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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИДОВОЙ ПРИНАДЛЕЖНОСТИ КРОЛИКОВ 
ПОРОДЫ CОВЕТСКАЯ ШИНШИЛЛА С ПОМОЩЬЮ  

ПЦР-ФРАГМЕНТА ГЕНА ЦИТОХРОМА b С ПОСЛЕДУЮЩИМ 
СЕКВЕНИРОВАНИЕМ ПРОДУКТОВ АМПЛИФИКАЦИИ

В.Н. Каркищенко1, Н.В. Петрова1,*, В.В. Слободенюк1, Е.М. Колоскова2, Н.А. Леднёва1, 
М.А. Савина1, Е.В. Панина1, А.Г. Берзина1

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

2 Всероссийский научно-исследовательский институт физиологии, биохимии и питания животных — 
филиал ФГБНУ «Федеральный научный центр животноводства — ВИЖ им. акад. Л.К. Эрнста» 

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

В статье приведены данные об определении пригодности гена CYTB для типирования кроликов по-
роды Советская шиншилла. Детекцию целевого фрагмента гена CYTB проводили с помощью ПЦР 
в реальном времени с использованием высокоспецифичных праймеров и зонда на амплификаторе, 
продукт ПЦР использовали в реакции секвенирования по Сэнгеру. В результате эксперимента вы-
яснилось, что ген митохондриального цитохрома b может выступать в качестве маркера генетиче-
ской оценки чистоты породы кроликов Советская шиншилла и пригодности особей для дальнейшей 
селекции. Метод секвенирования данного участка гена цитохрома b показал свою эффективность, 
практическую значимость и позволил за достаточно короткий срок провести скрининг животных 
для их использования в селекционно-генетической работе или иных исследовательских целях.

Ключевые слова: кролики, секвенирование по Сэнгеру, ПЦР в реальном времени, цитохром b
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
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нёва Н.А., Савина М.А., Панина Е.В., Берзина А.Г. Определение видовой принадлежности кро-
ликов породы Советская шиншилла с помощью ПЦР-фрагмента гена цитохрома b с последую-
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The article presents data on determining the suitability of the CYTB gene for typing rabbits of the Soviet 
Chinchilla breed. The detection of the target site of the CYTB gene was carried out by real-time PCR us-
ing highly specific primers and an amplifier probe; the PCR product was used in the Sanger sequencing 
reaction. The experiment determined that the mitochondrial cytochrome b gene can act as a marker for the 
genetic assessment of the purity of the Soviet Chinchilla rabbit breed and the suitability of individuals for 
further breeding. The method of sequencing of this section of the cytochrome b gene showed its efficacy 
and practical significance, allowing animals to be screened over a fairly short period of time for their use 
in breeding and genetic work or other research purposes.
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Введение
Кролики (лат. Oryctolagus cuniculus do-

mesticus) являются одним из наиболее часто 
используемых видов лабораторных живот-
ных в медико-биологических исследовани-
ях. На кроликах разработано большое ко-
личество моделей различных заболеваний 
человека. Эти животные широко использу-
ются для оценки безопасности субстанций 
и лекарственных препаратов.

Однако биоинформационные исследова-
ния генетических расстояний для 2793 ге-
нов врождённой иммунной системы чело-
века, кролика, а также мыши, доступных 
в базе данных NCBI, показали, что у 88% 
этих генов генетическое сходство между 
человеком и кроликом больше, чем меж-
ду человеком и мышью. Результаты объ-
ясняются увеличением частоты мутаций 
у мыши и ясно показывают, что кролик яв-
ляется лучшей моделью для изучения генов 
врождённой иммунной системы, чем лабо-
раторная мышь [14].

Широкое использование кроликов в био-
медицинских исследованиях обусловлено 
относительной простотой и низкой стоимо-
стью их содержания по сравнению с такими 
лабораторными животными, как кошки, со-

баки и обезьяны. В Российской Федерации 
одной из традиционно используемых по-
род в биомедицинских исследованиях 
является Советская шиншилла, создан-
ная путем скрещивания мелких кроликов 
породы Шиншилла с Белым великаном. 
Утверждена порода в 1963 году. Животные 
этой породы выносливы, неприхотливы 
и хорошо размножаются в различных кли-
матических условиях, что послужило их 
широкому применению в качестве лабо-
раторных в биологии, медицине и ветери-
нарии [5]. В токсикологии кролики тради-
ционно являются моделью для изучения 
токсичности накожных лекарственных 
форм. На них проводят исследования им-
плантатов и других медицинских изделий 
[4]. Кролики используются в исследовани-
ях по изучению патофизиологии и терапии 
легочных заболеваний. Воспалительные 
реакции, которые воспроизводятся на них, 
особенно при астме, сравнимы с таковыми 
у людей. Кроме того, легкие кроликов явля-
ются органом-мишенью для анафилактиче-
ской реакции, что также сходно с клиниче-
ской ситуацией у людей [9]. Кролики имеют 
много общих анатомических и биохимиче-
ских офтальмологических характеристик  
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с людьми. Размер глаза делает этих живот-
ных удобной моделью для исследований 
в офтальмологии при изучении различных 
заболеваний у человека, включая синдром 
сухого глаза, глаукому, возрастную деге-
нерацию желтого пятна, индуцированную 
светом ретинопатию, катаракту и увеит 
[13, 16]. На кроликах разработан метод 
индукции пролиферации эндотелиальных 
клеток роговицы, который может быть ис-
пользован для лечения дистрофии рогови-
цы Фукса [8, 10]. Кролик является одной 
из лучших моделей для изучения инфек-
ционных заболеваний: бактериальных (си-
филис, туберкулез) и вирусных инфекций 
(ВИЧ, папилломавирус, вирус простого 
герпеса, вирусы оспы, норовирусы) [12].

В течение последних десятилетий 
для биомедицинских исследований все 
большее внимание уделяется созданию 
трансгенных кроликов. С появлением тех-
нологий редактирования генома, особенно 
CRISPR-Cas9, с 2014 года получено мно-
жество кроликов с нокаутированными ге-
нами (KO), с внедренными с помощью го-
мологичной репарации (HDR) генами (KI) 
для воспроизведения генетических патоло-
гий человека — т. н. «гуманизированные» 
животные [3, 6, 7, 15]. В ближайшие годы 
с помощью этой технологии количество та-
ких животных будет только расти. Большое 
значение имеет получение трансгенных 
кроликов-биореакторов — источников би-
ологически ценных белков, в т.ч. и белков 
человека биомедицинского и биотехноло-
гического назначения [1, 2].

Отдельного внимания заслуживает во-
прос об использовании кроликов в иммуно-
логии. Данные животные являются гипер-
иммунными и участвуют в исследовании 
и разработке иммунологических методов 
более 100 лет в качестве продуцентов ди-
агностических антител. Кроличьи анти-
тела — как поликлональные, так и моно-
клональные (МАТ) — являются основным 
источником для получения диагностиче-

ских и терапевтических препаратов [11]. 
Высокое сродство и специфичность к анти-
генам кроличьих МАТ по сравнению с мы-
шиными объясняют их несомненное пре-
имущество в использовании на практике. 
Благодаря последним достижениям в об-
ласти гибридомных технологий кроличьи 
МАТ будут широко применяться в терапев-
тических и диагностических целях в бли-
жайшие годы [17].

Научные исследования, проводимые 
на кроликах породы Советская шиншилла, 
требуют поддержания и сохранения чисто-
ты данной линии. Племенная работа вклю-
чает в себя отбор особей для размножения 
с помощью простых и наиболее оптималь-
ных методов типирования.

Надежными и быстрыми методами ти-
пирования являются молекулярно-генети-
ческие методы. Наиболее перспективными 
мишенями генетического типирования яв-
ляются митохондриальные гены, в частно-
сти, ген митохондриального цитохрома b 
(CYTB), который широко используется в ка-
честве молекулярного маркера для определе-
ния филогенетических связей на различных 
уровнях при систематизации. В настоящем 
исследовании ген CYTB использовался в ка-
честве маркера для типирования кроликов 
породы Советская шиншилла.

Целью данной работы являлось опреде-
лить пригодность гена CYTB для типирова-
ния кроликов породы Советская шиншилла.

Материалы и методы
Кролики породы Советская шиншил-

ла были получены из филиала «Элек-
трогорский» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России (Московская обл.), где содержались 
в механизированных крольчатниках с регу-
лярной сменой подстилки, на стандартном 
рационе для кроликов со сбалансированным 
кормлением (сено, зерновые корма, свежая 
трава и овощи, витаминно-минеральные до-
бавки) и постоянным доступом к воде.
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В работе было использовано 8 самцов по-
роды Советская шиншилла в возрасте 6 мес.

Биоматериал для генетического анализа
Геномную ДНК выделяли из лимфоци-

тов крови кроликов разного пола и возра-
ста, определенных в питомнике как порода 
Советская шиншилла.

Выделение ДНК
Получение препаратов ДНК проводи-

ли с использованием набора реагентов 
МАГНО сорб (“AmpliSens”, Россия) и стан-
ции для выделения нуклеиновых кислот 
KingFisher Flex (“Thermo Fisher Scientific”, 
Финляндия). Готовые растворы ДНК хра-
нили при температуре не выше -16°С не бо-
лее 1 мес.

Подбор праймеров
Для определения нуклеотидной после-

довательности праймеров и зонда было 
использовано программное обеспечение 
Vector NTI (“Thermo Fisher Scientific”, США) 
и база данных BLAST. Синтез праймеров 
осуществлялся ООО «ДНК синтез» (Россия).

Проведение ПЦР в реальном времени
Детекцию целевого фрагмента гена 

CYTB проводили с помощью ПЦР в ре-
альном времени с использованием высо-
коспецифичных праймеров и зонда (ООО 
«ДНК-Синтез», Россия) на амплификаторе 
(«ДНК Технология», Россия). Продукт ПЦР 
использовали в реакции секвенирования 
по Сэнгеру.

Секвенирование по Сэнгеру
Процедуру проводили с использованием 

прямого и обратного праймеров на сек-
венаторе Genetic Analyser 3500 (Applied 
Biosystems). Обработку полученных ре-
зультатов, сравнение и выравнивание по-

следовательностей проводили с помощью 
программного обеспечения Vector NTI 
и онлайн-модуля BLAST Align (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi).

Дизайн системы для ПЦР детекции 
фрагментов гена CYTB у кроликов породы 
Советская шиншилла

ПЦР в реальном времени позволяет быс-
тро и качественно определить наличие гена 
CYTB, однако для более детального анализа 
нуклеотидной последовательности с целью 
типирования кроликов породы Советская 
шиншилла требуется проведение секвени-
рования эпитопа. В табл. 1 представлены 
праймеры и зонд, используемые для ПЦР 
в реальном времени и для секвенирования.

Полученные таким образом ампликоны 
могут быть использованы в дальнейшем 
как для верификации наличия гена CYTB 
методом детекции ДНК в режиме реального 
времени, так и в качестве материала для опре-
деления точной нуклеотидной последователь-
ности методом секвенирования по Сэнгеру.

Результаты и их обсуждение
Проведение ПЦР в реальном времени 

и подтверждение соответствия участ-
ка гена CYTB кроликов заявленной породе 
Советская шиншилла методом секвени-
рования по Сэнгеру

Секвенирование является одним из клю-
чевых методов в молекулярной биологии, 
который позволяет точно установить пер-
вичную последовательность нуклеотидов 
в цепи ДНК. Полученные при этом пер-
вичные данные с помощью специальных 
программ и анализа методами биоин-
форматики могут быть использованы для  

Таблица 1. Праймеры для ПЦР детекции гена CYTB 
Table 1. Primers for PCR detection of the CYTB gene

Праймер Последовательность 5’-3’ Размер, п.н

SVcbF GGCCTGTGCTTAATCATTCA

238SVcbR TGCCGATGTTTCAGGTTTCT

SVcbZ ROX-GTTGACTTATTCGATATCTCCATGC-BHQ-2
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картирования ДНК, поиска последователь-
ностей и других целей. В нашем случае 
использование данного метода позволяет 
подтвердить нуклеотидную последова-
тельность участка гена CYTB, полученно-
го в результате ПЦР в реальном времени, 
последовательности CYTB, характерной 
для породы кроликов Советская шиншилла.

В качестве матрицы для ПЦР в реаль-
ном времени и последующего секвени-
рования использовали ДНК кроликов по-
роды Советская шиншилла, полученную 
из выделенного препарата образцов крови. 
Сравнение нуклеотидных последователь-
ностей гена CYTB кроликов проводили 
выравниванием полученных сиквенсов от-
носительно нуклеотидной последователь-
ности CYTB кроликов породы Советская 
шиншилла, взятой из базы данных NCBI 
(GenBank: FM205927.1).

Секвенирование проводили с использо-
ванием и прямого, и обратного праймеров.

На рис. 1 и 2 представлен пример сиквен-
са с прямым и обратным праймером нукле-
отидной последовательности гена CYTB.

В работе использовали программу 
VectorNTI, приложение Align.

Результаты секвенирования
Последовательность пробы f_C2_E01_05 

(секвенирование с праймером SVcbF)
GGCCTGTGCTTAATCATTCAAATT

TTAACTGGTCTCTTCCTAGCCATATA
TTACACCTCAGACACAATAACAGC
ATTCTCATTGGTAACTCATATTTGCC
GAGACATAAACCATGGTTGACTTAT
TYGATATCTCCATGCCAATGGAGCA-
TCGATATTTTTTATTTGCCTCTATATACA

Сравнение полученной последователь-
ности секвенирования гена CYTB кроликов 
Советской шиншиллы с последователь-
ностью из базы данных NCBI (GenBank: 
FM205927.1)

Последовательность пробы r_C2_E02_05 
(секвенирование с праймером SVcbR)

CCATATATTACACCTCAGACACAATAA
CAGCATTCTCATTGGTAACTCATATTTG
CCGAGACATAAACCATGGTTGACTTATT
CGATATCTCCATGCCAATGGAGCATCGA
TATTTTTTATTTGCCTCTATATACAYGTA
GGCCWTGGAATCTATTATGGCTCATATA
CATATCTAGAAACCTGAAACATCGGCA

Сравнение полученной последователь-
ности секвенирования гена CYTB кроликов 
советской шиншиллы с последователь-

Рис. 1. Пример сиквенса с прямым праймером SVcbF.
Примечание: Y=C.
Fig. 1. An example of a sequence with a direct SVcbF primer.
Note: Y=C
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ностью из базы данных NCBI (GenBank: 
FM205927.1).

На основе данных нуклеотидных по-
следовательностей, полученных в резуль-
тате секвенирования гена CYTB кроликов 
породы Советская шиншилла с прямым 
и обратным праймерами (SVcbF/SVcbR), 
выстроена следующая нуклеотидная после-
довательность:

GGCCTGTGCTTAATCATTCAAATTTTA
ACTGGTCTCTTCCTAGCCATATATTACA
CCTCAGACACAATAACAGCATTCTCAT
TGGTAACTCATATTTGCCGAGACATAAA
CCATGGTTGACTTATTCGATATCTCCAT
GCCAATGGAGCATCGATATTTTTTATTT
GCCTCTATATACACGTAGGCCATGGAAT
CTATTATGGCTCATATACATATCTAGAAA
CCTGAAACATCGGCA

Данная последовательность соответст-
вует референсной нуклеотидной последо-
вательности гена CYTB кролика породы 
Советская шиншилла в базе данных NCBI 
(Oryctolagus cuniculus mitochondrial partial 
cytb gene for cytochrome b, breed Soviet 
Chinchilla Sequence ID: FM205927.1).

