 а, б). 

Рис. 5. Зоны воздействия при непрерывном режиме 
(0-й срок).
Fig. 5. Continuous exposure zones (0 duration).

Рис. 6. Зоны воздействия при импульсном режиме 
(0-й срок).
Fig. 6. Exposure zones in pulse mode (0 duration).
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Рис. 7. Воздействие на охлаждённые образцы печени свиньи в непрерывном (а — 6 Вт, б — 10 Вт) и в импульс-
ном режиме (в — 6 Вт, г — 10 Вт). 
Fig. 7. Exposure of chilled pig liver samples in continuous (a — 6 W, б — 10 W) and pulsed modes (в — 6 W, г — 10 W).

Рис. 8. Воздействие на охлаждённые образцы печени свиньи в непрерывном (а — 6 Вт, б — 10 Вт) и в импульс-
ном режиме (в — 6 Вт, г — 10 Вт). 
Fig. 8. Exposure of chilled pig liver samples in continuous (a — 6 W, б — 10 W) and pulsed modes (в – 6 W, г — 10 W).

Рис. 9. Воздействие на охлаждённые образцы мышц свиньи в непрерывном (а — 6 Вт, б — 10 Вт) и в импульс-
ном режиме (в — 6 Вт, г — 10 Вт). 
Fig. 9. Exposure of chilled pig muscle samples in continuous (a — 6 W, б — 10 W) and pulsed modes (в — 6 W, г — 10 W).

В импульсном режиме при мощности 
1,0 Вт изменения не отмечены, в случае 
использования мощности 3,0 Вт определён 
незначительный эффект воздействия в виде 
слегка беловатой поверхности диаметром 
не более 0,5 мм. При использовании мощ-
ности 6,0 и 10,0 Вт отмечено наличие по-
верхностных округлых беловато-жёлтого 
цвета дефектов, диаметром 1,0 и 2,0 мм 
соответственно, минус-ткань в центре 
не определяется (рис. 9 в, г).

Гистоморфологическое исследование 
воздействия на мышечную ткань
При использовании непрерывного ре-

жима (λ — 450 нм) отмечен выражен-
ный термический эффект, который носит 
поверхностный характер в виде тонкого 
слоя компактного коагуляционного некро-
за, средней глубиной до 250,0±120,0 мкм, 
без повреждения подлежащих миоцитов 
(рис. 10 а, б).
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В импульсном режиме использование 
лазерного излучения (λ — 450 нм) тер-
мическое повреждение выявлено только 
при увеличении мощности до 6,0 Вт в виде 
тонкого слоя компактного коагуляционного 
некроза на поверхности, средней глубиной 
190,0±20,0 мкм (рис. 10 в, г). 

Таким образом, при всех обозначенных 
параметрах отмечен схожий, стабильно 
неглубокий характер повреждения мышеч-
ной ткани, в случае импульсного режи-
ма — более поверхностный по сравнению 
с непрерывным режимом; при сравнении 
с воздействием на ткань печени измене-
ния носят значительно менее выраженный 
характер. Экспериментально определено, 
что для дальнейшего исследования целе-
сообразным является использование дли-
тельности импульса 0,5 с и времени между 
импульсами 0,25 с.

Результаты воздействия in vivo 
на 0-м сроке (сразу) и до 90-х сут
Визуально сразу после воздействия из-

лучения определяется светлый ровный 
участок поверхности, выполненной бе-

ловато-жёлтой коагуляционной корочкой. 
При использовании большей энергетиче-
ской активности и непрерывном режиме 
излучения данная послеоперационная ко-
рочка более плотная и интенсивнее окра-
шена в жёлто-коричневый цвет, с 12-х сут 
отмечено её частичное отторжение с краёв, 
причём при использовании непрерыв-
ного режима она сохраняется дольше 
(до 21-х сут), полное отторжение которой 
при всех режимах определяется на 30-е сут. 
Эпителизация раневой поверхности отчёт-
ливо определяется с 21-х сут, на 30-е сут все 
зоны воздействия представлены светлой ко-
жей без пигментации, которая присутствует 
и на 90-е сут. Воспалительные проявления 
на всех сроках наблюдения отсутствуют.

Примеры макроскопических изменений 
использования непрерывного и импульс-
ного режима лазерного излучения (λ — 
450 нм) представлены на рис. 11 и 12.

Гистологическая картина 
в зонах воздействия
На 0-й срок при непрерывном и импульс-

ном режиме определяется с поверхности 

Рис. 10. Воздействие на охлаждённые образцы мышц свиньи в непрерывном (а — 6 Вт, б — 10 Вт) и в импульс-
ном режиме (в — 6 Вт, г — 10 Вт). 
Fig. 10. Exposure of chilled pig muscle samples in continuous (a — 6 W, б — 10 W) and pulsed modes (в — 6 W, г — 10 W).

Рис. 11. Воздействие на кожу спины лабораторной крысы на 0-м сроке в непрерывном режиме. 
Fig. 11. Exposure to the skin of the back of a laboratory rat for 0 days in continuous mode.
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Рис. 12. Воздействие на кожу спины лабораторной крысы на 30-е сут в импульсном режиме. 
Fig. 12. Exposure to the skin of the back of a laboratory rat for 30 days in pulsed mode.

Рис. 13. Воздействие на кожу спины живой лабораторной крысы: на 0-м сроке в непрерывном режиме: 1—6 Вт, 
2—10 Вт; в импульсном режиме: 3—6 Вт, 4—10 Вт; на 21-е сут в непрерывном режиме: 5—6 Вт, 6—6 Вт; 
в импульсном режиме: 7—6 Вт, 8—10 Вт; на 30-е сут в непрерывном режиме: 9—6 Вт, 10—10 Вт; в импульс-
ном режиме: 11—6 Вт, 12—10 Вт; на 90-е сут в непрерывном режиме: 13—6 Вт, 14—10 Вт; в импульсном 
режиме: 15—6 Вт, 16—10 Вт.
Fig. 13. Exposure on the skin of the back of a live laboratory rat: for 0 days in continuous mode: 1—6 W, 2—10 W; pulse 
mode: 3—6 W, 4—10 W; for 21 days in continuous mode: 5—6 W, 6—6 W; pulse mode: 7—6 W, 8—10 W; for 30 days 
in continuous mode: 9—6 W, 10—10 W; pulse mode: 11—6 W, 12—10 W; for 90 days in continuous mode: 13—6 W, 
14—10 W; pulse mode: 15—6 W, 16—10 W.
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участок коагуляционного гомогенного 
некроза, средней толщиной 550,0±250,0 
и 275,0±125,0 мкм соответственно, далее 
переход в неизменённую ткань. Придатки 
кожи с коагуляционными изменениями со-
храняются частично в зоне некроза, карбо-
низации нет (рис. 13, 1–4).