Заключение
При ведении племенной работы с кроли-

ками породы Советская шиншилла, а так-
же планировании проведения технологии 
редактирования генома CRISPR-Cas9 
для получения нокаутированных кроликов 
для воспроизведения генетических патоло-
гий человека необходимо проводить оценку 
чистоты породы с помощью простых и наи-
более оптимальных методов типирования. 
Периодический генетический анализ пого-
ловья животных позволит вести контроль 
чистоты линии, а также осуществлять ка-
чественный отбор особей для размножения, 
которые будут максимально соответство-
вать задачам предстоящих исследований. 
Контроль генетической чистоты и отбор 
наиболее перспективных особей для раз-
множения лежат в основе эффективной се-
лекционно-генетической работы. В качест-
ве маркера генетической оценки чистоты 
породы кроликов Советская шиншилла 
и пригодности особей для дальнейшей се-
лекции может выступать ген митохондри-
ального цитохрома b. Метод секвенирования  

Рис. 2. Пример сиквенса с обратным праймером SVcbR.
Примечание: Y=C, W=A.
Fig. 2. An example of a sequence with a reverse SVcbR primer.
Note: Y=C, W=A.
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Введение
На протяжении почти двух десятков 

лет коллективы НЦБМТ ФМБА России 
(до 2013 года — НЦБМТ РАМН) и НИИ 
наркологии им. В.П. Сербского искали раз-
личные пути, направленные на поиск анти-
тел, специфически связывающих морфин 
и его производные. Ввиду важнейшей ме-
дицинской значимости опиатов и их столь 
же высокой социальной опасности в каче-
стве наркотиков взгляды на механизм, дей-
ствие и показания к применению менялись 
по мере прогресса биомедицинских наук.

При разработке вакцины от опиатной 
зависимости сотрудниками ННЦ нарко-
логии — филиала ФГБУ «НМИЦПН 
им. В.П. Сербского» была использована 
технология получения поликлональных ан-
тител, включающая иммунизацию лабора-
торных животных белковыми конъюгатами 
двух производных морфина — 6-гемисукци-
нильным (6ГСM) и 3-О-карбоксиметильным 
(3КMM). Было установлено, что при ис-
пользовании такого суммарного иммуноге-
на можно получить антитела, в одинаковой 
степени узнающие морфин, героин, кодеин 
и продукты их метаболизма. В ходе работы 
были получены антиморфиновые антитела 
на кроликах и мини-свиньях Светлогорской 
популяции [1]. Полученные первичные 
антитела к морфину были использованы 
в качестве иммуногена при создании ан-
тиидиотипической вакцины от опиатной 
зависимости [4]. При испытаниях на лабо-
раторных животных в качестве адъювантов 
использовались липосомы и наночастицы 
бетулина [3, 8]. Несмотря на полученные 
первые обнадеживающие результаты, эта 
работа была приостановлена по ряду при-
чин экономического характера. Помимо 
поликлональных кроличьих и свиных 
антител к двум производным морфи-
на при совместной работе с НИИ ОЧБ 
ФМБА России (Санкт-Петербург) нами 
были получены и запатентованы моно-
клональные антитела к двум производ-

ным морфина — клоны 3КММ и 6ГСМ  
[6, 7]. В гумманизированном виде они мо-
гли найти свое применение в иммуноте-
рапевтических целях, но в силу сложив-
шихся обстоятельств работа также была 
остановлена.

Современная биомедицина исследует 
новые иммунологические подходы к лече-
нию зависимостей и связанных состояний. 
К ним относятся пассивная иммунотера-
пия (введение готовых антител, способных 
нейтрализовать наркотик в организме) и ак-
тивная вакцинация (стимуляция выработ-
ки собственных антител против вещества-
зависимости). Особенно актуальны такие 
методы для опиоидов (морфин, героин, 
фентанил и др.) на фоне мирового кризиса 
опиоидной зависимости [9]. Помимо лече-
ния самой зависимости, обсуждается по-
тенциальное влияние иммунотерапевтиче-
ских методов на сопутствующие проблемы: 
болевой синдром, тревожно-депрессивные 
расстройства и психосоциальную адапта-
цию пациентов. Также важно понимать, 
какие препараты на основе антител уже ис-
пользуются в клинике (в т. ч. в России) и по-
чему не все антитела пригодны для терапии.

Антиморфиновые антитела — это имму-
ноглобулины, специфически связывающие 
морфин или близкие опиоидные молекулы. 
В медицинской практике их предполагае-
мое применение — нейтрализация опиои-
дов в организме с терапевтической целью 
(не включая диагностические тесты). За по-
следние ~10 лет за рубежом проведены об-
ширные доклинические исследования и на-
чаты первые клинические испытания таких 
антител.

Принимая во внимание успехи зару-
бежных авторов по пассивной иммуниза-
ции при лечении опиоидной зависимости, 
нами была возобновлена работа по полу-
чению поликлональных антиморфино-
вых антител. Учитывая то обстоятельство, 
что Минздравом России было разрешено 
применение козьих антител для пассивной 
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иммунотерапии от вируса Эбола, а также 
то обстоятельство, что козы являются ги-
периммунными животными и хорошими 
продуцентами антител, нами была начата 
работа по получению козьих антиморфино-
вых антител.

Цель работы — получить специфи-
ческие антитела к морфину путем им-
мунизации коз производными морфина: 
3-О-карбоксиметильным (КММ) и 6-геми-
сукцинильным (ГСМ), конъюгированным 
с белком БСА; определить титр антител в сы-
воротке крови и молоке иммунизированных 
коз, проверить специфичность антител 
к морфину методом Вестерн-блот и ИФА.

Материалы и методы
Для получения антител к морфину в ра-

боте были использованы ранее синтезиро-
ванные антигены — конъюгаты производ-
ных морфина с бычьим сывороточным 
альбумином (БСА): 6-гемисукцинильным 
(ГСM) и 3-О-карбоксиметильным (КMM) 
эфирами. При постановке иммунофер-
ментного анализа (ИФА) использовали 
2-р-карбоксифенилазометильное производ-

ное, конъюгированное с гетерологичным 
белком-лизоцимом (ФAM-Лиз) (рис. 1). 
Методика синтеза конъюгатов описана 
в патенте [4]. Работа по изучению влияния 
дозы антигена на титр иммунных сыво-
роток к производным морфина проводи-
лась путем иммунизации двух коз породы 
Русская белая по предложенной нами схеме 
(табл. 1). Для усиления иммунного ответа 
использовали адъювант Фрейнда полный 
(ПАФ) и неполный (НАФ) (Sigma-Aldrich).

Забор крови для тестирования на наличие 
антител осуществляли из краниальной по-
лой вены. Сыворотки крови и молоко тести-
ровали непрямым методом ИФА, используя 
в качестве антигена на твердой фазе ФАM-
лизоцим. Для определения антител исполь-
зовали антивидовой конъюгат Monoclonal 
Anti-Goat Antibody +Ph (Sigma-Aldrich). 
Оптимизацию условий ИФА проводили 
с использованием метода «шахматного» ти-
трования. Для блокировки свободных сай-
тов связывания на планшете в лунки вноси-
ли по 150 мкл блокирующего буфера (PBS, 
3% БСА), инкубировали 30 мин при комнат-
ной температуре. В качестве субстрата фер-
ментативной реакции использовали р-р те-

Рис. 1. Структурные формулы производных морфина, участвующих в конъюгации с белком-носителем.
Fig. 1. Structural formulas of morphine derivatives involved in conjugation with a carrier protein.
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траметилбензидина (ТМБ, ООО «Абисенс», 
Россия). Оптическую плотность окрашен-
ного продукта ферментативной реакции из-
меряли на планшетном мультимодальном 
ридере Feyond-A400 (“Allsheng”, Китай) 
при длине волны 450 нм. За величину ти-
тра принимали те разведения, при которых 
величина оптической плотности превыша-
ла соответствующие значения в контроле 
в три раза. В качестве отрицательного конт-
роля использовали сыворотку крови и мо-
локо неиммунной козы.

Вестерн-блот анализ
Образцы ФАМ-лиз (20 мкл, концент-

рация 2 мкг/мкл) смешивали с равным 
объемом 2× буфера Лэммли (125 мМ Tris-
HCl, pH=6,8, 4% SDS, 20% глицерин, 5% 
2-меркаптоэтанол, 0,04% бромфеноловый 
синий) и денатурировали при 95°C в те-
чение 5 мин. Электрофоретическое разде-
ление проводили в геле Mini-Protean TGX, 
Any kD (“BioRad”, США) с использованием 
трис-глицинового буфера (25 мМ Tris-OH, 
250 мМ глицин, 0,1% SDS). В качестве (-) 
контроля использовали коммерческий пре-
парат бетта-эндорфина человека (Sigma-
Aldrich) в той же концентрации.

Перенос белков на PVDF-мембрану 
(“BioRad”, США) осуществляли методом 
полусухого трансфера при 1,3 мА/см² в те-
чение 10 мин. После переноса мембрану 
трижды промывали PBST (PBS с 0,1% 
Tween-20) по 5 мин. Для детекции конъ-
югата ФАМ-лиз. мембрану инкубировали 
30 мин при 25°C с первичными антитела-
ми козы, используя сыворотку крови в раз-
ведении 1:2000. После отмывки в PBST 

(3×5 мин) мембрану обрабатывали вторич-
ными антителами — антивидовой конъ-
югат Monoclonal Anti-Goat Antibody +Ph 
(Sigma-Aldrich) в разведении 1:5000 в те-
чение 30 мин при комнатной температуре. 
Избыток вторичных антител удаляли тремя 
циклами промывки PBST по 5 мин.

Сигнал визуализировали с использовани-
ем хемилюминесцентного субстрата ECL 
(“BioRad”, США) в соответствии с инструк-
цией производителя. Регистрацию и анализ 
сигналов проводили на системе гель-до-
кументирования ChemiDoc MP (“BioRad”, 
США) в режиме «Chemi High Resolution» 
с накоплением сигнала. (Примечания: все 
этапы выполнены в технических повто-
рах; контроль специфичности сигнала 
подтвержден использованием отрицатель-
ных контролей; условия обработки данных 
(например, экспозиция) оптимизированы 
для минимизации фонового шума).

Результаты и их обсуждение
В ходе выполнения работы были подобра-

ны оптимальные условия для постановки 
«непрямого» метода ИФА. Концентрации 
антигена — ФАМ-лиз. для адсорбции 
на твердой фазе составила 5 мкг/мл, разве-
дение антивидового конъюгата — 1:5000.

Тестирование сывороток коз «непрямым» 
методом ИФА на 42-й день от начала им-
мунизации показало, что специфические 
антитела к морфину вырабатываются после 
цикла иммунизации приблизительно в оди-
наковых титрах 5×10-5–4,5×10-5(рис. 2), не-
смотря на различия в дозах вводимого 
антигена (0,3 и 0,1 мг/кг массы). Надо от-

Таблица 1. Схема иммунизации коз производными морфина
Table 1. Immunization scheme of goats with morphine derivatives

Пол, возраст, 
масса

Вводимый 
антиген

Доза,  
мг/кг 

массы

Cпособ введения антигена

1-я инъекция 2-я инъекция 3-я инъекция

1. Коза  
(самка, 3 года)

КММ-БCA + 
ГCМ-БCA

0,3 Внутримышечно 
в 2 точки задних 
конечностей в физ. 
р-ре с ПAФ (1:1)

Внутримышечно  
в 2 точки передних 
конечностей в физ. 
р-ре с НAФ (1:1)

Подкожно в 2 точки 
в область шейных 
лимфоузлов в физ. 
р-ре с HAФ (1:1)2. Коза  

(самка, 3 года)
0,1
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метить, что через 2 мес. всего лишь после 
одной бустерной инъекции титр антител 
в сыворотке крови резко возрос и составил 
2×10-6. Анализ молока на содержание анти-
тел к морфину показал, что после первого 
цикла иммунизации антитела обнаружива-

ются в невысоких титрах — 3×10-3. В ре-
зультате бустерной инъекции титр антител 
в молоке повысился до 3×10-4 (рис. 3).

Проверка специфичности козьих анти-
тел, полученных к двум дериватам мор-
фина: КММ и ГСМ, конъюгированным 

Рис. 2. Титры антисывороток коз, иммунизированных суммарным антигеном КММ-БСА + ГСМ-БСА на 42-й 
день от начала иммунизации: 1 — доза антигена 0,3 мг/кг, 2 — доза антигена 0,1 мг/кг, 3 — сыворотка крови 
неиммунной козы.
Fig. 2. Antiserum titers of goats immunized with the total antigen of KMM-BSA + GSM-BSA: 1 — antigen dose 0.3 mg/kg, 
2 — antigen dose 0.1 mg/kg, 3 — blood serum of a nonimmune goat.

Рис. 3. Титры антител в молоке коз, иммунизированных суммарным антигеном КММ-БСА + ГСМ-БСА после 
бустерной инъекции: 1 — доза антигена 0,3 мг/кг, 2 — доза антигена 0,1 мг/кг, 3 — молоко неиммунной козы.
Fig. 3. Antibody titers in the milk of goats immunized with the total antigen of KMM-BSA + GSM-BSA: 1 — a dose 
of 0.3 mg/kg antigen, 2 — a dose of 0.1 mg/kg antigen, 3 — milk from a nonimmune goat.
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мом. Положительная реакция — полоска 
на дорожке II в области, соответствующей 
молекулярной массе 14 кДа.

В результате проведенной работы от каж-
дой козы в среднем было получено око-
ло 250 мл реиммунной сыворотки крови 
с титром антиморфиновых антител 2×10-6 
для последующего препаративного выде-
ления иммуноглобулинов. Полученные 
данные позволяют сделать вывод об эф-
фективности использования коз в качестве 
продуцентов специфических антител к де-
риватам морфина.

Заключение
Многое, несмотря на тысячелетия при-

менения морфина в клинической практике, 
остается непонятным и сегодня. Известно, 
например, что героин, или диацетилмор-
фин (ДАМ) — самый опасный наркотик 
и самый мощный противокашлевый пре-
парат. Другие дериваты морфина в той 
или иной степени ему уступают. В то же 
время появляются антитела к морфину, кото-
рые по определению должны нейтрализовать 
его действие. Парадокс заключается в том, 
что эти антиморфиновые антитела рекомен-
дуются в качестве эффективных противо-
кашлевых средств, т.е., блокируя действие 
морфия на кашлевой центр, они должны пре-
пятствовать противокашлевому действию.

В качестве примера можно привести рен-
галин, разрешенное к медицинскому при-
менению средство. В его составе аффинно-
очищенные антитела к морфину, гистамину, 
брадикинину по 10000 ЕМД. Единственное 
указание по его применению  — «проти-

Рис. 4. Определение специфичности АТ1-М козы 
к морфину с помощью метода Вестерн-блот. До-
рожка 1 — маркеры молекулярного веса, 2 — взаи-
модействие антител АТ1-М козы с ФАМ-лизоцим, 
3 — (-) контроль.
Fig. 4. Determination of the specificity of AT1-M goat 
to morphine using the Western blot method. Track  
1 — molecular weight markers, 2 — interaction of goat 
AT1-M antibodies with PHAM-lysozyme, 3 — (-) control.

Таблица 2. Продукция специфических антител к дериватам морфина у экспериментальных коз
Table 2. Production of specific antibodies to morphine derivatives in experimental goats

Животные

Титр антител
в сыворотке крови в молоке в сыворотке крови в молоке

на 42-й день
от начала иммунизации

на 115-й день
от начала иммунизации

(после бустерной инъекции)
Коза № 1 5×10-5 3×10-3 2×10-6 1×10-4

Коза № 2 4,5×10-5 2,5×10-3 2×10-6 1×10-4

с БСА с помощью метода Вестерн-блот, 
показала, что антитела специфически ре-
агируют с третьим производным морфи-
на — ФАМ, конъюгированным с лизоци-
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вокашлевое средство». Другой препарат, 
также разрешенный к применению, — про-
протен-100, содержащий антитела к «моз-
госпецифическому» белку S100 и показан-
ный для уменьшения влечения к алкоголю, 
снижению рецидивов алкоголизма и т.д. 
Напомним, что члены семейства генов 
S100 участвуют в экспрессии иммунного 
гомеостаза, эпигенетических механизмах, 
апоптозе клеток, пролиферации, процес-
сах воспаления и т.д. Подвид S100 B вы-
рабатывается астроцитами и выполняет 
нейротрофическую функцию. Не касаясь 
полярных по отзывам оценок врачей и па-
циентов об эффективности иммунотерапии 
антителами ренгалина, пропротена и др., 
отметим лишь, что механизмы их целево-
го специфического действия весьма далеки 
от понимания даже на сегодняшний день.

Одно из ключевых достижений зарубеж-
ных исследователей — создание высокоаф-
финных моноклональных антител (mAb) 
против фентанила и аналогов. В 2023 году 
сообщено о полностью человеческом mAb 
CSX-1004 с пикомолярным сродством 
к фентанилу. В экспериментах на мышах 
это антитело успешно отменило дейст-
вие фентанила — как его аналгезию, так 
и опасную дыхательную депрессию от кар-
фентанила. В исследованиях на обезьянах 
антитело защитило животных от повтор-
ных введений смертельных доз фентанила 
в течение 3–4 недель. При этом эффектив-
ность проявлялась без влияния на действие 
других опиоидов, например оксикодона. 
Эти данные демонстрируют принципиаль-
ную возможность использовать антитела 
для купирования передозировки опиоидов 
и профилактики рецидивов в течение дли-
тельного времени. Препарат CSX-1004 уже 
считается «клинически готовым» канди-
датом и получил статус ускоренной разра-
ботки (Fast Track) Управления по контролю 
за пищевыми продуктами и лекарствами 
(FDA) [11]. Начальные испытания на лю-
дях показали его переносимость без се-

рьезных побочных эффектов [10], что от-
крывает путь к полноценным клиническим 
исследованиям.

Помимо фентанила, разрабатывают-
ся антитела и против других опиоидов. 
Например, исследуются моноклональные 
антитела, способные связывать героин 
и его активные метаболиты. В экспери-
менте на крысах вакцинация, индуцирую-
щая антитела к героину/морфину, значи-
тельно снижала эффект героина: вакцина 
ослабляла аналгезию и эйфорию, сдвигая 
кривую дозового ответа вправо (сни-
жение активности героина ~5-кратно). 
При этом специфичность антител была та-
кова, что действие морфина как отдельного 
вещества практически не блокировалось 
[12]. Это важный момент: узкая специфич-
ность позволяет, в случае необходимости, 
использовать альтернативные опиоиды 
для обезболивания пациента, даже если 
он иммунизирован против какого-либо кон-
кретного опиоида (например, героина).

Насколько же такие подходы внедрены 
в практику? На сегодняшний день пассив-
ная иммунотерапия опиоидной зависимо-
сти и передозировки находится на стадии 
исследований. В клинической практике 
еще нет зарегистрированных препара-
тов антител к наркотикам, но результа-
ты доклинических работ обнадеживают. 
Преимущество антител — длительное 
действие. В отличие от налоксона, кото-
рый быстро выводится, введение высо-
коаффинного IgG может обеспечивать 
недельную и более защиту от действия 
наркотика.

Важно отметить, что концепция им-
мунонейтрализации опиоидов разраба-
тывалась и ранее, но современный этап 
(2013–2023 гг.) характеризуется появлени-
ем технологий полностью человеческих ан-
тител, полученных, например, с помощью 
иммунизации трансгенных животных с че-
ловеческим репертуаром IgG [9]. Это по-
зволяет избежать проблем иммуногенности, 
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присущих антителам из мыши или других 
животных при применении у человека.

В нашей стране пассивная иммунизация 
широко используется в лечении инфек-
ционных болезней и для нейтрализации 
различных ядов. В основном для этих це-
лей используются антисыворотки и имму-
ноглобулины лошади. Недавно в нашей 
стране был разработан метод пассивной 
иммунизации против вируса Эбола с помо-
щью козьих антител, нейтрализующих ви-
рус. Испытания на добровольцах показали, 
что препараты иммуноглобулинов козы без-
вредны, апирогенны, нетоксичны для пече-
ни и почек человека, а также не обладают 
иммуносупрессивным действием [5].

Биологическая активность полученных 
нами ранее кроличьих и свиных антител 
к двум производным морфина проверялась 
на клеточной культуре глиобластомы Т98G, 
экспрессирующей опиоидные ɱ-рецепторы 
в высокой плотности. Было показано, 
что добавление морфина в культуральную 

среду приводит к усилению синтеза ДНК 
в клетках и увеличению пролиферации. 
При этом внесение антиморфиновых анти-
тел отменяло действие морфина аналогич-
но действию налоксона, что служило до-
казательством антагонистических свойств 
антител по отношению к ɱ-опиоидным 
рецепторам [2]. Несомненно, проверка би-
ологической активности антиморфиновых 
антител должна проводиться несколькими 
методами. Например, с целью изучения 
влияния антител к морфину на опиоид-
ную и дофаминергическую систему необ-
ходимо проведение поведенческих тестов 
на лабораторных животных. Эксперименты 
с использованием трансгенных гумманизи-
рованных мышей, полученных в НЦБМТ 
ФМБА России, могли бы приблизить нас 
к пониманию процессов в организме че-
ловека под действием антиморфиновых 
антител, а также сделать выводы об эффек-
тивности их применения в иммунотерапев-
тических целях.
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МОДИФИКАЦИЯ МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ  
АНТИАЛЬФА-СТАФИЛОЛИЗИНА В ПЛАЗМЕ ЧЕЛОВЕКА  

ДЛЯ ФРАКЦИОНИРОВАНИЯ, ОСАДКЕ II+III  
И ИММУНОГЛОБУЛИНОВЫХ ПРЕПАРАТАХ

Е.В. Росина*, Е.Н. Калинина, С.Е. Зиганшина, Е.А. Коновалова, Е.С. Кормщикова
ФГБУН «Кировский научно-исследовательский институт гематологии  

и переливания крови ФМБА России» 
610027, Российская Федерация, Кировская обл., Киров, Красноармейская ул., 72

Для комплексного лечения стафилококковой инфекции применяют иммуноглобулины нормальный 
или противостафилококковый, иммуноспецифическую плазму, эффективность которых зависит 
от концентрации антиальфа-стафилолизина. Показатель определяют в готовых иммуноглобулино-
вых препаратах и в плазме, используемой для их получения. В ходе производственного процесса 
также важно оценивать специфическую активность осадка II+III. Существующая методика опреде-
ления антиальфа-стафилолизина предназначена для контроля качества плазмы человека для фрак-
ционирования, иммуноглобулинов человека нормального и специфического. Информация о ее 
применении для тестирования осадка II+III отсутствует. Актуальной задачей является повышение 
точности и расширение области применения методики определения антиальфа-стафилолизина для 
тестирования фракции II+III. Цель работы состояла в модификации методики определения анти-
альфа-стафилолизина в плазме человека для фракционирования, осадке II+III и иммуноглобулино-
вых препаратах. Специфическую активность оценивали в соответствии с ОФС.1.8.2.0008.15. В ходе 
модификации определен диапазон значений оптической плотности при установлении лимита ге-
молитического действия токсина. Подобраны условия анализа осадка II+III. Предложена схема 
разведения образцов с дискретностью 1 МЕ/мл. Доказана специфичность выявления антител, под-
тверждены сходимость, линейность и правильность модифицированной методики. Модификация 
методики расширила область ее применения за счет тестирования осадка II+III, повысила точность 
оценки путем снижения дискретности определения и исключения субъективности визуальной оцен-
ки при определении лимита гемолитического действия токсина. Подтверждены пригодность моди-
фицированной методики для контроля качества сырья и готовой продукции.

Ключевые слова: антиальфа-стафилолизин, специфическая активность, плазма человека 
для фракционирования, осадок II+III, иммуноглобулин человека
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MODIFICATION OF DETERMINATION METHOD  
FOR STAPHYLOCOCCUS ALPHA ANTITOXIN  

IN HUMAN PLASMA FOR FRACTIONATION, II + III PRECIPITATE 
AND IMMUNOGLOBULIN PREPARATIONS

Elena V. Rosina*, Elena N. Kalinina, Svetlana E. Ziganshina,  
Ekaterina A. Konovalova, Elena S. Kormschikova

Kirov Research Institute of Hematology and Blood Transfusion  
of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

610027, Russian Federation, Kirov Region, Kirov, Krasnoarmeyskaya Str., 72

Complex treatment of staphylococcal infection is carried out using normal immunoglobulins, antistaph-
ylococcal immunoglobulin, and immunospecific plasma. Their effectiveness depends on the concen-
tration of staphylococcus alpha antitoxin. This indicator is determined in immunoglobulin preparations 
and in the plasma used for their production. During the production process, the potency of the intermediate –  
II+III precipitate – should be precisely evaluated. The existing method for determining staphylococcus 
alpha antitoxin is intended for monitoring the quality of plasma for fractionation, determination of normal 
and  specific human immunoglobulins. The information about the possibility of its use for testing II+III 
precipitate is currently lacking. The task of increasing the accuracy and extending the application scope 
of the existing method for determining staphylococcus alpha antitoxin for testing II + III precipitate ap-
pears highly relevant. In this study, we aimed to modify the method for determining staphylococcus alpha 
antitoxin in plasma for fractionation, II+III precipitate and immunoglobulin preparations. The assessment 
of the potency was carried out in accordance with Pharmacopoeia. The method of quantitative determi-
nation of staphylococcus alpha antitoxinin human plasma for fractionation, II+III precipitate and ready-
made immunoglobulin preparations was modified. The range of optical density values at the stage 
of setting the limit of the hemolytic effect of the toxin was determined. The conditions for testing II+III 
precipitate were selected. A dilution scheme of the samples with a discreteness of 1 IU/ml was proposed. 
The specificity of antibody detection in samples was confirmed. The convergence linearity and correctness 
of  the modified method was established. The implemented modification of the method extended the scope 
of its application due to the possibility of testing II+III precipitate. The accuracy of assessing the content 
of staphylococcus alpha antitoxin was increased by reducing the discreteness of determination and elim-
inating the subjectivity of visual assessment of the limit of the hemolytic action of the toxin. The result 
of determination of metrological characteristics showed the suitability of the modified method for quality 
control of raw materials and finished products.

Keywords: antialphastaphylolysin, specific activity, human plasma for fractionation, II+III precipitate, hu-
man immunoglobulin
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Введение
Золотистый стафилококк относится к на-

иболее распространенным бактериальным 
патогенам человека и вызывает множество 
заболеваний, поражающих различные ор-
ганы и ткани. Он является одной из основ-
ных причин внутрибольничных инфекций, 
требующих хирургических вмешательств 
при развитии гнойных осложнений, ин-
фицирования протезов и катетеров, воз-
никновения тяжелых септических состо-
яний. Указанный возбудитель относится 
к высоколетальным патогенам со смерт-
ностью до 18% в благополучных странах 
и до 27% — в развивающихся [3]. Известно, 
что данный микроорганизм вырабатывает 
несколько видов экзопродуктов с выражен-
ными токсическими свойствами. Среди 
них наибольшее значение имеет гемолити-
ческий α-токсин. Связываясь с мембранны-
ми рецепторами и образуя поры в мембра-
не, α-токсин разрушает множество клеток 
организма хозяина, включая эритроциты, 
моноциты, макрофаги, лимфоциты. Его 
синтез, как правило, является причиной тя-
желого течения заболевания [12].

Для лечения стафилококковых инфекций 
используют различные противомикробные 
средства. При поверхностных поражениях 
кожи достаточно обработки поврежден-
ных участков антисептиками и топиче-
скими антибактериальными препаратами 
[6]. Для специфической иммунотерапии 
острой и хронической инфекции, а также ее 
профилактики проводят вакцинацию ста-
филококковым анатоксином [5]. В насто-
ящее время основным средством лечения 
данной патологии являются антибиотики. 
В комплексной терапии тяжелых форм 
заболеваний, в т. ч. септических осложне-
ний, помимо них применяют иммунную 
плазму и иммуноглобулины человека нор-
мальный или специфический, которые со-
держат антитела, нейтрализующие токси-
ны и ускоряющие процессы опсонизации 
и бактериолиза [1, 9–11, 13, 14]. Кроме того, 

перечисленные лекарственные средства эф-
фективны против штаммов стафилококка, 
обладающих лекарственной устойчивостью 
к антибиотикам, а их эффективность напря-
мую зависит от специфической активности 
(СА) — концентрации антител к α-токсину 
стафилококка (антиальфа-стафилолизина).

При получении иммуноглобулинов 
контролируют СА плазмы для фракциони-
рования и готовых препаратов. Контроль 
содержания антиальфа-стафилолизина 
в промежуточном продукте — осадке 
II+III  — не предусмотрен. Вместе с тем его 
проведение позволит оценить степень кон-
центрирования целевых антител в процессе 
производства и их стабильность при дли-
тельном хранении фракции.

Государственная Фармакопея Российской 
Федерации содержит общую фармакопей-
ную статью (ОФС.1.8.2.0008.15), описыва-
ющую методику определения содержания 
антиальфа-стафилолизина в лекарственных 
препаратах из сыворотки крови человека 
и животных. Она определяет порядок оцен-
ки концентрации специфических антител 
в плазме для фракционирования, в иммуно-
глобулинах человека нормальном и специ-
фическом [7]. Возможность ее применения 
для оценки СА осадка II+III не предусмо-
трена. Кроме того, существует ряд недо-
статков методики, из-за которых снижается 
точность определения концентрации ан-
тител. К ним можно отнести визуальную 
оценку степени гемолиза при определении 
лимита гемолитического действия токсина, 
что затрудняет приготовление рабочего рас-
твора. Также следует отметить недостаточ-
ную точность определения концентрации 
антител выше 10 МЕ/мл: порядок приго-
товления разведений исследуемого образца 
в интервале от 10 до 14 МЕ/мл отсутствует, 
а дискретность методики достаточно высо-
ка и равна 2 МЕ/мл. В связи с этим акту-
альной задачей является повышение точно-
сти определения антиальфа-стафилолизина 
в плазме для фракционирования и готовых 
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иммуноглобулиновых препаратах, а также 
возможность тестирования осадка II+III.

Цель настоящего исследования состояла 
в модификации методики определения со-
держания антиальфа-стафилолизина в плаз- 
ме человека для фракционирования, осадке 
II+III и готовых иммуноглобулиновых пре-
паратах.

Материалы и методы
Исследуемые образцы: пулы антистафи-

лококковой плазмы человека для фракци-
онирования (n=17); образцы осадка II+III, 
полученные путем холодового фракциони-
рования по методу Кона (n=5); концентраты 
противостафилококковых антител (n=5); 
готовые препараты иммуноглобулина чело-
века нормального для внутривенного и вну-
тримышечного введения (n=5).

Применяли набор реагентов для опреде-
ления уровня антиальфа-стафилолизина 
в сывороточных препаратах крови человека 
и животных «Токсин стафилококковый ди-
агностический» (филиал «Медгамал» ФГБУ 
«ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России) и фармакопейный стандартный 
образец содержания антиальфа-стафило-
лизина ФСО 3.1.00342 (ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России).

Для проведения исследований использо-
вали следующее оборудование: инкубатор 
лабораторный общего назначения Shellad 
модели G 112-2 (“Sheldon”, США), центри-
фуги Heraeus Megafuga 16 (“Thermo Fisher 
Scientific”, США) и MiniSpin (“Eppendorf 
AG”, Германия), колориметр фотоэлектри-
ческий концентрационный КФК-2-УХЛ 
(АО «Загорский оптико-механический за-
вод», Россия).

Концентрацию специфических антител 
оценивали в реакции нейтрализации ге-
молитических свойств стафилококково-
го α-токсина согласно ОФС.1.8.2.0008.15 
«Определение содержания антиальфа-ста-
филолизина (специфических антител) в ле-

карственных препаратах из сыворотки кро-
ви человека и животных» [7].

Среднее значение представляли в виде 
медианы или среднего арифметического. 
Разброс данных характеризовали размахом 
варьирования (диапазоном от максимума 
до минимума) или стандартным отклоне-
нием. Оценивали специфичность методи-
ки, прецизионность в условиях сходимости 
и линейность. Степень зависимости между 
аналитическим сигналом и определяемой 
характеристикой оценивали по коэффици-
енту детерминации линейной регрессии.

Сравнительный анализ полученных дан-
ных проводили с помощью t-критерия 
Стьюдента (t-test), предварительно оценив 
характер распределения показателя с помо-
щью критерия Шапиро — Уилка. При уров-
не значимости р>0,05 распределение иссле-
дуемого признака признавали нормальным. 
Различия считали значимыми при р<0,05 [4].

При оценке метрологических характери-
стик модифицированной методики устано-
вили следующие критерии приемлемости: 
прецизионность — размах варьирования 
СА не должен превышать шаг титрования 
методики, линейность —  коэффициент де-
терминации не менее 0,98, правильность 
— номинальные значения специфической 
активности модельных смесей, приготов-
ленных из ФСО 3.1.00342, с различным 
содержанием антиальфа-стафилолизина, 
должны находиться в диапазоне размаха 
варьирования полученных результатов [8].