На 21-е сут при непрерывном и импульс-
ном режиме зона воздействия представлена 
восстановившимся эпителием с придатка-
ми, средняя его толщина, соответственно, — 
500,0±200,0 и 350,0±100,0 мкм. Под ним 
наблюдается зона коллагеновых волокон, 
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организующихся параллельно поверхности 
(рис. 13, 5–8).

На 30-е сут при использовании непре-
рывного и импульсного режима структура 
кожи восстановлена полностью, включая 
придатки. Отмечается более выраженный 
гиперкератоз и акантоз — в случае не-
прерывного режима. Под эпителием от-
носительно широкий слой коллагеновых 
волокон, правильно организованных парал-
лельно поверхности, толщиной 600,0±50,0 
и 450,0±50,0 мкм (рис. 13, 9–12).

На 90-е сут при использовании непре-
рывного и импульсного режима зона воз-
действия выполнена восстановившимся 
эпидермисом, под ним слой параллельно рас-
положенных коллагеновых волокон, толщина 
его от 500,0±150,0 до 800,0±50,0 мкм (рис. 13).

В результате экспериментального иссле-
дования in vitro отмечено следующее: 

– лазерное излучение с длиной волны 
450 нм оказывает прогнозируемое, относи-
тельно неглубокое термическое повреждение 
биологических тканей, более выраженное 
на ткани печени по сравнению с мышечной 
тканью, глубиной от 200 до  450 мкм, увели-
чивающееся с возрастанием мощности;

– при повреждении ткани печени образу-
ются все участки изменений, характерные 
для лазерного воздействия, менее выражен-
ные при импульсном режиме и более зна-
чительные — при непрерывном, особенно 
с мощностью 10,0 Вт.

На основании исследования in vivo отме-
чено следующее: 

– минимальные термические поврежде-
ния эпителия определяются при мощно-
сти 3,0 Вт, значительно более выраженные 
изменения возникают при мощности 6,0 
и 10,0 Вт, в виде участка коагуляционного 
некроза с частичным сохранением прокси-
мальных участков придатков кожи;

– глубина термического повреждения не-
значительно увеличивается с возрастанием 
мощности, в среднем составляет 425 нм, 

в процессе наблюдения глубина поврежде-
ния не нарастает;

– полное восстановление эпителиальных 
структур при мощности 3,0 Вт отмечено 
к 12-м сут, при мощности 6,0 и 10 Вт — ча-
стичное к 21-м сут и полное на 30-е сут, ко-
торое сохраняется и на 90-е сут; 

– воспалительный раневой процесс носит 
асептический характер, свойственный ла-
зерным ранам, и сравним с соответствую-
щими физиологическими сроками.

Обсуждение результатов 
Воздействие на пигментированные тка-

ни осуществляли «синим» лазерным из-
лучением с длиной волны 450 нм, имею-
щим высокий коэффициент селективного 
поглощения меланином и гемоглобином, 
в меньшей степени — водой. Этот фено-
мен обеспечивает послойное и прогнози-
руемое удаление тканей пигментных обра-
зований с сохранением проксимальных 
участков придатков кожи, что обеспечи-
вает центральную эпителизацию, возмож-
ность удаления относительно больших 
по площади образований, а также зажив-
ление раневой поверхности в кратчайшие 
сроки при минимальном повреждении 
подлежащих тканей. В эксперименталь-
ном исследовании определены необходи-
мые параметры лазерного излучения (λ — 
450 нм), применение которых может быть 
перспективно при дальнейшем использо-
вании в клиническом исследовании для по-
слойного удаления пигментных тканевых  
структур кожи. 

Заключение
Экспериментально определены пер-

спективные режимы «синего» лазерного 
излучения с длиной волны 450 нм: мощ-
ность — 3,0 и 6,0 Вт, длительность им-
пульса — 0,5 с, время между импульса-
ми — 0,25 с, для послойного удаления 
пигментных невусов, включая ВГПН.
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Эксперименты выполнены на 39 крысах-самцах популяции линий Wistar. Металлорганический ко-
ординационный полимер, модифицированный оксидом железа и аскорбиновой кислотой (композит), 
вводили внутривенно здоровым крысам в дозах 25 и 50 мг/кг. Через 3 и 24 ч после введения оце-
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Введение
К настоящему времени сформулирова-

на патогенетическая концепция металл- 
индуцированного окислительного стресса 
в биологических системах, возникающего 
в результате нарушений гомеостаза ионов 
металлов и приводящего к повреждениям 
нуклеиновых кислот, перекисному окис-
лению липидов, модификациям белков 

и другим эффектам, лежащим в основе 
сердечно-сосудистых, онкологических за-
болеваний, диабета и другой патологии [3]. 
Ферроптоз — новая железозависимая форма 
программируемой гибели клетки, характе-
ризуется активацией перекисного окисле-
ния липидов, которое зависит, среди прочего, 
от образования активных форм кислоро-
да (АФК), накапливающихся в результате  



116 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3 | 114–120  

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
PRECLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

реакции Фентона [4]. Металлоорганические 
координационные полимеры (МОКП) на ос-
нове железа являются эффективными ката-
лизаторами этой реакции [1]. В данной рабо-
те мы использовали MIL-88B, трёхмерный 
пористый МОКП, состоящий из 1,4-бен-
золдикарбоновой кислоты и октаэдрических 
трёхъядерных кластеров Fe (Fe3-μ3-оксо) 
и имеющий вакантные координационные 
центры, доступные для молекул переки-
си водорода. МОКП был модифицирован 
аскорбиновой кислотой для ускорения 
окислительно-восстановительного цикла  
Fe2+/Fe3+ и оксидом железа, в частности маг-
нетитом Fe3O4, для возможности в дальней-
шем магнитного нацеливания.

Цель работы — оценить анти/проокси-
дантную активность металлоорганического 
координационного полимера, модифициро-
ванного оксидами железа и аскорбиновой 
кислотой, в экспериментах на лаборатор-
ных животных.

Материалы и методы
Исследования выполнены на 39 крысах-

самцах популяции линий Wistar в возрасте 
12 мес. массой тела 300–360 г. Протокол ис-
следования был одобрен локальным коми-
тетом по биомедицинской этике НИИ СП 
им. Н.В. Склифосовского ДЗМ. 