Результаты и их обсуждение
Консервирование крови кролика
Для определения концентрации антиаль-

фа-стафилолизина фармакопейная методи-
ка предусматривает взятие крови кролика 
в р-р Олсвера в соотношении 1:1. Однако 
при хранении крови, отобранной таким 
образом, в первые сутки наблюдался до-
статочно сильный гемолиз, образовывались 
сгустки. В связи с этим приняли решение 
уменьшить концентрацию эритроцитов, 
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смешав кровь кролика и р-р Олсвера в со-
отношении 1:10, и сравнить сохранность 
эритроцитов, отобранных двумя способами. 
Кровь трех кроликов-доноров заготовили 
обоими способами и хранили при темпера-
туре 5±3ºС в течение 1 мес. На 1, 7, 14, 21 
и 28 сут хранения отбирали пробу, центри-
фугировали в течение 10 мин при скорости 
вращения 1500 об/мин и измеряли значе-
ние ОП надосадочной жидкости при дли-
не волны 400 нм и толщине оптического 
слоя 1 мм. Измерения проводили трехкрат-
но, полученные результаты представлены 
на рис. 1.

При соотношении крови кролика и р-ра 
Олсвера 1:1 наблюдался более интенсивный 
гемолиз: в 1 сут хранения показатель превы-
шал среднее значение для контроля спонтан-
ного лизиса эритроцитов (t-test: р=0,16×10-5).  
При меньшей концентрации эритроцитов 
подобный эффект отмечен спустя 14 сут 
хранения (t-test: р=0,04). При сравнении ди-
намики гемолиза установлено, что в конце 
срока наблюдения ОП надосадочной жид-
кости возросла более чем в 3 раза (до зна-
чения 0,27±0,02) при консервировании эри-
троцитов р-ром Олсвера в соотношении 1:1 
и менее чем в 2 раза (до уровня 0,09±0,01) 
при соотношении 1:10. На основании по-
лученных данных выявлено, что предпоч-

тительно отбирать кровь кролика в р-р 
Олсвера в соотношении 1:10 и использовать 
ее в течение двух недель.

Определение лимита гемолитического 
действия токсина
Одним из этапов фармакопейной мето-

дики является установление лимита гемо-
литического действия стафилококкового 
токсина (Lh), т.е. такого его количества, 
которое связывается с 1 МЕ/мл антиальфа-
стафилолизина и вызывает почти полный 
гемолиз эритроцитов кролика. При этом 
его степень принято оценивать визуаль-
но. Интерпретация результатов достаточ-
но субъективна и может негативно влиять 
на точность определения. В связи с этим 
на данном этапе, помимо визуальной оцен-
ки степени гемолиза, измеряли ОП надо-
садочной жидкости после центрифугиро-
вания реакционной смеси. Использовали 
данный подход для 10-ти определений ли-
мита гемолитического действия токсина. 
Полученные результаты позволили устано-
вить диапазон значений ОП, соответству-
ющий почти полному гемолизу эритроци-
тов — от 0,40 до 0,48. Количество токсина, 
приводящее к изменению ОП в таком ди-
апазоне, принимали за лимит гемолитиче-
ского действия и использовали для приго-
товления рабочего раствора токсина (РРТ).

Рис. 1. Сохранность эритроцитов кролика при консервировании р-м Олсвера в соотношениях 1:1 и 1:10.
Fig. 1. Preservation of rabbit erythrocytes when preserving with Olswer solution in ratios of 1:1 and 1:10.
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Приготовление разведений 
испытуемых образцов
Согласно методике, изложенной в ОФС. 

1.8.2.0008.15, предлагается использование 
схемы разведения исследуемого образца 
с учетом предполагаемой концентрации ан-
тиальфа-стафилолизина. Содержание анти- 
тел определяется в диапазоне от 1 до  
10 МЕ/мл с шагом 1 МЕ/мл, выше  
14 МЕ/мл — с шагом 2 МЕ/мл. Способ при-
готовления разведений в интервале от 10 
до 14 МЕ/мл не предусмотрен. Для повы-
шения точности оценки содержания анти-
альфа-стафилолизина скорректировали су-
ществующую схему разведения проб таким 
образом, чтобы дискретность определения 
составила 1 МЕ/мл (табл. 1).

Как видно из табл. 1, для приготовле-
ния разведений 1:15 и далее с шагом 1:5 
использовали 0,25 мл р-ра из пробирки 
№ 3. При этом с каждым последующим 
разведением объем физ. р-ра увеличивали 
на 0,25 мл. Данную схему разведения ис-
пользовали для определения СА исследуе-
мых образцов.

Оценка специфичности определения 
антиальфа-стафилолизина
Полученные значения СА в пулах ан-

тистафилококковой плазмы крови чело-
века для фракционирования варьировали 
от 1 до 4 МЕ/мл. В пробирках с исходным 
образцом и с его разведениями 1:2,5 и 1:5 
отметили неспецифический гемолиз эри-

троцитов, вероятно, связанный с наличием 
в плазме гемолизинов α и β, вызывающих 
разрушение эритроцитов при инкубации 
проб [2]. Для оценки влияния данного фак-
тора на результаты определения антиаль-
фастафилолизина сопоставили изменения 
ОП в разведениях плазмы с добавлением 
РРТ и с его заменой на физ. р-р (ФР) (рис. 2).

Неспецифический гемолиз наблюдался 
в исходной пробе плазмы и в ее разведе-
ниях 1:2,5 и 1:5 с добавлением ФР и РРТ, 
значения ОП превышали 0,3 оптических 
единицы. На графике для плазмы с добавле-
нием ФР значения ОП снижались с увели-
чением разведения и приближались к сред-
нему значению для контроля спонтанного 
лизиса эритроцитов, равного 0,045±0,013. 
Следовательно, неспецифический гемолиз 
начиная с разбавления 1:15 практически 
отсутствовал. Для кривой зависимости ОП 
от разведения пробы плазмы с добавлени-
ем РРТ наблюдался перегиб. В разведении 
1:10 степень лизиса эритроцитов — ме-
нее 50%. Увеличение значений ОП пробы 
с разведения 1:15 и выше обусловлено ге-
молитическим действием токсина. По на-
шему мнению, при определении содержа-
ния альфа-стафилолизина измерение ОП 
образцов плазмы в разведении 1:5 и менее 
неинформативно, т.к. гемолиз в них неспе-
цифический. Кроме того, для оценки специ-
фичности рекомендуется готовить три раз-
ведения — 1:5, 1:10 и 1:15, в которых РРТ 

Таблица 1. Модифицированная схема разведения испытуемого образца
Table 1. Modified scheme of sample dilution

Номер 
пробирки

Предполагаемое содержание  
антиальфа-стафилолизина,  

(МЕ/мл)

Разведение
образца

Количество 
исследуемого образца, 

мл
физ. р-ра, мл

1 0,2 0 0,50 0

2 0,5 1:2,5 0,50 0,75

3 1 1:5 1,50 6,00

4 2 1:10 0,5 (пробирка № 3) 0,50

5 3 1:15 0,25 (пробирка № 3) 0,50

6 4 1:20 0,25 (пробирка № 3) 0,75

7 5 1:25 0,25 (пробирка № 3)
и т.д. 1,00 и т.д.
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Рис. 2. Оценка неспецифического гемолиза эритроцитов в пулах плазмы человека для фракционирования.
Fig. 2. Assessment of nonspecific hemolysis of erythrocytes in human plasma for fractionation.

заменен на ФР. Сравнение степени гемоли-
за в данных разведениях с РРТ и без него 
позволит сделать вывод о специфичности.

Осадок II+III представляет собой твер-
дую субстанцию, которая в замороженном 
состоянии крошится при механическом 
воздействии, а при комнатной температуре 
размягчается и становится вязкой. Одной 
из задач данного исследования являлся 
подбор пробоподготовки таких образцов 
для оценки их СА. Суспензию готовили 
с использованием ФР из расчета 1 мл ФР 
на 1 г осадка. Стоит отметить, что суспен-
зии спустя 4–8 ч принимали желеобразную 
консистенцию, поэтому определение их СА 
проводили сразу после пробоподготовки.

Для оценки специфичности гемолиза 
эритроцитов суспензии осадка II+III раз-
водили в соответствии с табл. 1, начиная 
с разведения 1:5, куда вместо РРТ вноси-
ли ФР. Реакционную смесь инкубировали 
при 37ºС и измеряли ОП. Полученные 
значения сравнивали с контролем спон-
танного лизиса эритроцитов. Значения 
ОП составили при разведении 1:5 — 0,17, 
1:10 — 0,10, в остальных случаях варьи-
ровали от 0,07 до 0,04. Увеличение значе-
ний ОП в разведениях 1:5 и 1:10 связано 
с мутностью суспензии, визуально само-
произвольный гемолиз в них не наблю-
дался. Не отмечено значимых различий 

между ОП суспензии с разведениями бо-
лее 1:15 и контроля спонтанного лизиса 
эритроцитов (t-тест: р=0,11), что подтвер-
ждает специфичность гемолиза эритроци-
тов, вызванного действием α-токсина ста-
филококка. При анализе суспензии осадка 
II+III допустимо исследовать разведения 
более 1:15, т.к. в них не наблюдается 
влияния мутности образца на аналитиче-
ский сигнал.

Оценивали содержание антиальфа-ста-
филолизина в готовых препаратах иммуно-
глобулина человека, полученные значения 
варьировали от 3,0 до 8,0 МЕ/мл. В пробах 
с максимальным содержанием белка (от ис-
ходной и до разведения 1:10) визуально ге-
молиз эритроцитов не наблюдался, анали-
тический сигнал не отличался от контроля 
спонтанного лизиса эритроцитов (t-тест: 
р=0,15), значения которого составляли 
0,045±0,013. Полученные результаты сви-
детельствовали о специфичности гемолиза 
эритроцитов, опосредованного действием 
α-токсина стафилококка.

Оценка прецизионности, линейности 
и правильности модифицированной 
методики
Для оценки прецизионности методики 

в условиях сходимости исследовали плазму 
для фракционирования, суспензии осадка 
II+III, концентраты противостафилококко-
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Рис. 3. Зависимость логарифма концентрации антиальфа-стафилолизина от логарифма разведения образца.
Fig. 3. Dependence the logarithm of concentration of staphylococcus alpha antitoxin on the logarithm of sample 
dilution.

вых антител и нормальный иммуноглобу-
лин человека. Анализ каждого образца про-
водили трехкратно. Размах варьирования 
СА во всех сериях определений не превы-
шал шаг титрования методики, это свиде-
тельствовало об удовлетворительной схо-
димости результатов.

Для оценки линейности модифициро-
ванной методики анализировали последо-
вательные двукратные разведения ФСО 
3.1.00342, суспензии осадка II+III, плазмы 
для фракционирования. Затем строили кри-
вые зависимости концентрации антиаль-
фа-стафилолизина от разведения образцов 
в логарифмических координатах (рис. 3).

Значения коэффициентов линейной де-
терминации (R2) варьировали от 0,990 

до 0,998, что подтверждало линейность ме-
тодики в диапазоне концентраций антиаль-
фастафилолизина от 1 до 24 МЕ/мл.

Правильность модифицированной ме-
тодики оценивали на основании резуль-
татов тестирования модельных смесей. 
Каждую смесь анализировали трехкрат-
но. Полученные результаты представлены  
в табл. 2.

Ожидаемые значения содержания анти-
альфа-стафилолизина в модельных сме-
сях находились в пределах размаха варь-
ирования полученных результатов. Это 
свидетельствовало о соответствии модифи-
цированной методики критерию правиль-
ности в анализируемом диапазоне от 1,0  
до 24,0 МЕ/мл.

Таблица 2. Оценка правильности модифицированной методики
Table 2. Assessment of the correctness of the modified method

Ожидаемое значение антиальфа-стафилолизина,  
МЕ/мл

Результат определения антиальфа-стафилолизина,  
МЕ/мл

24,0 24,0 (24,0–24,2)

12,0 12,0 (12,0–12,1)

6,0 6,0 (5,5–6,0)

3,0 3,0 (2,2–3,0)

1,0 1 (1,0–1,1)
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Выводы
1. Модифицированная методика опреде-

ления содержания антиальфа-стафилоли-
зина предусматривает способ заготовки 
крови кролика-донора, обеспечивающий 
лучшую сохранность эритроцитов.

2. Установлен интервал значений ОП 
реакционной смеси на этапе определения 
лимита гемолитического действия токсина, 
что устраняет субъективность оценки ре-
зультатов.

3. Схема разведения исследуемого образ-
ца позволяет более точно определять кон-
центрацию антиальфа-стафилолизина с ди-
скретностью 1 МЕ/мл.

4. Предложен порядок пробоподготов-
ки для оценки специфической активности 
осадка II+III.

5. Доказана целесообразность анализа 
разведений плазмы человека для фрак-
ционирования от 1:5 и выше, для осадка 
II+III — разведений не менее 1:15.
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ИЗМЕНЕНИЕ ГЛИКОЗИЛИРОВАНИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО 
ИММУНОГЛОБУЛИНА ЧЕЛОВЕКА ПОДКЛАССА IgG1  
ЗА СЧЕТ ПОДБОРА УСЛОВИЙ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ 

ПРОДУЦЕНТОВ И ДОБАВОК

С.С. Тимонова1,*, А.А. Полупанова1, И.А. Кирик1, О.А. Карпунина1, А.А. Федоров1,  
Е.В. Зубарева1, В.В. Мягкова2, А.А. Пискунов1, Р.А. Хамитов1
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Возможность изменения профиля гликозилирования — важная опция при разработке технологии 
получения терапевтических рекомбинантных иммуноглобулинов. Гликаны обеспечивают влияние 
на различные эффекторные функции антитела, такие как антителозависимая клеточно-опосредован-
ная цитотоксичность (ADCC), комплементзависимая цитотоксичность (CDC) и период полувыве-
дения препарата. Способность достигнуть необходимого гликопрофиля терапевтического антитела 
за счет оптимизации условий культивирования будет способствовать как получению более эффек-
тивных препаратов, так и ускоренной разработке биоаналогов. По результатам проведенной рабо-
ты установлено, что увеличение длительности культивирования приводит к снижению содержания 
галактоз; добавление регулятора афукоз EM-N-glycan regulator-2 (“Eminence”, Китай) приводит 
к увеличению афукозилированных гликанов; коэкспресссия фермента Fut8 приводит к увеличению 
маннозных остатков. Также были апробированы различные подходы, обеспечивающие регуляцию 
содержания фукоз, манноз и галактоз в ходе процесса биосинтеза терапевтического антитела IgG1.
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ALTERED GLYCOSYLATION OF SUBCLASS IgG1 RECOMBINANT 
HUMAN IMMUNOGLOBULIN BY SELECTING CULTURE 

CONDITIONS FOR PRODUCERS AND ADDITIVES 

Sofia S. Timonova1,*, Anna A. Polupanova1, Inessa A. Kirik1, Olga A. Karpunina1, 
Alexander A. Fedorov1, Ekaterina V. Zubareva1, Vera V. Myagkova2, 
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The possibility to alter the glycosylation profile is an important prerequisite for the development of produc-
tion technologies of therapeutic recombinant immunoglobulins. Glycans affect various effector functions 
of the antibody, such as antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC), complement-dependent 
cytotoxicity (CDC), and the drug half-life. The possibility to achieve the required glycosylation profile 
of a therapeutic antibody by optimizing cultivation conditions will facilitate both the creation of more 
effective drugs and accelerated development of biosimilars. The conducted study found that an increase 
in the cultivation duration leads to a decrease in the galactose content. The addition of the EM-N-glycan 
regulator-2 afucose regulator (Eminence, China) led to an increase in the content of afucosylated glycans. 
The co-expression of the Fut8 enzyme led to an increase in mannose residues. Various approaches to regula-
tion of fucose, mannose, and galactose contents during biosynthesis of IgG1 therapeutic antibody were tested.
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Введение
Среди всех одобренных препаратов 

на основе рекомбинантных белков более 
40% представлены иммуноглобулинами 
класса G, что подчеркивает важность по-
нимания механизма гликозилирования 
и изучения способов его контроля и регу-
лирования во время разработки лекарств 
подобного типа [6].

Гликозилирование представляет собой одну 
из наиболее распространенных форм пост- 
трансляционной модификации белка, проте-
кающую в эндоплазматическом ретикулуме 
(ЭПР) и аппарате Гольджи клетки, где в ре-
зультате каскада многоступенчатых реакций 
с участием различных ферментов происходит 
образование ковалентной связи между поли-
сахаридной цепью и аминокислотой [17].
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Выделяют три основных типа гликозили-
рования белка, среди которых N-связанное 
гликозилирование свойственно антите-
лам и способно определять их эффек-
торную функцию и фармакокинетику [9], 
а именно ADCC, CDC и время полувы-
ведения препарата [15]. Таким образом, 
N-гликозилирование терапевтических ан-
тител является важным атрибутом качества 
будущего препарата.

Наличие или отсутствие различных глико-
форм определяет функции терапевтическо-
го антитела. Так, например, было показано, 
что снижение уровня фукозилирования IgG 
усиливает ADCC [12]. С галактозилирован-
ными формами обычно связывают наличие 
у антител способности к стимулированию 
CDC [5, 21]. Высокоманнозные олигосаха-
риды потенциально могут повлиять на вре-
мя циркуляции антитела [8]. Так, антите-
ла с высоким уровнем манноз (структуры 
Man5 и выше) выводятся из кровотока быс-
трее, чем антитела со зрелыми олигосахари-
дами сложного типа, что имеет прямое от-
ношение к терапевтической эффективности 
[11]. Содержание сиалированных гликанов 
у IgG, получаемых с использованием кле-
ток млекопитающих, в большинстве случа-
ев низкое и имеет низкое влияние на имму-
ногенность и фармакокинетику [19].

Профиль гликозилирования терапевти-
ческих белков и его углеводный состав 
определяются различными факторами: ро-
дительской клеточной линией, условиями 
культивирования продуцента [16], уровнем 
экспрессии основных генов ферментов, 
участвующих в биосинтезе гликанов [2]. 
Существуют различные подходы для регу-
лирования гликопрофиля IgG:

• Состав ростовых сред, добавок, 
регуляторов, ионов металлов
Состав культуральной среды является 

одним из критических факторов, кото-
рый определяет гликопрофиль антитела. 
В результате экспериментов на примере 
клеточных линий СНО, экспрессирующих 

моноклональные IgG1, было установлено 
влияние различных добавок на профиль 
гликозилирования:
   добавление глюкозамина в ростовую 

среду приводит к снижению галактозили-
рования и увеличению относительного со-
держания фукозилированных гликоформ 
без концевых остатков галактозы; добавле-
ние сульфата меди — к уменьшению коли-
чества высокоманнозных гликанов (Man5); 
добавление уридина приводит к увеличе-
нию всех галактозилированных гликоформ 
и уменьшает количество G0, G0F и Man5; 
добавление фукозы приводит к уменьше-
нию количества высокоманнозных глика-
нов и увеличивает G1F [11];
   добавление галактозы повышает уро-

вень галактозилированных форм [7];
   добавление сульфата меди приводит 

к увеличению относительного содержания 
фукозилированных гликоформ без конце-
вых остатков галактозы [13];
   добавление ионов цинка — к сниже-

нию галактозилирования [22].
• Условия культивирования: темпера- 

   турный режим, рН, осмоляльность
Показано, что использование температур-

ного режима со снижением до 33°C в при-
сутствии глюкозамина приводит к измене-
нию гликанового профиля рекомбинантных 
моноклональных антител [1]; добавление 
галактозы при определенной осмоляльно-
сти и завершении процесса культивирова-
ния при жизнеспособности культуры около 
50% будет способствовать получению IgG 
с повышенным содержанием афукозилиро-
ванных гликанов [14].

• Нокаут генов ферментов, вовлеченных  
    в биосинтез гликанов

Гликозилтрансферазы — ферменты, не-
посредственно участвующие в биосинтезе 
N-гликанов иммуноглобулинов. Например, 
альфа-(1,6)-фукозилтрансфераза (alpha(1,6)
FT, ген Fut8, EC 2.4.1.68) катализирует 
присоединение фукозы в альфа-1-6 связи 
к первому остатку GlcNAc, следующему 
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за пептидными цепями в N-гликанах, и тем 
самым отвечает за фукозилирование осто-
ва N-гликанов иммуноглобулина в клетках 
млекопитающих. Так, в работах исследо-
вателей разных групп показано, что клет-
ки линии СНО, нокаутированные по Fut8, 
могут быть использованы для получения 
афукозилированных антител [20], которые 
обладают высокой активностью ADCC 
и эффективностью [4].

• Снижение активности ферментов,  
участвующих в биосинтезе 
отдельных гликанов
Изменение количества отдельных гли-

канов можно контролировать с помощью 
компонентов, подавляющих активность 
фермента, вовлеченного в биосинтез кон-
кретного гликана. Так, например, было 
показано, что фукозилирование антитела 
IgG1 можно снизить с помощью добав-
ления дезоксиманноджиримицина (DMJ), 
ингибитора лизосомальной α-маннозидазы  
(EC 3.2.1.24), при одновременном повыше-
нии уровня манноз [18].

Гликоинженерия и исследование влияния 
отдельных гликанов на функциональность 
антитела широко изучаются для улучшения 
качества биотерапевтических препаратов 
на основе рекомбинантных белков.

Цель работы — проведение ряда экспе-
риментов по культивированию продуцен-
тов IgG1 для изучения факторов, влияющих 
на регулирование гликанов: использование 
разных клеточных линий, коэкспрессии 
фермента Fut8, добавления коммерческого 
регулятора, а также длительности культи-
вирования продуцента иммуноглобулина 
IgG1.

Материалы и методы
Плазмиды, кодирующие IgG1
Синтетические кодон-оптимизированные 

для экспрессии в клетках CHO гены IgG1 
(кодирующая нуклеотидная последователь-
ность с фланкирующими сайтами рестрик-

ции) были клонированы в экспрессионные 
векторы с разными селективными марке-
рами. Экспрессия генов легкой и тяжелой 
цепей находилась под контролем промо-
тора цитомегаловируса человека (CMV). 
Пример экспрессионных векторов пред-
ставлен в статье, опубликованной авторами 
ранее [3]. В данной работе использовали 
аналогичные экспрессионные конструкции 
с генами IgG1 легкой и тяжелой цепей анти-
тела человека.

Суспензионное культивирование 
клеток СНО
Клетки СНО-К1, СНО-S, CHO-GS (ауксо-

трофы по глутамину) адаптировали к росту 
в бессывороточной среде BalanCD Growh 
A (“FUJIFILM Irvine Scientific”, США) 
и культивировали при условиях: 37°С, 5% 
CO2, влажность более 70% в шейкер–ин-
кубаторе Climo-Shaker ISF1-XC (“Kuhner”, 
Швейцария).

Расчет ростовых характеристик 
клеточных культур
Концентрацию жизнеспособных клеток 

и жизнеспособность культуры определяли 
с помощью автоматического счетчика кле-
ток Countess II FL Automated Cell Counter 
(“Thermo Fisher Scientific”, США).

Трансфекция клеток СНО 
методом электропорации
Клетки СНО трансфицировали плазми-

дами, несущими гены IgG1 легкой и тяже-
лой цепей антитела, на системе MaxCyte 
STX (“MaxCyte”, США) согласно инструк-
ции прибора.

Получение продуцентов, 
экспрессирующих IgG1
Трансфицированные клетки высевали 

в плоскодонные 96-луночные планшеты 
в селективную среду. Затем проводили 
скрининг культуральной жидкости (КЖ) 
по продуктивности из 96-луночных план-
шетов, после чего продуценты c высоким 
титром переводили в 6-луночные планше-
ты. Далее проводили скрининг 6-луноч-
ных планшетов и переводили продуценты 
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с максимальной продуктивностью в мини-
биореакторы.

Иммуноферментный анализ
Для определения концентрации IgG1 

проводили ИФА в 96-луночных планше-
тах MaxiSorp (“Thermo Scientific Nunc”, 
Дания). Использовали сорбирующие анти-
тела I1886 (“Sigma”, США). В качестве де-
тектирующих антител использовали ab8667 
(HRP, “Sigma”, США). В качестве стандар-
та применяли рекомбинантный челове-
ческий IgG1 (“Аbcam”, США, ab155632). 
Измерения проводили на спектрофото-
метре Synergy LX при 450 нм (“BioTek 
Instruments Inc.”, США).

Культивирование продуцентов с под-
питкой проводили в мини-биореакторах 
(“Techno Plastic Products AG”, Швейцария) 
в 20 мл питательной среды BCD, 5% СО2, 
37ºС. Для культивирования продуцентов 
использовали шейкер-инкубатор Climo-
Shaker ISF1-XC (“Kuhner”, Швейцария), 
200 об/мин. В качестве регулятора афу-
коз добавляли EM-N-glycan regulator-2 
(“Eminence”, Китай, cat: 240304.0010) 1-3% 
от объема культивирования, однократно 
в первые сутки.

Хроматографическая очистка IgG1
Для очистки IgG1 использовали сорбент 

MabSelect SuRe (“Cytiva”, Швеция). КЖ 
с целевым белком наносили на колонку, 
предварительно уравновешенную стар-
товым буфером (20 мМ ацетата натрия, 
150 мМ натрия хлорида, pH=5,3). По окон-
чании нанесения сорбент промывали 3 CV 
стартового буфера и 5 CV щелочного бу-
фера, содержащего 1 М натрия хлорид. 
Элюировали целевой белок с сорбента бу-
фером с ацетатом натрия (pH=3,7). Сбор 
фракции начинали при OD=200 mAU 
(λ=280 нм) и заканчивали при снижении 
до 200 mAU. Финальную очистку проводи-
ли последовательной фильтрацией через со-
рбенты Eshmuno CPX (“MERCK”) и Capto 
Adhere (“Cytiva”, Швеция), уравновешен-
ные 3 CV стартового буфера. По окончании 

нанесения образца хроматографию продол-
жали, промывая колонку р-ром стартового 
буфера. Сбор фракции фильтрата начинали 
при достижении OD=200 mAU (при λ=280 нм)  
и заканчивали при снижении до 300 mAU.

Измерение профиля 
гликозилирования IgG1
Для отщепления гликанов от IgG1 исполь-

зовали фермент PNGase F (производства 
АО «Генериум»). Образцы дериватизитиро-
вали р-ром, содержащим флуорофор 2-ами-
нобензойную кислоту (2АА). Меченые 
2АА-гликаны были проанализированы 
с использованием хроматографической 
системы Waters Alliance с флуориметриче-
ским детектором 2475 при длинах волн воз-
буждения 260 нм и эмиссии 425 нм на ко-
лонке AdvanceBio Glycan Map (2,1×150 мм, 
Agilent) в градиенте подвижных фаз аце-
тонитрила и 100 мМ формиата аммония, 
pH=4,5. Содержание каждого гликана рас-
считывали методом нормализации пло-
щадей и выражали в процентах. Общий 
процент содержания гликановых групп рас-
считывали следующим образом:

Галактозилированнные, %  

=(G1+G1F+G1FB+G2+G2F) ×100;
                     (∑S)

Афукозилированные, % 

=(G0+G0N+ G1+G2) ×100;
                      (∑S)

Высокоманозные, % 

=(Man3+Man5+Man6+Man7+Man8) ×100;
(∑S) 

Сиалированные, % 

=(G1FS1+A1+A1F+A2+A2F) ×100;
(∑S)

где ∑S — сумма площадей всех пиков гли-
канов.

Статистический  обсчет  результатов был  
выполнен в программе Graph Pad Prism 6.  
Использовали однофакторный дисперси-
онный анализ (one–way ANOVA test) или  
t-критерий Стьюдента (unpaired t-test). 
Если рvalue<0,0001=****; рvalue<0,001=***; 
если рvalue<0,01=**; рvalue<0,05=*; ns — нет 
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статистической разницы; данные представ-
лены в виде среднего значения и стандарт-
ного отклонения (SD).

Результаты и их обсуждение
Провели ряд экспериментов для изучения 

и регулирования профиля гликозилирова-
ния рекомбинантного человеческого IgG1:

1)    Влияние длительности культивиро-
вания на гликопрофиль IgG1

Продуценты IgG1 получены на основе 
суспензионной линии СНО-S, культивиро-
вали в течение 11, 12, 13 и 14 сут (рис. 1). 
Жизнеспособность продуцентов во всех 

группах оставалась высокой и не сни-
жалась менее 80% (рис. 1Е). Плотность 
жизнеспособных клеток для всех групп 
не различалась (рис. 1F). Продуктивность 
белка после очистки представлена 
на рис. 1G. Наблюдали статистически под-
твержденное снижение содержания галак-
тоз (рис. 1А) и силовых кислот (рис. 1D) 
с увеличением продолжительности культи-
вирования продуцентов.

2)    Влияние коммерческого регулятора 
на содержание афукозилированных гли-
канов

Рис. 1. Культивирование продуцентов IgG1 на основе клеток линии СНО-S в течение 11, 12, 13 и 14 сут.
Примечание: ростовая среда BalanCD, подкормка BalanCD Feed 4 с 3-х сут до конца процесса культивирова-
ния. Концентрация жизнеспособных клеток во время посева 0,4 млн клеток/мл. Объем культивирования 20 мл. 
Снижение температуры на 6 сут до 32°С.
Fig. 1. Cultivation of IgG1 producers based on CHO-S cell line cells during 11, 12, 13, and 14 days.
Note: BalanCD growth medium, BalanCD Feed 4 from day 3 to the end of the culturing process. Concentration 
of viable cells at the time of seeding – 0.4 million cells/ml. Culturing volume – 20 ml. Decrease in temperature to 32°C 
on day 6.
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Продуценты IgG1 получены на основе 
суспензионной линии СНО-GS, культиви-
рование проводили при 37°С. При равных 
ростовых и продукционных показателях 
(рис. 2Е, -F, -G) наблюдали статистически 
значимое снижение афукозилированных 
гликанов (рис. 2В) при добавлении регу-
лятора EM-N-glycan regulator-2. Также на-
блюдали снижение содержания маннозных 
остатков, однако статистически это не было 
подтверждено (рис. 2С).

3)    Влияние клеточной линии на глико-
профиль IgG1

Продуценты IgG1 на основе двух кле-
точных линий СНО-S и СНО-К1 культиви-
ровали в одинаковых условиях в течение 
14 сут с температурным шифтом до 32°С 
на 6 сут процесса. Можно наблюдать, 
что жизнеспособность продуцента IgG1 
на основе клеток линии СНО-S остава-
лась выше на всем протяжении процес-
са (рис. 3А). Плотность жизнеспособных  

Рис. 2. Культивирование продуцентов IgG1 на основе клеток линии СНО-GS в течение 10 сут с добавлением 
регулятора афукоз.
Примечание: ростовая среда BalanCD, подкормка BalanCD Feed 4 с 3-х сут до конца процесса культивирова-
ния. Концентрация жизнеспособных клеток во время посева 0,4 млн клеток/мл. Объем культивирования 20 мл. 
Добавка регулятора афукоз EM-N-glycan regulator-2, 1-3% от объема культивирования, однократно в первые 
сутки. Температурный режим — 37°С.
Fig. 2. Cultivation of IgG1 producers on the basis of CHO-GS cells during 10 days with the addition of an afucose 
regulator.
Note: BalanCD growth medium, BalanCD Feed 4 from day 3 to the end of the culturing process. Concentration 
of viable cells at the time of seeding – 0.4 million cells/ml. Culturing volume – 25 ml. Addition of EM-N-glycan 
regulator-2 afucose regulator – 1–3% of the cultivation volume, once on day 1. Temperature regime — 37°C.
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Рис. 3. Культивирование продуцентов IgG1 на основе клеток линии СНО-S и СНО-K1 в течение 14 сут.
Примечание: ростовая среда BalanCD, подкормка BalanCD Feed 4 с 3-х сут до конца процесса культивирова-
ния. Концентрация жизнеспособных клеток во время посева 0,4 млн клеток/мл. Объем культивирования 20 мл.
Fig. 3. Cultivation of IgG1 producers on the basis of CHO-S and CHO-K1 cells during 14 days. 
Note: BalanCD growth medium, BalanCD Feed 4 from day 3 to the end of the culturing process. Concentration of vi-
able cells at the time of seeding – 0.4 million cells/ml. Culturing volume – 20 ml.