Все животные содержались в лабора-
тории в контролируемых условиях окру-
жающей среды при температуре 20–24°C 
и влажности 45–65%, с режимом освещенно-
сти с 8 до 20 часов — свет, с 20 до 8 часов —  
сумеречное освещение. Доступ к пище и воде 
до начала экспериментов был свободный. 

Крысы (n=39) были разделены на 5 групп: 
1-я — контрольная (интактные крысы, n=8); 
2-я (n=8) и 3-я (n=7) — опытные, в/в введе-
ние композита в дозе 25 мг/кг (взятие крови 
через 3 и 24 ч после введения композита); 
4-я (n=8) и 5-я (n=8) — опытные, в/в введе-
ние композита в дозе 50 мг/кг (взятие крови 
через 3 и 24 ч после введения композита). 

Композит предварительно гомогенизи-
ровали в деионизированной воде в УЗ-бане 
при 30 кГц в течение 3 мин при 37°С. Затем 
растворяли в 1 мл физ. р-ра и вводили в ла-
теральную хвостовую вену крыс. Животные 
хорошо переносили введение композита. 
На протяжении всего эксперимента леталь-
ных исходов не наблюдалось.

Крыс опытных групп через 3 и 24 ч после 
введения композита, а также крыс интакт-
ной группы выводили из эксперимента ле-
тальной дозой наркоза. Кровь для дальней-
шего анализа забирали из каудальной вены. 
Были оценены параметры антиоксидантной/
прооксидантной систем, а также раннего 
и позднего апоптоза лимфоцитов перифери-
ческой крови.

Электрохимический анализ окислитель-
но-восстановительных свойств сыворотки 
крови включал в себя измерение потенциа-
ла платинового электрода при разомкнутой 
цепи (ПРЦ), являющегося интегральным по-
казателем окислительно-восстановительно-
го баланса, и вольтамперометрическое опре-
деление общей антиоксидантной ёмкости 
сыворотки крови, выраженной количеством 
электричества (Q), затраченного на окис-
ление низкомолекулярных антиоксидантов. 
Измерения проводили с помощью потенци-
остата «IPC Pro L» (ЗАО «Кронас», Россия), 
согласно методикам, описанным в работе [2].

В сыворотке крови определяли маркер 
перекисного окисления липидов — мало-
новый диальдегид (МДА) по стандартной 
методике с использованием 2-тиобарбиту-
ровой кислоты. Состояние антиоксидантной 
системы оценивали по показателю общей 
антиокислительной активности (ОАА) сы-
воротки крови, которую измеряли спек-
трофотометрическим методом на биохи-
мическом анализаторе «Olympus AU2700» 
(«Beckman Coulter», США) с использовани-
ем набора реактивов «TAS kit» («Randox», 
Великобритания).

Исследование уровня лейкоцитов в кро-
ви выполняли на гематологическом ана-
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лизаторе «AcT Diff 2» («Beckman Coulter», 
США) по стандартной методике. Для опре-
деления апоптоза лимфоцитов кровь заби-
рали в пробирки с ЭДТА, затем на гради-
енте плотности выделяли мононуклеары. 
Клетки отмывали буферным р-ром с иона-
ми кальция. Далее проводили исследование 
апоптоза лимфоцитов с помощью набора 
«Annexin V-FITC/7AAD» на проточном 
цитометре «СYTOMIC FC500» («Beckman 
Coulter», США) по стандартной методи-
ке. На ранней стадии апоптоза целост-
ность клеточной мембраны сохраняется, 
однако происходит перестройка её фос-
фолипидных компонентов и на поверхно-
сти клетки появляется фосфатидилсерин. 
Аннексин V способен связываться с фос-
фатидилсерином в присутствии кальция. 
Одновременное окрашивание клеток ви-
тальным ДНК-специфичным красителем 
7-аминоактиномицином D (7AAD) позво-
ляет дифференцировать клетки на ранних 
стадиях апоптоза (Annexin V+/7AAD–, 
ранний апоптоз) от клеток, уже погибших 
в результате апоптоза (Annexin V+/7AAD+, 
поздний апоптоз) [5].

Статистическую обработку данных про-
водили в программе Statistica 6.0 («StatSoft 
Inc.», США). Данные представлялись 
в виде медианы и процентилей. Для ста-
тистического анализа использовали непа-
раметрические критерии. Статистически 
значимыми считались различия при p<0,05.

Результаты и их обсуждение
Сравнительная оценка показателей крови 

опытных групп с интактной при внутривен-
ном введении композита в различных дозах 
в разные сроки наблюдения у здоровых жи-
вотных представлена в таблице.

При исследовании влияния композита 
на баланс прооксидантов и антиоксидантов 
было обнаружено, что применение компо-
зита в дозе 25 мг/кг приводит к статисти-
чески значимому снижению МДА (p<0,05) 
по сравнению с контрольной группой 

как через 3, так и 24 ч после введения ком-
позита. Через 3 ч в сыворотке крови наблю-
дали тенденцию к падению относительного 
содержания лимфоцитов на 12% (p>0,05), 
что сопровождалось снижением (на 28%, 
p<0,05) концентрации лимфоцитов в ран-
нем апоптозе и тенденцией к повышению 
концентрации уже погибших лимфоци-
тов (поздний апоптоз) (в 2 раза, p>0,05). 
Через 24 ч значения описываемых показа-
телей возвращались к значениям контроль-
ной группы. 

При применении композита в дозе 50 мг/кг 
через 3 ч в сыворотке крови наблюдали сни-
жение относительного содержания лимфо-
цитов на 22% (p<0,05), что сопровождалось 
тенденцией к увеличению (в 3 раза, p>0,05) 
концентрации лимфоцитов в раннем апо-
птозе и концентрации уже погибших 
лимфоцитов (поздний апоптоз) (в 2 раза, 
p>0,05). Через 24 ч значения описываемых 
показателей возвращались к значениям 
контрольной группы. Однако в эти сроки 
наблюдалось статистически значимое сни-
жение Q на 14% по сравнению с контроль-
ной группой (p<0,05).

Анализ полученных данных свидетель-
ствует о том, что применение композита 
в двух дозах в различные сроки после его 
внутривенного введения не изменяет ин-
тегральный показатель окислительно-вос-
становительного баланса (по данным ПРЦ) 
и функциональное состояние как эндоген-
ной антиоксидантной системы, так и экзо-
генных антиоксидантов сыворотки крови 
здоровых животных (по данным ОАА). 