клеток на протяжении всего процесса куль-
тивирования наблюдали выше у продуцен-
та IgG1 на основе клеток линии СНО-К1 
(рис. 3F). Продуктивность продуцентов 
IgG1 на основе клеток линии СНО-К1 зна-
чительно отличалась от продуктивности 
продуцентов IgG1 на основе клеток линии 
СНО-S и составляла 3,7 г/л против 1,0 г/л. 
Наблюдали следующие различия в глико-
профиле: снижение галактоз у продуцентов 
на основе СНО-К1 (рис. 3А), значительное 
отличие в количестве афукозилированных 
гликанов продуцентов двух групп (рис. 3В).

4)    Влияние коэкспрессии фермента Fut8 
на гликопрофиль IgG1

Коэкспрессия ферментов, отвечающих 
за биосинтез определенных гликанов, мо-
жет повлечь за собой изменение различ-
ных гликоформ. Проводили эксперимент 
с получением продуцентов, коэкспресси-
рующих IgG1 и внутриклеточный Fut8. 
У продуцентов, коэкспрессирующих Fut8, 
наблюдали снижение галактоз (рис. 4А), 
афукоз (рис. 4В) и сиаловых кислот (рис. 
4D), вместе с тем наблюдали значительное 
повышение маннозных остатков (рис. 4С). 
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Ростовые (данные не приведены) и продук-
ционные характеристики при этом не отли-
чались (рис. 4Е).

В биотехнологической промышленно-
сти используют клетки млекопитающих 
при производстве терапевтических белков 
для получения гликозилирования, подоб-
ного белкам человека [10], но сложности 
управления структурами гликанов по-

прежнему представляют существенную 
проблему.

Гликозилирование белков может влиять 
на время полувыведения, эффекторную 
функцию и иммуногенность, что напря-
мую влияет на эффективность и безопас-
ность препарата [11]. Поэтому регуляция 
гликозилирования терапевтического бел-
ка занимает важное место при разработке  

Рис. 4. Культивирование продуцентов IgG1 с котрансфекцией ферментом Fut8 на основе клеток линии  
СНО-GS в течение 10 сут при температуре 37°С.
Примечание: ростовая среда BalanCD, подкормка BalanCD Feed 4 с 3-х сут до конца процесса культивирова-
ния. Концентрация жизнеспособных клеток во время посева 0,4 млн клеток/мл. Объем культивирования 20 мл.
Fig. 4. Cultivation of IgG1 producers with cotransfection with Fut8 enzyme on the basis of CHO-GS cells during  
10 days at 37°C.
Note: BalanCD growth medium, BalanCD Feed 4 from day 3 to the end of the culturing process. Concentration  
of viable cells at the time of seeding – 0.4 million cells/ml. Culturing volume – 20 ml.
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лекарственных средств. Понимание того, 
в каком направлении и в какой степени 
можно регулировать гликозилирование IgG, 
является важной задачей для получения 
эффективных терапевтических препаратов 
на основе рекомбинантных IgG.

Способность контролировать гликози-
лирование необходима для воспроизводи-
мости желаемых свойств терапевтических 
белков. Во время разработки лекарствен-
ного препарата необходимо стремиться 
достичь оптимального и постоянного гли-
копрофиля продукта, который должен быть 
определен в самом начале его разработки 
и поддерживаться постоянным на протяже-
нии всех стадий производства, тем самым 
обеспечивая его терапевтическую эффек-
тивность и безопасность.

Выводы
В результате экспериментов было показа-

но, каким способом можно влиять на гли-
копрофиль рекомбинантного человеческого 
IgG1:

1)   снижение галактоз можно осущест-
вить с помощью длительности культивиро-
вания;

2)   снижения афукозилированных гли-
канов можно добиться за счет добавления 
регулятора афукоз EM-N-glycan regulator-2;

3)   коэкспрессия фермента Fut8 приводит 
к увеличению маннозных остатков.

Данные подходы для регулирования гли-
канов можно применять во время разра-
ботки биофармацевтических препаратов 
на основе человеческих IgG1, полученных 
с использованием клеточных линий СНО.
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АНКСИОЛИТИЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ ПЕПТИДА GHK-GP  
И ЕГО СТРУКТУРНЫХ АНАЛОГОВ В ТЕСТЕ ПРИПОДНЯТОГО 

КРЕСТООБРАЗНОГО ЛАБИРИНТА
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В настоящее время регуляторные пептиды представляют большой интерес для исследования с це-
лью разработки на их основе новых лекарственных препаратов. Одним из перспективных для  
изучения является пептид Gly-His-Lys (GHK). Однако его высокая подверженность действию про-
теаз требует разработки различных методов его защиты. Одним из таковых является присоединение 
Pro-Gly-Pro (PGP), а также различных пролинсодержащих аминокислотных последовательностей 
к С-концу GHK. Биологические эффекты новых образованных олигопептидов могут существенно 
отличаться от биологических эффектов GHK. Целью исследования стало изучение анксиолитиче-
ских эффектов пептида GHK-GP (Gly-His-Lys-Gly-Pro) и его структурных аналогов в тесте припод-
нятого крестообразного лабиринта. Эксперименты выполнены на 200 крысах-самцах Wistar. В рабо-
те были использованы пептиды: GHK, PGP, GHK-PGP, GHK-GP, GHK-P (Gly-His-Lys-Pro), GHK-VEP 
(Gly-His-Lys-Val-Glu-Pro). Пептиды вводили внутрибрюшинно в дозах 0,5, 5,0 и 50,0 мкг/кг. Контр-
ольным животным вводили эквивалентные объемы физиологического раствора. Анксиолитическую 
активность в ненаказуемых условиях оценивали с использованием приподнятого крестообразного 
лабиринта. В результате исследования установлено, что пептид GHK обладал анксиолитической 
активностью во всех исследуемых дозах. У пептида PGP и GHK-PGP анксиолитического действия 
в рамках данного эксперимента не установлено. Таким образом, можно предположить, что пептид 
PGP полностью нивелирует анксиолитический эффект GHK. Также анксиолитический эффект пол-
ностью отсутствовал у пептидов GHK-P и GHK-VEP, что говорит и о блокировании анксиолитиче-
ского эффекта GHK за счет присоединения к его С-концу пролина и аминокислотной последова-
тельности Val-Glu-Pro. Пептид GHK-GP, наоборот, обладал весьма выраженной анксиолитической 
активностью в дозах 0,5 и 5,0 мкг/кг, что может говорить о потенцировании анксиолитического эф-
фекта GHK за счёт присоединения к нему дипептида Gly-Pro, а также о непосредственном анксио-
литическом действии самого пептида Gly-Pro посредством его прямого либо опосредованного ней-
ротропного действия.

Ключевые слова: регуляторные пептиды, Gly-His-Lys, глипролины, анксиолитический эффект, 
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ANXIOLYTIC EFFECTS OF GHK-GP PEPTIDE  
AND ITS STRUCTURAL ANALOGUES  

IN ELEVATED PLUS MAZE TEST

Marina E. Alferova1,*, Igor I. Bobyntsev1, Anton O. Vorvul1, Anna N. Tenkova1,  
Lyudmila A. Andreeva2, Nikolay F. Myasoedov2

1 Kursk State Medical University of the Ministry of Health Care of Russia 
305041, Russian Federation, Kursk, Karla Marksa Str., 3

2 National Research Centre “Kurchatov Institute” 
123182, Russian Federation, Moscow, Academician Kurchatov Square, 1

Regulatory peptides are currently attracting research interest due to their potential application in the cre-
ation of new drugs. Among them, Gly-His-Lys (GHK) peptide seems to be promising. However, its high 
susceptibility to proteases requires the development of various methods for its protection, such as the addi-
tion of Pro-Gly-Pro (PGP), as well as various proline-containing amino acid sequences, to the C-terminus 
of GHK. The biological effects of the newly formed oligopeptides can differ significantly from those of GHK. 
In this work, we investigate the anxiolytic effects of the GHK-GP (Gly-His-Lys-Gly-Pro) peptide and its 
structural analogs in an elevated plus maze test. The experiments involved 200 male Wistar rats and  the fol-
lowing peptides: GHK, PGP, GHK-PGP, GHK-GP, GHK-P (Gly-His-Lys-Pro), and GHK-VEP (Gly-His-
Lys-Val-Glu-Pro). The peptides were administered intraperitoneally at doses of 0.5, 5.0, and 50.0 μg/kg.  
Animals in the control group were administered equivalent volumes of saline. Anxiolytic activity under 
non-punishable conditions was assessed using an elevated plus maze. GHK peptide was revealed to ex-
hibit anxiolytic activity at all the doses studied. PGP and GHK-PGP peptides did not exhibit anxiolytic 
action in this experiment. Thus, it can be assumed that PGP peptide completely neutralizes the anxio-
lytic effect of  GHK. In addition, the anxiolytic effect was completely absent in the GHK-P and GHK-
VEP peptides, which also indicates the blocking of the anxiolytic effect of GHK due to the attachment 
of proline and the amino acid sequence Val-Glu-Pro to its C-terminus. The GHK-GP peptide, conversely, 
showed a pronounced anxiolytic activity at doses of 0.5 and 5.0 μg/kg, which may indicate the potentiation 
of  the anxiolytic effect of GHK due to the attachment of the Gly-Pro dipeptide, as well as the direct anxio-
lytic effect of the Gly-Pro peptide per se through its direct or indirect neurotropic action.
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Введение
Регуляторные олигопептиды в настоя-

щее время являются перспективными суб-
станциями для последующей разработки 
и производства лекарственных препаратов 
[7], обладая широким спектром биоло-
гических эффектов, в т. ч. способностью 
проникать через гематоэнцефалический 

барьер и оказывать действие на струк-
туры центральной нервной системы [6]. 
К их числу относится пептид GHK, ко-
торый входит в аминокислотную после-
довательность коллагена первого типа, 
высвобождается при повреждении тканей, 
обладает сродством к меди и оказывает сти-
мулирующее действие на синтез коллагена,  
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гликозамингликанов, протеогликана деко-
рина, оказывает модулирующее влияние 
на активность металлопротеиназ и антипро-
теиназ, играет существенную роль в поддер-
жании баланса между протеолизом и нако-
плением белков и способствует ускорению 
заживления ран [8, 10]. Также эксперимен-
тально было установлено, что пептид GHK, 
а также пептиды, содержащие данную 
аминокислотную последовательность, сти-
мулируют восстановление и иннервацию 
в поврежденных тканях за счет стимуляции 
нейротрофических факторов [9].

В предыдущих исследованиях нами был 
установлен анксиолитический эффект GHK 
[2], а также его влияние на болевую чувст-
вительность [1]. В данном случае с целью 
повышения устойчивости пептида к дег-
радирующему действию протеаз была ис-
пользована защита его молекулы с исполь-
зованием D-аланина, которая подтвердила 
свою эффективность и при исследовании 
процессов регенерации на модели кожной 
раны [4]. При этом при создании фармако-
логических препаратов на основе коротких 
регуляторных пептидов (семакс, селанк) 
в качестве защиты молекулы от действия 
протеаз использованы пролинсодержащие 
аминокислотные последовательности, ко-
торые, в свою очередь, обладают целым ря-
дом биологических эффектов [5]. Поэтому 
перспективным представляется изучение 
различных модификаций GHK с помощью 
глипролинов.

Цель работы — изучение анксиолити-
ческих эффектов пептида GHK-GP и его 
структурных аналогов в тесте приподнято-
го крестообразного лабиринта.

Материалы и методы
Эксперименты выполнены на 200 кры-

сах-самцах Wistar массой 170–190 г, по-
лученных из SPF-вивария Института ци-
тологии и генетики СО РАН, прошедших 
карантинный контроль вивария Курского 

государственного медицинского универ-
ситета. Животные содержались в клет-
ках по 10 особей в стандартных условиях 
вивария и получали стандартный грану-
лированный корм и воду в свободном до-
ступе при 12-часовом световом режиме 
(12 часов  — свет, 12 часов — темнота) 
и контролируемой температуре (22±2°С). 
Исследования проводили в промежуток 
времени с 9 до 15 ч. С целью предотвраще-
ния стрессорной реакции на взятие в руки 
экспериментатора животных ежедневно 
подвергали процедуре хэндлинга.

Все применимые международные, на-
циональные и/или институциональные 
принципы ухода и использования живот-
ных были соблюдены. Все процедуры про-
водили в соответствии с Директивой ЕС 
о защите животных, используемых в на-
учных целях, — EU Directive 2010/63/EU, 
принятой 22 сентября 2010 г., соответст-
вовали принципам Базельской декларации. 
Эксперименты проводились под контролем 
Этического комитета ФГБОУ ВО «Курский 
государственный медицинский универси-
тет» Минздрава России.

В работе были использованы пептиды, 
синтезированные в лаборатории моле-
кулярной фармакологии пептидов НИЦ 
«Курчатовский институт»: GHK, PGP, GHK-
PGP, GHK-GP, GHK-P, GHK-VEP.

Пептиды растворяли в физ. р-ре и вводи-
ли внутрибрюшинно за 15 мин до начала 
эксперимента в дозах 0,5, 5,0 и 50,0 мкг/кг. 
Контрольным животным вводили экви-
валентные объемы физ. р-ра из расчета 
1 мл/кг массы тела. Были сформированы 
две контрольные группы: в серии опытов 
с GHK, PGP, GHK-PGP и в опытах с GHK-
GP, GHK-P и GHK-VEP.

Анксиолитическую активность в нена-
казуемых условиях оценивали с исполь-
зованием приподнятого крестообразного 
лабиринта (“Panlab Harvard Apparatus”, 
Испания) [3]. Лабиринт состоит из цент-
ральной площадки и крестообразно расхо-
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дящихся от нее под прямым углом четырех 
«рукавов», два противоположных открыты 
(без стенок), а два других — закрыты (име-
ют стенки), приподнят над уровнем пола 
на высоту 1 м. Освещенность во время 
эксперимента составляла 300 люкс для от-
крытых рукавов, 45 люкс для закрытых ру-
кавов и 240 люкс для центральной площад-
ки. Животное предварительно находилось 
2 мин в темной камере, затем его пересажи-
вали в лабиринт на центральную площадку 
головой к открытому «рукаву». В течение 
5 мин с помощью системы видео-трекин-
га SMART Video Tracking System (“PanLab 
Harvard Apparatus”, Испания) регистри-
ровали следующие показатели поведе-
ния животных: число заходов в открытые 
и закрытые «рукава», время пребывания 
в открытых, закрытых «рукавах», а также 
на центральной площадке, число свешива-
ний с открытых «рукавов», пройденная ди-
станция в открытых «рукавах», в закрытых 
«рукавах», а также на центральной площад-
ке лабиринта.

Статистическую обработку полученных 
данных проводили с использованием про-
граммы STATISTICA 10 (“Statsoft”, США). 
Характер распределения признаков в ста-
тистической выборке определяли с помо-
щью критерия Шапиро — Уилка. С учетом 
непараметрического характера распреде-
ления признаков значимость полученных 
результатов оценивали с применением не-
параметрического однофакторного диспер-
сионного анализа с помощью критериев 
Краскела — Уоллиса и Манна — Уитни. 
Полученные результаты представлены 
в виде медианы (Me) и квартилей Q1 и Q3. 
Результаты считали статистически значи-
мыми при p≤0,05.

Результаты и их обсуждение
Установлено, что после введения пепти-

да GHK в дозе 0,5 мкг/кг массы тела общее 
время в закрытых «рукавах» лабиринта 
было существенно (в 1,6 раза) меньше, чем 

в контрольной группе (p=0,022), а среднее 
число свешиваний с открытых участков ла-
биринта превышало их число в контроль-
ной группе более чем в два раза (р=0,047) 
(табл. 1). Среднее время в открытых «ру-
кавах» существенно превышало анало-
гичный показатель в контрольной группе, 
однако данные различия были статистиче-
ски не значимыми (р=0,068). Увеличение 
пройденной дистанции в открытых «рука-
вах» у животных, получивших пептид GHK 
в дозе 0,5 мкг/кг, также не было статистиче-
ски значимым (р=0,068). У животных, по-
лучавших пептид GHK в дозе 50 мкг/кг, от-
мечалось значимое увеличение дистанции 
(р=0,038) и общего времени нахождения 
в открытых «рукавах» лабиринта (р=0,038) 
по сравнению с аналогичными показателя-
ми контрольной группы. Данные результа-
ты свидетельствует о наличии анксиолити-
ческого эффекта пептида GHK в дозах 0,5 
и 50,0 мкг/кг при наибольшей его выражен-
ности в дозе 50,0 мкг/кг. После введения 
пептида GHK в дозе 5,0 мг/кг наблюда-
лось увеличение общего времени (р=0,045) 
и общей дистанции в центре лабиринта 
(р=0,018). Таким образом, животные дан-
ной группы предпочитали оставаться 
на центральной площадке и не выбирали 
более темный закрытый «рукав» лабирин-
та, что может также указывать на наличие 
анксиолитического эффекта пептида.