Тем не менее введение композита ока-
зывается неиндифферентным для орга-
низма здоровых животных. Так, наблю-
даемое снижение МДА (при введении 
композита в низкой дозе), возможно, свя-
зано с присутствием в структуре компози-
та аскорбиновой кислоты, которая являет-
ся низкомолекулярным антиоксидантом. 
При этом введение композита в высокой 
дозе не влияло на уровень МДА, однако 
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Таблица. Показатели крови при внутривенном введении композита в различных дозах в разные сроки наблюде-
ния у здоровых животных
Table. Blood parameters during intravenous administration of the composite in various doses at different observation 
periods in healthy animals

Параметры
Группы

контроль 1 
(интактная)

опытная 2 
25 мг/кг (3 ч)

опытная 3 
25 мг/кг (24 ч)

опытная 4 
50 мг/кг (3 ч)

опытная 5 
50 мг/кг (24 ч)

ПРЦ, мВ –66,1 
(–78,7; –62,2)

–73,9 
(–80,4; –71)

–65,4 
(–80,9; –63,7)

–68,3 
(–79,7; –63,5)

–66,0 
(–73,4; –63,1)

Q, мкКл 9,1 
(8,6; 10,3)

8,6 
(8,1; 9,9)

9,6 
(7,7; 10,2)

8,5 
(7,6; 9,8)

7,8 
(6,7; 8,2)*

Лейкоциты, 109/л 8,9 
(7; 10,6)

9,4 
(7,6; 11,9)

6,5 
(4,8; 7,6)

10,3 
(9; 11,8)

7,1  
(6,6; 9,3)

Лимфоциты, % 74,4 
(64; 85,9)

65,6 
(56,7; 75,5)

74,6 
(67,8; 82)

57,9 
(52,6; 61,3)*

81,9 
(78,7; 87,4)

Ранний апоптоз 
лимфоцитов, %

2,5  
(2,3; 4,1)

1,8  
(1,7; 2)*

3,1  
(2,4; 3,4)

3,8  
(2,5; 6)

1,9  
(1,5; 2,8)

Поздний апоптоз 
лимфоцитов, %

0,005  
(0; 0,01)

0,01  
(0,01; 0,02)

0,01  
(0; 0,02)

0,015 
(0,005; 0,02)

0,01  
(0,005; 0,01)

МДА, мкмоль/л 5,4  
(5,1; 6,6)

4,5 
(3,9; 4,9)*

4,8 
(4,4; 4,8)*

5  
(4,8; 6)

4,9  
(4,1; 5,7)

ОАА, ммоль/л 1,01  
(0,94; 1,05)

1,04  
(0,96; 1,10)

1,07  
(0,98; 1,10)

1,02  
(1,01; 1,06)

1,04  
(1; 1,05)

Примечание: * — р<0,05, отличия статистически значимы в сравнении опытных групп с контрольной группой. 
При сравнении данных использовали непараметрический U-критерий Манна — Уитни.
Note: * p<0.05, the differences are statistically significant when comparing the experimental groups with the control 
group. When comparing data, the nonparametric Mann–Whitney U test was used.

вызывало снижение показателя Q, который 
как раз и отражает уровень низкомолеку-
лярных антиоксидантов. Возможно, в дан-
ной концентрации аскорбиновая кислота 
не проявляет свои антиоксидантные свой-
ства. Применение композита в высоких 
дозах через 3 ч после введения приводит 
к относительной лимфопении и, возможно, 
к усилению апоптоза лимфоцитов, что свя-
зано с накоплением АФК, способствующих 
гибели клеток. 

Выводы
1. Композит в дозах 25 и 50 мг/кг (внутри-

венно) не влияет в значительной степени 
на гомеостаз прооксидантов/антиоксидан-
тов в сыворотке крови у здоровых животных.

2. В высоких дозах композит усиливает 
апоптоз лимфоцитов, что свидетельствует 
о возможном его применении в качестве ка-
тализатора свободно-радикальных процес-
сов для дальнейшего использования в би-
омедицине.
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Последствия черепно-мозговой травмы (ЧМТ) являются различными и зачастую плохо предсказуе-
мыми. Они могут проявляться как в остром, так и в отдалённом периоде, а также манифестировать 
нейродегенеративные заболевания спустя годы и даже десятилетия после травмы. Учитывая гете-
рогенную природу ЧМТ у человека, доклинические исследования необходимо проводить на разных 
тест-системах. В настоящее время предпочтение отдаётся грызунам, ввиду их доступности и низкой 
стоимости. Однако выбор тест-системы для исследования должен основываться не только на эконо-
мической и логистической составляющих, но и на видовых физиологических особенностях. 
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Traumatic brain injury (TBI) is associated with varied and unpredictable consequences, which can 
be manifested during both acute and long-term periods. Such consequences may lead to the development 
of neurodegenerative diseases years and even decades after the injury. Given the heterogeneous nature 
of  TBI in humans, preclinical studies need to be conducted using different test systems. Currently, 
preference is given to rodents due to their availability and low cost. However, the choice of test systems 
for research should be based not only on economic and logistical components, but also on their specific 
physiological characteristics.

Keywords: traumatic brain injury, behavior tests, rats, open field, mice
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.

4.0



122 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3 | 121–124  

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
PRECLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

For citation:  Chervonetsky S.A., Paimulina A.A., Selizarova N.O. Differences in Models of Traumatic 
Brain Injury and the Subsequent Behavior Assessment in Rats and Mice. Journal Biomed. 2024;20(3):121–
124. https://doi.org/10.33647/2074-5982-20-3-121-124

Submitted 15.04.2024
Revised 03.06.2024
Published 10.09.2024

Введение
Черепно-мозговая травма (ЧМТ) пред-

ставляет собой серьёзную проблему здра-
воохранения во всём мире. Это связано 
не только с высоким уровнем летальности, 
инвалидизации, социально-экономического 
ущерба, но и с функциональными наруше-
ниями и структурными изменениями, про-
являющимися в перспективе после ЧМТ  
[1, 2]. Ввиду своей сложности и непредска-
зуемости последствий, а также универсаль-
ности каждого организма не существует 
двух одинаковых травм. Следовательно, 
ни одна из известных в доклинических ис-
следованиях моделей не может детально 
воспроизвести травму. Однако моделиро-
вание травмы позволяет воспроизвести по-
чти идентичные повреждения, необходи-
мые для чёткого понимания клинической 
картины [8].

Цель работы — показать отличия между 
крысами и мышами, которые необходимо 
учитывать при постановке модели конт-
ролируемого кортикального удара.

Материалы и методы 
Для достижения цели работы проведён 

обзор литературных источников по тема-
тике со следующих баз данных: PubMed, 
eLIBRARY, Springer Link.

Результаты и их обсуждение
Наиболее часто используемая тест- 

система для постановки ЧМТ — крысы. 
Эффекты контролируемого кортикального 
удара на них достаточно хорошо изучены 
и классифицированы. Однако за счёт рас-
тущей доступности нокаутных и трансген-

ных мышей у исследователей появилась 
возможность изучать влияние различных 
генов на повреждение и процессы регене-
рации. 

На сегодняшний день представлено боль-
шое количество протоколов, описывающих 
порядок действий для постановки конт-
ролируемого кортикального удара. И хотя 
большинство протоколов схожи, между 
ним присутствуют отличия. С одной сто-
роны, они могут быть незначительными 
и связаны с используемым оборудованием, 
инструментами. С другой стороны, возмож-
но использовать разные препараты для по-
гружения животного в наркоз и отличные 
способы введения. 

Описаны как различные параметры 
для крыс и мышей, так и действия, спо-
собные повлиять на характер повреждения 
и дальнейшую оценку состояния (табл.). 

Определённые отличия имеются в дей-
ствиях после трепанации и нанесения по-
вреждения. Ряд специалистов предлагают 
закрыть трепанационный дефект костным 
воском, либо ранее высверленным костным 
лоскутом [5]. Авторы других протоколов 
рекомендуют ушить разрез кожи без за-
крытия краниоэктомии. Они объясняют это 
тем, что костный лоскут может вызвать вто-
ричное повреждение, оказывая давление 
на травмированные ткани. Рассматривая 
мышиные модели, стоит отметить, что тре-
панационный дефект спиливается, а не вы-
сверливается [6]. 

Оценка поведения грызунов после че-
репно-мозговой травмы — одна из важ-
нейших методик, направленных на опи-
сание состояния животного. Существует 
большое количество тестов, позволяющих  
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проанализировать локомоторную функцию, 
пространственную память, общую исследо-
вательскую активность и другие функции. 
Для многих из них требуется специальное 
оборудование. В большинстве случаев оно 
отличается размером. Однако в некоторых 
стоит учитывать и другие условия.

Тест «Открытое поле» (ОП)
Возраст. Сообщается, что молодые кры-

сы проявляют большую исследователь-
скую активность, чем старые. Для мышей 
это точно не определено, хотя и не исклю-
чается, что возраст связан с увеличением 
активности [4]. 

Пол. Исследования выявили как сход-
ства, так и значительные половые разли-
чия. В одном из исследований самцы не-
скольких линий были более активны, чем 
самки (в т. ч. D2, C3H, Balb и B6129F1), 
а у нескольких других линий различий 
между полами не наблюдалось. В экспе-
риментах, где исследование проводилось 
на крысах, авторы наблюдали бóльшую ло-
комоторную активность у самок по сравне-
нию с самцами [3]. 

Условия содержания. Изолированное 
содержание мышей приводит как к сниже-
нию, так и к повышению исследовательской 
активности. В то время как крысы, содержа-

щиеся отдельно, демонстрируют снижение 
активности.

Предшествующие эксперименты. Про- 
ведение других поведенческих тестов 
на мышах перед ОП может снижать актив-
ность. Также сообщается о влиянии штамма 
на поведение мышей. У крыс большинство 
имеющихся данных свидетельствуют о том, 
что повторное воздействие ОП приводит 
к снижению активности. 

Изучение пространственной памяти у гры-
зунов проводится с помощью тестов «ла-
биринт Барнса» и «водный тест Морриса». 
Для крыс лабиринт Морриса более предпоч-
тителен, в то время как у мышей тренировка 
в водном лабиринте в течение 30 мин повы-
шает уровень кортикостерона. Это может 
быть результатом эндогенного стресса, спо-
собного влиять на результаты тестирования 
и дальнейшую интерпретацию [7].

Заключение
Планирование исследований по черепно-

мозговой травме должно учитывать анатомо- 
физиологические особенности потенциаль-
ной тест-системы. Детальное понимание 
постановки модели и дальнейшей оценки 
минимизирует ошибки и неверную интер-
претацию данных. 

Таблица. Отличительные параметры для крыс и мышей в постановке контролируемого кортикального удара
Table. Distinctive parameters for rats and mice in setting a controlled cortical impact 

Вид Область травмы
Размер 

краниотомии 
(мм)

Диаметр 
наконечника 

(мм)
Скорость 

(м/с)
Время 

сдавливания 
(мс)

Глубина 
(мм)

Мышь Теменная кора 4–5 3 4–6 50–250 0,5–2,5

Крыса Теменная кора, 
Моторная кора 6–8 5–6 4 50–250 1–3
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Тотальное эндопротезирование суста-
вов на сегодняшний день является одним 
из наиболее эффективных методов лече-
ния при терминальной стадии остеоар-
троза, которое позволяет уменьшить боле-
вой синдром, улучшить функцию сустава 
и расширить двигательный режим паци-
ента [8]. Периоперационная кровопотеря 
при выполнении операций по замене суста-
вов может превышать 1000 мл. В различных 
источниках литературы зафиксировано, 
что массивная кровопотеря может увели-
чить риск развития других периопераци-
онных осложнений, что дополнительно об-
уславливает применение гемостатических 
лекарственных средств (ЛС) для сниже-
ния объёма кровопотери [3]. Помимо ге-
моррагических осложнений, у пациен-
тов, нуждающихся в эндопротезировании 
крупных суставов, наблюдается высокая 
вероятность развития венозных тромбо-
эмболических осложнений, что является 
причиной назначения антикоагулянтных 
ЛС [1]. Потребность в практически одно-
временном назначении физиологически 
непрямых антагонистов объясняет интерес 
медицинского научного сообщества к все-
стороннему изучению данной проблемы 
и поиску ответов на следующие вопросы: 
какие именно ЛС следует назначать, какой 
схемы назначения придерживаться, какие 
факторы могут быть ассоциированы с по-
вышенным риском развития тромбогемор-
рагических осложнений и т. д.