В группе животных, получавших пептид 
PGP в дозах 0,5 и 50,0 мкг/кг, статисти-
чески значимых отличий от контрольной 
группы не обнаружено. После введения 
PGP в дозе 5,0 мкг/кг общее время на цен-
тральной площадке превышало таковое 
в контрольной группе в 1,9 раза (р=0,012). 
При этом дистанция в центре у животных 
данной группы также была увеличена, од-
нако данные различия не были статистиче-
ски достоверными (р=0,062). Таким обра-
зом, анксиолитические эффекты у пептида 
PGP в данном случае не были выявлены. 
Пептид GHK-PGP во всех использованных 
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дозах не оказывал влияния на исследован-
ные показатели поведения в лабиринте.

В группе, получавшей пептид GHK-GP 
в дозе 0,5 мкг/кг, уменьшалось общее время 
в закрытых «рукавах» (в 1,8 раза, р=0,015) 
при значительном его увеличении в откры-
тых «рукавах» (в 9,3 раза, р=0,016) (рис. 1). 
Общая пройденная дистанция в открытых 

«рукавах» (р=0,016) и в центре лабиринта 
(р=0,033) (рис. 2), число заходов живот-
ных в открытые «рукава» (р=0,028) (рис. 3) 
также существенно превышали их зна-
чения в контрольной группе. Увеличение 
числа свешиваний с края открытых «ру-
кавов» лабиринта (р=0,024) у животных 
данной группы может свидетельствовать 

Рис. 1. Анксиолитический эффект пептида GHK-GP (общее время нахождения в открытых «рукавах», закры-
тых «рукавах» и в центре), Me (Q1–Q3).
Fig. 1. Anxiolytic effect of GHK-GP peptide (total time spent in open arms, closed arms, and in the center), Me (Q1–Q3).

Рис. 2. Анксиолитический эффект пептида GHK-GP (пройденная дистанция в открытых «рукавах», закры-
тых» рукавах» и в центре), Me (Q1–Q3).
Fig. 2. Anxiolytic effect of GHK-GP peptide (distance traveled in open arms, closed arms, and in the center), Me (Q1–Q3).
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Рис. 3. Анксиолитический эффект пептида GHK-GP (число заходов в открытые «рукава», число заходов в за-
крытые «рукава», число свешиваний), Me (Q1–Q3).
Fig. 3. Anxiolytic effect of GHK-GP peptide (number of entries into open arms, number of entries into closed arms, 
number of hangings), Me (Q1–Q3).

о большей исследовательской активности 
в новой обстановке и меньшем стрессор-
ном напряжении. Подобные результаты 
получены в группе животных, получавших 
пептид GHK-GP в дозе 5,0 мкг/кг: общая 
пройденная дистанция в открытых «рука-
вах» и в центре лабиринта существенно 
превышала контрольные значения (р=0,005 
и р=0,007 соответственно) на фоне тенден-
ции к снижению общей дистанции в за-
крытых «рукавах» (р=0,081). Общее время 
нахождения в центре (р=0,022) и открытых 
«рукавах» (р=0,002) значимо превышало 
таковое в контрольной группе (в 4,5 и в 9,3 
раза соответственно), тогда как время в за-
крытых «рукавах» было в два раза меньше 
(р=0,010). Также у животных данной группы 
отмечались более частые свешивания с края 
открытых участков лабиринта (р=0,027). 
Полученные данные свидетельствуют о вы-
раженном анксиолитическом эффекте пеп-
тида GHK-GP в дозах 0,5 и 5,0 мкг/кг. В дозе 
50,0 мкг/кг какой-либо статистически зна-
чимый эффект исследуемых показателей 

отсутствовал. В основе данного эффекта 
может лежать ряд механизмов, обусловлен-
ных как молекулой GHK-GP, так и образую-
щейся в результате протеазной деградации 
последовательности Gly-Pro. Таким обра-
зом, пептид GHK-GP в дозах 0,5 и 5,0 мкг/кг 
при ненаказуемом поведении в приподня-
том крестообразном лабиринте оказывает 
выраженное анксиолитическое действие.

У животных, получавших пептид GHK-P 
в дозе 0,5 мкг/кг, наблюдалось большее 
количество заходов в открытые «рукава» 
лабиринта (р=0,049) на фоне тенденции 
к уменьшению общего времени в закрытых 
«рукавах» (р=0,080) (табл. 2). В группе, по-
лучавшей GHK-P в дозе 5,0 и 50,0 мкг/кг,  
все исследованные показатели сущест-
венно не изменялись. Пептид GHK-VEP 
во всех использованных дозах анксиолити-
ческого действия не оказывал.

Заключение
Пептид GHK в дозах 0,5; 5,0 и 50,0 мкг/кг  

обладал анксиолитическим эффектом, 
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Таблица 2. Анксиолитический эффект пептидов GHK-P, GHK-VEP у крыс в тесте приподнятого крестообраз-
ного лабиринта, Me (Q1–Q3)
Table 2. Anxiolytic effect of GHK-P and GHK-VEP peptides in rats in an elevated plus maze test, Me (Q1–Q3)

Показатель Контроль 
GHK-P  

0,5  
мкг/кг

GHK-P  
5,0 мкг/кг

GHK-P  
50,0 мкг/кг

GHK-VEP 
0,5 мкг/кг

GHK-VEP 
5,0 мкг/кг

GHK-VEP 
50,0 мкг/кг

Заходы в открытые 
«рукава»

0 (0–2) 2 (1–4)* 0 (0–0) 1 (0–5) 1 (0–3) 2 (0–3) 1 (0–3)

Заходы в закрытые 
«рукава»

5 (1–21) 11 (3–12) 9 (6–12) 6,5 (6–30) 11 (8–15) 7 (2–23) 8 (4–10)

Время в открытых 
«рукавах» (сек)

5,9 (0–19) 15,0 
(5,2–36,6) 0,7 (0–7,1) 3,7 (0–24) 17,1 (0–45,5) 3,9 (0–15,8) 21,2 (0–30,2)

Время в закрытых 
«рукавах» (сек)

269,6  
(190,6–287,1)

232,5  
(153–249,2)

256,3  
(226,3–269,3)

252,6  
(106,5–295,9)

230,2  
(192,2–281,1)

213,6  
(174,5–293,7)

252,8  
(244,6–285,5)

Время в центре (сек)
24,3  

(8,4–89,9)
58,4  

(31,0–71,6)
42,8  

(19,6–53,9)
44,1  

(4,1–94,5)
44  

(10,2–87,1)
68,1  

(6,3–110,1)
20,2  

(14,4–35,1)

Свешивания 2 (0–4) 3 (3–5) 2 (0–5) 1 (0–7) 4,5 (2–9) 5,5 (1–6) 3 (1–5)

Дистанция в открытых 
«рукавах» (см)

28,9 (0–73,5) 91,2  
(17,3–107,4) 3,3 (0–38) 14,7  

(0–141,8)
103,5  

(0–168,3)
11,4  

(0–82,9)
72,9  

(0–174,5)

Дистанция в закрытых 
«рукавах» (см)

901  
(814,4–1303,8)

858,9  
(683,9–1102,3)

690,2  
(603,9–923,5)

882,4  
(484,9–1008,2)

832,7  
(643,9–
1322,6)

865  
(617,6–1036,5)

916,7  
(734,3–

10312,7)

Дистанция в центре 
(см)

92,9  
(51,65–219,4)

176,2  
(115,0–275,8)

129,2  
(83,1–246,1)

192,1  
(21,7–380,3)

198,4  
(68,4–286,6)

209,8  
(37–435.4)

88,7  
(74,3–149,8)

что согласуется с данными предыдущих 
исследований [2]. Пептид GHK-GP ока-
зывает выраженное анксиолитическое 
действие в дозах 0,5 и 5,0 мкг/кг, что сви-
детельствует о его потенцировании эффек-
тов GHK при присоединении к ее С-концу 
аминокислотной последовательности Gly-
Pro. При этом анксиолитическое действие 

пептидов PGP, GHK-PGP, GHK-P и GHK-
VEP не было выявлено. Следовательно, 
пептидные последовательности PGP, VEP 
и аминокислота пролин при присоедине-
нии к С-концу трипептида GHK полностью 
нивелируют его анксиолитический эффект 
в тесте с ненаказуемым поведением в при-
поднятом крестообразном лабиринте.
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МОДЕЛЬ ГЕСТАЦИОННОГО САХАРНОГО ДИАБЕТА  
И ЕЕ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ ВАЛИДАЦИЯ

А.С. Соломина*, К.С. Качалов, А.В. Родина, А.Д. Дурнев, Л.Г. Колик
ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий» 

125315, Российская Федерация, Москва, Балтийская ул., 8

В предшествующих исследованиях было показано, что сочетанное воздействие кратковременной 
пищевой нагрузки и внутрибрюшинного введения неионогенного сурфактанта тилоксапола во вто-
рой половине беременности крыс приводит к нарушению толерантности к глюкозе при ее нормаль-
ном уровне натощак или умеренном повышении в крови, что можно расценить как состояние, соот-
ветствующее гестационному сахарному диабету (ГСД), при котором возникают повреждения ДНК 
в клетках эмбрионов и нарушения пре- и постнатального развития потомства крыс. Предполагаемая 
биомодель ГСД требовала фармакологической верификации, которая была выполнена с использо-
ванием гипогликемических препаратов метформина и глимепирида. Препараты вводили с первого 
дня беременности перорально в 1% растворе крахмала. Оценивали способность каждого из них 
снижать или устранять нарушение толерантности к глюкозе и/или умеренную гипергликемию, от-
клонения в развитии потомства, повреждения ДНК в эмбриональных тканях, изменения мышеч-
ного тонуса и формирования безусловных рефлексов в неонатальном периоде, а также поведение 
взрослого потомства в тестах «Приподнятый крестообразный лабиринт», «Распознавание нового 
объекта», «Открытое поле» и других. Метформин в дозе 250 мг/кг проявил слабовыраженную спо-
собность снижать нарушение толерантности к глюкозе у беременных крыс и уменьшать уровни 
повреждений ДНК в эмбриональных клетках и был практически неактивен в других тестах. Гли-
мепирид в дозе 4 мг/кг эффективно устранял нарушение углеводного обмена у беременных крыс, 
снижал поврежденность ДНК в клетках печени и мозга плодов, повышал выживаемость потомства 
и корректировал поведенческие отклонения у потомства. Таким образом, полученные результаты 
свидетельствуют о пригодности рассматриваемой экспериментальной модели для поиска средств 
фармакологической коррекции ГСД и его осложнений у потомства.

Ключевые слова: гестационный сахарный диабет, ДНК-повреждения, фетотоксичность, мет-
формин, глимепирид, крысы
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Previous studies have shown the combined effect of short-term nutritional intake and intraperitoneal ad-
ministration of the nonionic surfactant tyloxapol in the second half of pregnancy in rats on impaired glucose 
tolerance at its normal fasting level or a moderate increase in blood. This can be regarded as a condition 
corresponding to gestational diabetes mellitus (GDM), in which DNA damage occurs in embryo cells along 
with the disorders of the pre- and postnatal development of rat offspring. The proposed GDM biomodel 
had required pharmacological verification, which was performed in our study using hypoglycemic drugs 
metformin and glimepiride. The drugs were administered orally from the first day of pregnancy in a 1% 
starch solution. We assessed the capacity of each drug to reduce or eliminate impaired glucose tolerance 
and/or moderate hyperglycemia, developmental abnormalities in offspring, DNA damage in embryonic tis-
sues, changes in muscle tone, and formation of unconditioned reflexes in the neonatal period. The behavior 
of adult offspring was assessed using elevated plus maze, novel object recognition, open field, and others 
tests. Metformin at a dose of 250 mg/kg showed a weak capacity to reduce impaired glucose tolerance 
in pregnant rats and to reduce DNA damage levels in embryonic cells, showing no action in other tests. 
Glimepiride at a dose of 4 mg/kg effectively eliminated carbohydrate metabolism disorders in pregnant rats, 
reduced DNA damage in fetal liver and brain cells, increased offspring survival, and corrected behavioral 
abnormalities in offspring. Thus, the results obtained indicate the feasibility of the analyzed experimental 
model when searching for means of pharmacological correction of GDM and its complications in offspring.
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Введение
Согласно статистическим данным 

Международной федерации диабета (IDF) 
гестационный сахарный диабет (ГСД) 
в 2021 году выявлен у 16% беременных 
в мире [25]. Развитие ГСД может проис-
ходить при чрезмерном влиянии неблаго-
приятных средовых факторов, нарушении 
гомеостаза в организме беременной либо 
в результате комбинации внешних (экто-) 
и внутренних (эндо-) факторов, которые 
можно обозначить как «эндо-/экто-экспо-
сом» (рис. 1). ГСД опасен для материнского 
организма и потомства риском последую-
щих метаболических, сердечно-сосудистых 
патологий и нейроповеденческими наруше-
ниями, такими как тревожные расстройства 
[14], снижение интеллектуального разви-
тия, расстройства аутистического спектра, 
синдром дефицита внимания и гиперак-
тивности [15, 22]. Степень выраженности 

осложнений ГСД у потомства широко варь-
ирует вплоть до инвалидизации.

Феномен ГСД активно и широко ис-
следуется, лечение этого заболевания 
не имеет общепризнанных подходов. Чаще 
всего предлагаются изменения образа 
жизни (диета и физическая активность) 
с или без инсулинотерапии. Оба подхо-
да имеют ряд недостатков, среди которых 
низкая комплаентность терапии и высокий 
риск гипогликемии [2].

Актуальность поиска лекарственных 
средств для предупреждения и терапии 
ГСД неоднократно отмечалась в литерату-
ре [10]. Подобная работа может строиться 
на экспериментальных исследованиях с ис-
пользованием релевантных и верифициро-
ванных биологических моделей ГСД. Ранее 
нами была предложена модель ГСД у крыс 
с применением кратковременной пищевой 
высококалорийной нагрузки и введением 
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неионогенного сурфактанта тилоксапола 
во второй половине беременности при раз-
ных режимах, отражающая основные па-
тогномонические признаки заболевания 
[16]. Дополнительно к этому оценивали 
уровни повреждений ДНК, которые в ряде 
работ клинического профиля отмечаются 
при перманентной и транзиторной гипер-
гликемии [7].

Цель работы — фармакологически ве-
рифицировать модель ГСД с использовани-
ем лекарственных препаратов метформи-
на и глимепирида, широко используемых 
при лечении сахарного диабета 2-го типа.

Материалы и методы
Самок крыс Wistar (m=200–220 г, 8–10 

недель) из питомника филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России содержали 
и использовали в эксперименте согласно 
требованиям национальных и междуна-

родных стандартов [3, 4, 9] и локальной 
этической Комиссии ФГБНУ «ФИЦ ориги-
нальных и перспективных биомедицинских 
и фармацевтических технологий».

ГСД моделировали содержанием крыс 
на высококалорийной диете (ВКД), состо-
ящей из корма с 57% животного жира, 12% 
углеводов и 10% р-ра сахарозы в качестве 
источника жидкости, 4 недели до бере-
менности и 3 недели на протяжении бе-
ременности. Первый день беременности 
(ДБ) определяли по наличию спермато-
зоидов в вагинальном мазке. Животным 
внутрибрюшинно вводили тилоксапол 
(Triton WR-1339, CAS Number: 25301-02-4,  
Sigma-Aldrich) в дозе 200 мг/кг трехкрат-
но на 14, 17 и 20 ДБ или четырехкратно 
на 14, 16, 18 и 20 ДБ. Многократность 
введения тилоксапола обусловлена обра-
тимостью гиперлипидемического и гипер-
гликемического эффектов, длительность 
которой составляет 48 ч [10]. Контрольную 

Рис. 1. Риск развития гестационного сахарного диабета под влиянием экто- и эндо-экспосома (модифи-
цировано по: Valero P., et al. Exposome and foetoplacental vascular dysfunction in gestational diabetes mellitus. 
Molecular Aspects of Medicine. 2022;87:101019).
Fig. 1. Risk of developing gestational diabetes mellitus under the influence of ecto- and endo-exposome (modified 
from: Valero P., et al. Exposome and foetoplacental vascular dysfunction in gestational diabetes mellitus. Molecular 
Aspects of Medicine. 2022;87:101019).
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группу крыс содержали на стандартном 
корме и фильтрованной воде ad libitum, 
фосфатно-солевой буфер вводили внутри-
брюшинно в аналогичные ДБ.