Немалое число исследователей акценти-
ровали свой научный интерес на изучении 
эффективности и безопасности сочетаний 
разных схем антитромботических и гемо-

статических ЛС. Зачастую из антитром-
ботических средств изучаются антикоагу-
лянты, но некоторые исследователи в круг 
исследуемых препаратов включают и анти-
агреганты. Так, например, авторы работы 
[8] провели проспективное исследование 
среди 180 пациентов, перенёсших эндопро-
тезирование коленного сустава. Всем паци-
ентам интраоперационно капельно вводи-
ли транексамовую кислоту в дозе 60 мг/кг.  
После этого пациенты были разделены 
на три группы (по 60 чел. в каждой). В 1-ю 
группу были включены пациенты, получав-
шие перорально ривароксабан в дозе 10 мг, 
во 2-ю группу — подкожно далтепарин на-
трия в дозе 2500 МЕ, а в 3-й группе больным 
перорально назначали ацетилсалициловую 
кислоту в дозе 100 мг. Антитромботические 
средства назначали через 12 ч после опера-
ции, а затем раз в сутки в течение 30 дней. 
Средний объём отделяемого по дрена-
жам после лечения был значительно ниже 
в 3-й группе, чем в 1-й и 2-й группах 
(205,2±69,0 мл против 243,4±72,5 мл и про-
тив 295,4±72,5 мл; p<0,001), причём между 
1-й и 2-й группами была выявлена стати-
стически значимая разница (243,4±72,5 мл 
против 295,4±72,5 мл; p<0,001). Частота 
гемотрансфузий во 2-й группе была выше 
по сравнению с 1-й и 3-й группами (20% 
против 6,7% против 5%; p=0,01). Частота 
кровотечений в 1-й группе была выше, чем 
во 2-й и 3-й (26,7% против 10% против 
8,3%; p=0,008). Выраженной разницы в ча-
стоте тромботических осложнений между 
тремя группами выявлено не было [8].

Авторы работы [7] провели проспективное 
когортное исследование с участием 385 паци-
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ентов, которым было проведено эндопроте-
зирование коленного сустава, выполненное 
с введением и без введения транексамовой 
кислоты. Сравнивали объём кровопотери 
и потребность в переливании крови сре-
ди пациентов, получавших антитромбо-
тическое лечение на регулярной основе 
перед операцией, и тех, у кого подобная тера-
пия не применялась. Транексамовую кислоту 
использовали однократно внутривенно в дозе  
30 мг/кг, после операции для профилактики 
венозных тромбоэмболических осложне-
ний использовали ривароксабан 10 мг, если 
не было противопоказаний. Транексамовую 
кислоту назначали 62% пациентам, которые 
получали предварительную антитромботи-
ческую терапию, и до 90% больных, у ко-
торых эта терапия отсутствовала. В обеих 
группах исследования объём кровопотери 
был значительно ниже у пациентов, полу-
чавших транексамовую кислоту (р<0,001). 
Осложнений, в т. ч. тромбозов и кровотече-
ний, развилось больше в группе получав-
ших транексамовую кислоту и без регуляр-
ного назначения антитромботических ЛС 
до операции, однако эта разница не была 
статистически значимой [7].

В работе [4] был изучен вопрос: будут 
ли разные схемы внутривенного примене-
ния транексамовой кислоты — трёхчасо-
вое двухдневное назначение («короткая» 
схема) и 11-часовое четырёхразовое вве-
дение («длинная» схема) — более эффек-
тивными, чем плацебо в снижении пери-
операционной кровопотери у пациентов 
с эндопротезированием тазобедренного 
сустава, которым назначали ривароксабан 
для профилактики тромботических ослож-
нений. Транексамовая кислота значительно 
снижала периоперационную кровопотерю 
по сравнению с группой плацебо (р<0,001); 
средние различия были 525,3 мл («корот-
кая» схема против плацебо) и 550,1 мл 
(«длинная» схема против плацебо). О ве-
нозных или артериальных тромбоэмболи-
ческих осложнениях не сообщалось [4].

В работе [5] приводятся данные, что при-
менение транексамовой кислоты в сочета-
нии с эноксапарином натрия по сравнению 
с группой без гемостатика у пациентов по-
сле замены тазобедренного сустава досто-
верно снижает объём кровопотери во вре-
мя операции, объём общей кровопотери 
(р<0,001) и потребность в переливании 
крови (р=0,029). Однако в исследовании 
отсутствуют данные о развившихся тром-
бозах после операции.

Авторы работы [2] проанализировали эф-
фективность и безопасность пероральных 
антикоагулянтов в сочетании с транекса-
мовой кислотой при замене тазобедренно-
го сустава. Все пациенты получали 40 мг 
эноксапарина натрия за 12 ч до операции 
и в день операции, затем пациенты полу-
чали либо 10 мг ривароксабана (40 пациен-
тов), либо 220 мг дабигатрана (42 пациен-
та) или 40 мг эноксапарина (39 пациентов). 
У всех пациентов рутинно использовалась 
транексамовая кислота в дозе 10–20 мг/кг. 
Гемостатик вводился за 30 мин до опе-
рации и через 6 ч после первой инфузии. 
Незначительное кровотечение наблю-
далось только в группе ривароксабана. 
При выписке из больницы частота тромбо-
за глубоких вен составляла 12,5% в группе 
ривароксабана, 7% — в группе дабигатрана 
и 8% — в группе эноксапарина (р>0,05) [2].

Помимо анализа наиболее эффектив-
ных и безопасных сочетаний ЛС в пери-
операционном периоде, не менее важна 
конкретизация временных промежутков 
назначений препаратов. Так, в нашем ре-
троспективном исследовании была стати-
стически достоверно продемонстрирована 
важность соблюдения временного интер-
вала не менее 18 ч между применением ге-
мостатических и антитромботических ЛС. 
Также в работе были проанализированы, 
какие факторы со стороны соматического 
статуса пациентов, показатели исходной 
коагулограммы были статистически зна-
чимо ассоциированы с более высоким ри-
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ском развития геморрагических и тромбо-
эмболических осложнений [6].

Заключение
Таким образом, несмотря на уже опреде-

лённый накопленный пул знаний по озвучен-
ной теме, исследования по данной тематике 
сохраняют свою актуальность, т. к. до сих 
пор нет единого мнения, в каких конкрет- 
но клинических ситуациях и в каких режимах 
стоит применять ту или иную комбинацию 
ЛС гемостатического и антитромботического 
спектра действия. Целесообразно продолжать 
проводить исследования в выше озвученных 
направлениях, чтобы не только расширить 

пласт накопленных теоретических сведений 
в этой области, но и разрабатывать, опти-
мизировать практические риск-ориентиро-
ванные (с учётом индивидуальных особен-
ностей пациентов) подходы к профилактике 
тромбогеморрагических осложнений. В т. ч. 
это актуально не только для пациентов, кото-
рым необходимо эндопротезирование круп-
ных суставов, но и для пациентов иных хи-
рургических направлений, где высокий риск 
тромбозов также может идти «рука об руку» 
с повышенным риском кровотечений и мас-
сивной кровопотерей в периоперационном 
периоде, как, например, в акушерско-гинеко-
логической практике или в онкологии.
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РОЛЬ АЛЬТЕРНАТИВНОГО СПЛАЙСИНГА В ОНКОГЕНЕЗЕ

О.М. Куделина1,*, А.В. Сафроненко1, М.Х.-Б. Бураева1, М.Х.-Б. Бураева2,  
С.А. Величко1, Д.А. Терехова1, Н.С. Бендерский2, А.А. Толстой1
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За последние два десятилетия накопилось много фактических данных, которые подтверждают ре-
шающую роль альтернативного сплайсинга в процессе онкогенеза. При более подробном изучении 
механизмов сплайсинга было выявлено, что нацеливание на центральный процесс для атипичных 
клеток может стать потенциально новым подходом в лечении злокачественных новообразований. 
Во-первых, специфические изоформы белка, образующиеся в результате альтернативного сплай-
синга и принимающие участие в онкогенезе, потенциально могут выступать мишенью при терапии 
злокачественных новообразований. Во-вторых, высокие темпы клеточной пролиферации, пред-
положительно, делают опухолевые клетки сильно зависимыми от функциональной сплайсосомы, 
что создаёт потенциальную гиперчувствительность к общей модуляции сплайсинга. Исследование 
роли альтернативного сплайсинга в онкогенезе и поиск терапевтических мишеней способствовало 
не только развитию более перспективного направления в онкологии, но и поиску новых лекарст-
венных средств, оказывающих целенаправленное действие на процессы развития злокачественных 
новообразований.
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ROLE OF ALTERNATIVE SPLICING IN ONCOGENESIS

Oksana M. Kudelina1,*, Andrey V. Safronenko1, Maret Kh.-B. Buraeva1,  
Malika Kh-B. Buraeva2, Sofia A. Velichko1, Diana A. Terekhova1,  
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Over the past two decades, much evidence has accumulated that confirms the crucial role of alternative 
splicing in the process of tumorigenesis. A more detailed study of splicing mechanisms revealed that 
targeting the central process for atypical cells could be a potential new approach in the treatment of malignant 
neoplasms. Firstly, specific protein isoforms that are formed as a result of alternative splicing and are 
involved in tumorigenesis can potentially act as a target for the treatment of malignant neoplasms. Second, 
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high rates of cell proliferation presumably make tumor cells highly dependent on a functional spliceosome, 
creating potential hypersensitivity to global splicing modulation. The study of the role of alternative 
splicing in tumorigenesis and the search for therapeutic targets contributed not only to the development 
of  a more promising direction in oncology, but also to the search for new drugs that have a targeted effect 
on the development of malignant neoplasms.
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Основные элементы 
альтернативного сплайсинга
Альтернативный сплайсинг (AС) — один 

из наиболее важных механизмов генной ре-
гуляции, позволяющий получить несколько 
различных вариантов транскрипта из одно-
го гена. Этот процесс осуществляется с по-
мощью комплекса белков (U2, U4, U5 и U6) 
и малых ядерных РНК (snRNA), называе-
мого сплайсосомой, который удаляет экзо-
ны и соединяет интроны для формирования 
зрелой мРНК [6].

Цис-действующие элементы — ко-
роткие нуклеотидные последовательно-
сти, расположенные как в экзонах, так 
и в интронах, представляют собой сайты 
связывания трансдействующих элементов. 
В зависимости от их положения и функций 
они подразделяются на энхансеры сплай-
синга или сайленсеры. Энхансеры распоз-
наются трансдействующими факторами, 
принадлежащими к семейству белков, бога-
тых серином/аргинином (SR), что облегча-
ет распознавание сайта сплайсинга и вклю-
чение экзонов. В свою очередь, сайленсеры 
взаимодействуют с другими типами транс-
действующих факторов, такими как гете-
рогенные рибонуклеопротеины (hnRNPs), 
чтобы ингибировать распознавание сайта 
сплайсинга и способствовать пропуску эк-
зона [6].

Другие регуляторы, которые играют 
ключевую роль в АС, — факторы сплай-
синга (ФС) трансдействующие элементы. 
Они могут быть разделены на две основ-
ные категории: положительные и отрица-
тельные регуляторы. Положительные ФС, 
такие как SR-белки, облегчают связывание 
компонентов сплайсосомы с прекурсорной 
РНК и активируют процесс сплайсинга. 
Отрицательные регуляторы, hnRNП белки, 
могут блокировать или замедлять связыва-
ние компонентов сплайсосомы с экзонами 
и тем самым предотвращать АС [6].

Таким образом, АС участвует в регуля-
ции процессов пролиферации, дифферен-
цировки и апоптоза клетки посредством 
регулирования альтернативной экспрессии 
многих онкогенов или опухолевых генов-
супрессоров.

Мутации цис-элементов
АС часто связан с изменениями в цис-

регуляторных элементах, которые гене-
рируют новые сайты сплайсинга, о чём 
свидетельствует открытие R.G. Jayasinghe 
и соавт. В данном исследовании был про-
ведён анализ данных «Атласа ракового 
генома» с использованием биоинформа-
ционного инструмента MiSplice, который 
позволил оценить мутации в контексте сп-
лайсинга с использованием данных секве-
нирования РНК. Было проанализировано 
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более 8000 образцов опухолей 33 видов 
рака и выявлено около 2000 мутаций, где 
отмечались данные изменения. Такой па-
тологический АС в основном затрагивает 
гены-супрессоры опухолей, такие как TP53 
(многие типы рака), GATA3 (рак молочной 
железы) и PTEN (глиома) [7].

Несмотря на высокую встречаемость этих 
мутаций, они вызывают сдвиг рамки счи-
тывания в последовательности пре-мРНК 
и тем самым способствуют образованию 
кодонов преждевременной терминации, 
которые, в свою очередь, приводят к уда-
лению неверного транскрипта посредством 
нонсенс-опосредованного распада мРНК 
(NMD). Поэтому нарушения в цис-регу-
ляторных элементах в здоровых тканях 
в основном успешно устраняются, в то вре-
мя как в опухолях они способствуют мета-
стазированию и формированию резистент-
ности к терапии [2].

Тем не менее любые мутации в цис-ре-
гуляторных элементах, которые приводят 
к неправильному распознаванию экзонов 
и интронов в информационной РНК, спо-
собствуют образованию аберрантного 
транскрипта мутированного гена. Обычно 
цис-мутации, не подвергшиеся NMD, при-
водят к пропуску всего экзона или его фраг-
мента во время сплайсинга пре-мРНК. Так, 
мутация и делеция сайта сплайсинга в гене 
MET (протоонкоген, кодирует тирозинкина-
зу, отвечающую за связывание с фактором 
роста гепатоцитов, тем самым активируя 
сигнальные пути пролиферации клеток) ин-
дуцирует пропуск экзона, выступая в роли 
фактора онкогенеза при аденокарциноме 
легких (немелкоклеточный рак лёгкого) [1].

Мутации факторов сплайсинга
Ген SF3B1 занимает ведущее место сре-

ди ФС, подвергаясь частым мутациям, яв-
ляется компонентом комплекса U2 snRNP 
и частью сплайсосомы. Изменения, которые 
в нём происходят, определяют отдельную 
клиническую форму миелодиспластическо-
го синдрома (МДС) — МДС с кольцевыми 

сидеробластами высокого риска, острый 
миелолейкоз (ОМЛ), а также входит в чи-
сло часто мутирующих генов при хрониче-
ском лимфоцитарном лейкозе и увеальной 
меланоме [5]. Данный ген (SF3B1) влияет 
на клетки с помощью различных механиз-
мов: во-первых, вызывает включение ядо-
витого экзона (экзона, который содержит 
кодон преждевременной терминации в рам-
ке считывания) в ген BRD9 в разных типах 
опухолей, оказывая протуморогенный эф-
фект; во-вторых, индуцирует неправиль-
ный сплайсинг киназы MAP3K7; в-третьих, 
нарушает эритропоэз и сплайсинг генов, 
а именно ген ABCB7, который влияет на био- 
синтез гема и вызывает образование коль-
цевых сидеробластов [8]. 

Мутации, затрагивающие SR-белок 
SRSF2, наблюдаются у 10% всех пациентов 
с МДС, в т. ч. у 31–47% с хроническим мие-
ломоноцитарным лейкозом (ХММЛ) и у 11% 
с ОМЛ, реже — при солидных опухолях. 
Мутации SRSF2 связаны с плохими клини-
ческими исходами при МДС и ускорением 
прогрессирования до ОМЛ. Изменяется 
эффективность включения экзонов опосре-
дованно SRSF2 из-за нарушения взаимодей-
ствия сайтов сплайсинга с U1 и U2 snRNP, 
всё это приводит к дефектному сплайсингу. 
Повышенное включение ядовитого экзона 
в свою очередь приводит к подавлению ги-
стоновой метилтрансферазы (EZH2), участ-
вующей в патогенезе МДС. Примечательно, 
что мутации c потерей функции EZH2 и му-
тация SRSF2 при ХММЛ являются взаимо-
исключающими [4].

U2AF1 — ген фактора, входящего в состав 
сплайсосомы, мутирует в 5–15% случаев 
МДС, в 5–17% — ХММЛ и в 3% — адено-
карцином лёгких. Мутации в двух активных 
точках гена вызывают различные изменения 
в аффинности связывания РНК, что приво-
дит к образованию различных паттернов 
сплайсинга. Способы, с помощью которых 
мутации U2AF1 вызывают заболевание, 
в настоящий момент до конца не изучены [3].



133БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3 | 130–135

Куделина О.М., Сафроненко А.В., Бураева М.Х.-Б., Бураева М.Х.-Б.,  
Величко С.А., Терехова Д.А., Бендерский Н.С., Толстой А.А.  

«Роль альтернативного сплайсинга в онкогенезе»

Изменение экспрессии 
факторов сплайсинга
Аномальная экспрессия ФС часто про-

исходит в солидных опухолях, приводя 
к прогрессированию заболевания, даже 
при отсутствии мутаций в сплайсинговом 
аппарате. Типичным примером протуморо-
генного изменения экспрессии является SR-
белок SRSF1 в опухолях молочной железы, 
лёгких, толстой кишки и мочевого пузыря. 
Это может возникать в опухоли с ампли-
фикациями гена, кодирующего транскрип-
ционный фактор (MYC). Сверхэкспрессия 
SRSF1 усиливает АС изоформ белков, обла-
дающих антиапоптотическим эффектом 
(например, BIN1, BCL2L11, MCL1, CASC4) 
или увеличивающих пролиферацию ра-
ковых клеток (например, RON, MKNK2, 
S6K1, CASC4, PRRC2C), а также повыша-
ющих устойчивость к повреждению ДНК 
(egPTPMT1 и DBF4B). Кроме того, SRSF1 
может активировать передачу сигналов ро-
ста на протеинкиназу mTORC1. Таким обра-
зом, SRSF1 может действовать синергично 
с MYC, приводя к более высокой степени 
злокачественности опухоли и более корот-
кой выживаемости у пациентов с раком 
молочной железы и лёгких, отчасти за счёт 
усиления активации регулятора трансляции 
сигнальных путей клеточного роста [3].

Также установлено, что ген MYC, регу-
лирующий факторы транскрипции, уча-
ствует в патогенезе различных видов рака 
и контролирует экспрессию многих ФС.  
В т. ч. регулирует экспрессию семейства 
hnRNP, которые могут действовать как опу-
холестимулирующе, так и наоборот. Таким 

образом, мутация гена MYC способству-
ет онкогенной трансформации, приводя 
к возникновению лимфомы, глиомы и ней-
робластомы. Повышение регуляции неко-
торых специфических hnRNP (hnRNP A1, 
hnRNP A2 и PTB) участвует в регуляции 
сплайсинга пируваткиназы и способству-
ет экспрессии, ассоциированной с раком 
изоформы этого фермента [3]. Изменения, 
которые происходят в результате наруше-
ния экспрессии ФС, определение их уров-
ня и модуляция их содержания может стать 
перспективным направлением для поиска 
абсолютно новых подходов в лечении онко-
логических заболеваний.

Заключение
Альтернативный сплайсинг играет важ-

нейшую роль для стабильности процессов 
пролиферации и апоптоза, поэтому изме-
нения экспрессии, мутации его главных 
составляющих, таких как цис-элементы 
и факторы сплайсинга, влияют на нормаль-
ный цикл клеток. Кроме того, нарушения 
данного процесса могут приводить к пара-
доксальному изменению функций белков, 
участвующих в делении, и оказывать про-
тивоположный протуморогенный эффект. 
Учитывая всё сказанное о влиянии альтер-
нативного сплайсинга на онкогенез, можно 
сделать вывод, что данный регуляторный 
механизм представляет определённый ин-
терес для проведения фундаментальных 
доклинических, а в последующем — кли-
нических исследований, результаты кото-
рых могут стать основой для прорыва в те-
рапии и диагностике онкозаболеваний.
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