В исследовании использованы гипогли-
кемические препараты метформин в дозе 
250 мг/кг (Сиофор® 500, ООО «Берлин-
Хеми/А.Менарини», Россия) из группы 
бигуанидов и глимепирид в дозе 4 мг/кг 
(«Вертекс», Россия), производное сульфо-
нилмочевины третьего поколения. Дозы пре-
паратов для крыс соответствовали терапев-
тическим, рекомендуемым при лечении СД 
2-го типа у человека. Расчет доз проводили 
с учетом действующего вещества и с при-
менением коэффициента пересчета исходя 
из поверхности тела [1]. Метформин или гли-
мепирид в виде суспензии 1% крахмала вво-
дили ежедневно перорально с 1 ДБ в объ- 
еме 0,5 мл/200 г массы тела. Оценку влияния 
метформина и глимепирида на нарушение 
толерантности к глюкозе, уровень ДНК-
повреждений и антенатальные нарушения 
проводили на модели ГСД с четырехкратным 
введением тилоксапола, тогда как действие 
препаратов на постнатальные отклонения 
определяли в модели ГСД с трехкратным 
введением тилоксапола. Выбранные режимы 
моделирования ГСД подробно обсуждались 
в предыдущей публикации [8] и связаны 
с увеличением неонатальной гибели потом-
ства, развивающегося на фоне ГСД.

На 21 ДБ у животных определяли уро-
вень глюкозы натощак и оценивали толе-
рантность к глюкозе проведением вну-
тривенного глюкозотолерантного теста 
(ВГТТ) [12] с использованием глюкометра 
Diacont (Россия) в точках 0, 10, 60 мин.

Часть животных, которым вводили ти-
локсапол трехкратно, оставляли для полу-
чения потомства. Крыс, которые получали 
тилоксапол четырехкратно, подвергали не-
кропсии для оценки антенатального разви-
тия потомства [6].

ДНК-повреждения регистрировали ме-
тодом ДНК-комет в щелочной версии [5], 

забирая биоматериал у трёх плодов из по-
мета с последующим анализом не менее 
100 ДНК-комет с использованием про-
граммного обеспечения CASP1.2.2.

У потомства в раннем постнатальном пе-
риоде исследовали сенсорно-двигательные 
рефлексы «переворачивания на плоскости» 
и «избегания края» и мышечный тонус в те-
сте «горизонтальная веревочка» на 5-й день 
жизни (ПНД5). У взрослого потомства са-
мок и самцов после ПНД60 оценивали пове-
дение в тестах «Приподнятый крестообраз-
ный лабиринт» (ПНД65), «Распознавание 
нового объекта» (ПНД70), «Открытое 
поле» (ПНД73), «Y-лабиринт с пищевым 
подкреплением» (ПНД80) [8, 11].

Статистическую обработку проводили 
с использованием демоверсии програм-
мы GraphPad Prism. Нормальность рас-
пределения данных проверяли оценивали 
критерием Шапиро — Уилкса. При нега-
уссовском распределении данных исполь-
зовали ранговый критерий Манна — Уитни 
и Краскела — Уоллиса с дальнейшей обра-
боткой методом множественных сравнений 
по Данну. Сравнение частотных показа-
телей зависимых выборок осуществляли 
с применением точного критерия Фишера. 
Различия между группами считали стати-
стически значимыми при p<0,05.

Результаты и их обсуждение
У животных контрольной группы со-

держание глюкозы в крови составило 
4,4 ммоль/л. У крыс с ГСД выявлено зна-
чимое повышение глюкозы до 5,8 ммоль/л 
при трехкратном введении тилоксапола 
и до 7,6 ммоль/л при его четырехкратном 
применении. Умеренная гипергликемия, ха-
рактерная для ГСД, достоверно снижалась 
введением метформина и глимепирида до 6,1 
и 5,7 ммоль/л соответственно при сравнении 
с концентрацией глюкозы в крови при четы-
рехкратном введении тилоксапола.

Результаты проведения ВГТТ отражены 
на рис. 2. Расчетные величины площади 
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под кривой (AUC) при трехкратном и четы-
рехкратном введении тилоксапола значимо 
превышали показатели контрольной груп-
пы. В совокупности с повышением глюко-
зы в крови натощак до умеренных значений 
нарушение толерантности к глюкозе позво-
ляет констатировать развитие у беремен-
ных крыс состояния, характерного для ГСД.

На рис. 3 представлен внешний вид 
плодов при макроскопическом осмотре 
на 21 ДБ. В модели ГСД, а также после ис-
пользования метформина в дозе 250 мг/кг 
на фоне ГСД обнаруживались погибшие 
на позднем сроке плоды (1–2 мертвых пло-
да в помете) (рис. 3В), в то время как у жи-
вотных, получавших глимепирид в дозе 
4 мг/кг, погибших плодов не обнаружива-
лось (рис. 3С). При внешнем осмотре жи-
вых плодов аномалий развития не выявлено 
ни в одной из групп.

После макроскопического осмотра у пло-
дов забирали биоматериал для оценки уровня 
ДНК-повреждений. В модели ГСД при четы-
рехкратном введении тилоксапола показа-
тель «% ДНК в хвосте» значимо повышался 
в 2,9 раза в плаценте, в 2,4 раза в печени пло-
дов и в 2,5 раза в мозге плодов по сравнению 
с контрольными данными (рис. 4). При ис-
пользовании метформина в дозе 250 мг/кг 
показатели поврежденности ДНК во всех 
исследованных образцах были незначитель-
но и не значимо ниже, чем при ГСД, и дос-
товерно превышали контрольные значения.

Глимепирид в дозе 4 мг/кг значимо и пра-
ктически полностью устранял генотокси-
ческий эффект в печени плодов, снижая 
регистрируемые показатели 2,7 раза, в моз-
ге плодов — 4,1 раза по сравнению экспе-
риментальной группой ГСД, но не снижал 
поврежденность ДНК в плаценте.

Рис. 2. Влияние метформина и глимепирида на нарушение толерантности к глюкозе в модели ГСД на 21-й 
день беременности.
Примечание: ТИЛ 3х — трёхкратный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; ТИЛ 4х — четырёхкрат-
ный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; ГЛ — глимепирид; МЕТ — метформин; AUC — площадь 
под кривой; данные представлены в виде медиан групп; значимые межгрупповые различия при * — p≤0,05,  

*** — p≤0,001, **** — p≤0,0001.
Fig. 2. Effects of metformin and glimepiride on impaired glucose tolerance in the GDM model on the 21st day of ges-
tation.
Note: ТИЛ 3х —triple administration of tyloxapol at a dose of 200 mg/kg; ТИЛ 4х — four-time regimen of tyloxapol 
administration at a dose of 200 mg/kg; ГЛ — glimepiride; MET — metformin; AUC — area under the curve; data 
are presented as median groups; significant intergroup differences at * — p≤0.05, *** — p≤0.001, **** — p≤0.0001.
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Рис. 3. Внешний макроскопический осмотр плодов на 21-й день беременности.
Примечание: А — плод контрольной группы; В — тилоксапол трехкратно; С — глимепирид. 1 — живой плод 
контрольной группы, 2 — плацента живого плода контрольной группы, 3 — погибший плод опытной группы 
ГСД, 4 — плацента погибшего плода опытной группы ГСД, 5 — живые плоды из группы, получавшей глимепи-
рид на фоне ГСД, 6 — плацента живых плодов из группы, получавшей глимепирид на фоне ГСД.
Fig. 3. External macroscopic examination of fetuses on the 21st day of gestation.
Note: A — fetus of the control group; B — triple administration of tyloxapol; C — glimepiride. 1 — live fetus of the 
control group, 2 — placenta of the live fetus of the control group, 3 — dead fetus of the experimental GDM group, 
4 — placenta of the dead fetus of the experimental GDM group, 5 — live fruits from the group with GDM receiving 
glimepiride, 6 — placenta of live fruits from the group with GDM receiving glimepiride.

Рис. 4. Влияние метформина и глимепирида на уровень поврежденности ДНК при ГСД на 21-й день беременности.
Примечание: ТИЛ 4х — четырёхкратный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; ГЛ — глимепи-
рид; МЕТ — метформин. Данные представлены в виде медиан групп; значимые межгрупповые различия при  

* — p≤0,05, ** — p≤0,01.
Fig. 4. Effects of metformin and glimepiride on the level of DNA damage in GDM on the 21st day of gestation.
Note: ТИЛ 4х — four-time regimen of tyloxapol administration at a dose of 200 mg/kg; ГЛ — glimepiride; MET — 
metformin. Data are presented as median groups; significant intergroup differences at * — p≤0.05, ** — p≤0.01.
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Рис. 5. Результаты исследования раннего постнатального развития потомства на фоне ГСД в тесте «от-
ползание от края» (А) и «горизонтальная веревочка» (В).
Примечание: ТИЛ 3х — трёхкратный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; ГЛ — глимепирид; дан-
ные представлены в виде медиан групп; значимые межгрупповые различия при * — p≤0,05, **** — p≤0,0001 
при сравнении с контрольной группой; # p≤0,05 — при сравнении с группой ГСД.
Fig. 5. Data on early postnatal development of offspring in the setting of GDM in the “crawling away from the edge” 
(A) and “horizontal rope” (B) tests.
Note: ТИЛ 3х — triple administration of tyloxapol at a dose of 200 mg/kg; ГЛ — glimepiride; data are presented 
as median groups; significant intergroup differences at * — p≤0.05, **** — p≤0.0001 when compared with the control 
group; # p≤0.05 when compared with the GDM group.

На рис. 5 отражены данные по наблюде-
нию за ранним постнатальным периодом 
развития потомства. У крысят от крыс 
с ГСД при трехкратном введении тилокса-
пола наблюдалось значимое снижение мы-
шечного тонуса в тесте «горизонтальная 
веревочка». При введении глимепирида 
в дозе 4 мг/кг время удерживания на «го-
ризонтальной веревочке» достоверно по-
вышалось у крысят модельной группы ГСД.

Становление рефлекса «переворачивание 
на плоскости» отмечено у 100,0% крысят 
контрольной группы, у 86,8% крысят, по-
лученных от самок с ГСД, и у 85,1% кры-
сят от самок с ГСД, получавших глимепи-
рид в дозе 4 мг/кг, однако эти результаты 
не были статически значимыми. Рефлекс 
«оползание от края» был сформирован 
у 72% крысят контрольной группы. У кры-
сят от самок с ГСД этот показатель соста-
вил 53% и был достоверно ниже контроль-
ного. Введение глимепирида в дозе 4 мг/кг 
значимо повышало долю крысят, отползав-
ших от края, до 80% (рис. 5).

У этого же потомства крыс после 60 ПНД 
оценивали поведенческий статус. Самки 
опытной группы с ГСД в тесте ПКЛ харак-
теризовались повышением тревожности, 
значимо меньше пребывая в открытых «ру-
кавах» и больше времени находясь в закры-
тых «рукавах» лабиринта.

Глимепирид в дозе 4 мг/кг достоверно 
повышал время нахождения в открытых 
«рукавах» и снижал время пребывания в за-
крытых, что является свидетельством сни-
жения тревожности самок потомства.

В тесте РНО самки потомства от крыс 
с ГСД демонстрировали нарушение непро-
странственной кратковременной памяти, 
проводя больше времени у знакомого объ-
екта. На фоне введения глимепирида в дозе 
4 мг/кг у крыс возрастал интерес к новому 
объекту, и индекс распознавания нового 
объекта повышался до регистрируемого 
в контрольной группе.

Поведение самок потомства из группы 
с ГСД в тесте ОП характеризовалось зна-
чимым снижением горизонтальной двига-
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тельной активности, указывая на повыше-
ние стрессируемости животных в новой 
обстановке. Применение глимепирида по-
вышало горизонтальную двигательную ак-
тивность в незнакомой среде (p<0,05).

В тесте Y-ПП у самок на фоне ГСД реф-
лекс на условный стимул (пищу) при депри-
вации формировался медленнее по сравне-
нию с контрольной группой. Эти крысы 
неохотно обследовали лабиринт в поисках 
пищи, что проявлялось увеличением вре-
мени до нахождения пищи, что отчасти 
может обуславливаться повышенной тре-
вожностью и стрессируемостью, затруд-
няющими адаптацию в новой обстановке. 
Значимое увеличение времени до достиже-
ния пищевого подкрепления у этих самок 
регистрировалось и на последнем, третьем 
дне тестирования.

Глимепирид в дозе 4 мг/кг повышал  
обучаемость животных в ответ на услов-
ный стимул, и время, затраченное крыса-
ми на поиск пищи в лабиринте, в послед-
ний день тестирования было сопоставимо 
с контрольными показателями (рис. 6).

Результаты оценки поведения самцов 
потомства от крыс с ГСД представлены 
на рис. 7. В используемых тестах самцы по-
томства демонстрировали схожие с самка-
ми поведенческие отклонения. Так, в тесте 
ПКЛ у самцов опытной группы ГСД заре-
гистрировано значимое снижение времени 
пребывания в открытых «рукавах».

Глимепирид в дозе 4 мг/кг достовер-
но повышал время, проведенное сам-
цами в открытых «рукавах» лабиринта, 
что указывало на снижение тревожности. 
Кратковременная непространственная па-
мять самцов потомства, определяемая по ИР, 
была значимо ниже у контрольных живот-
ных. При использовании глимепирида зна-
чение индекса распознавания повышалось 
по сравнению с опытной группой ГСД, 
что, однако, не было статистически значимо.

В тесте ОП у самцов аналогично сам-
кам потомства от крыс с ГСД наблю-
далось достоверное уменьшение гори-
зонтальной двигательной активности 
в сравнении с контрольной группой, го-
воря о снижении адаптации в незнакомой 

Рис. 6. Влияние глимепирида на поведение самок потомства крыс с ГСД в тесте «Приподнятый крестообраз-
ный лабиринт» (А), «Распознавание нового объекта» (В), «Открытое поле» (С) и «Y-лабиринт с пищевым 
подкреплением» (D).
Примечание: ТИЛ 3х — трёхкратный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; ГЛ — глимепирид; 
ИРНО — индекс распознавания нового объекта; данные представлены в виде медиан групп; значимые 
межгрупповые различия при * — p≤0,05, ** — p≤0,01, *** — p≤0,001, **** — p≤0,0001.
Fig. 6. Effects of glimepiride on the behavior of female offspring of rats with GDM in the “elevated plus maze” (A), 

“novel object recognition” (B), “open field (C), and “Y-maze with food reinforcement” (D) tests.
Note: ТИЛ 3х — triple administration of tyloxapol at a dose of 200 mg/kg; ГЛ — glimepiride; ИРНО — new 
object recognition index; data are presented as median groups; significant intergroup differences at * — p≤0.05,  

** — p≤0.01, *** — p≤0.001, **** — p≤0.0001.
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Рис. 7. Влияние глимепирида на поведение самцов потомства крыс с ГСД в тесте «Приподнятый крестоо-
бразный лабиринт» (А), «Распознавание нового объекта» (В), «Открытое поле» (С) и «Y-лабиринт с пищевым 
подкреплением» (D).
Примечание: ТИЛ 3х — трёхкратный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; ГЛ — глимепирид; 
ИРНО — индекс распознавания нового объекта; данные представлены в виде медиан групп; значимые 
межгрупповые различия при * — p≤0,05, ** — p≤0,01, **** — p≤0,0001.
Fig. 7. The effect of glimepiride on the behavior of male offspring of rats with GDM in the “elevated plus maze” (A), 

“novel object recognition” (B), “open field (C), and “Y-maze with food reinforcement” (D) tests.
Note: ТИЛ 3х — triple administration of tyloxapol at a dose of 200 mg/kg; ГЛ — glimepiride; ИРНО — new 
object recognition index; data are presented as median groups; significant intergroup differences at * — p≤0.05,  

** — p≤0.01, **** — p≤0.0001.

обстановке. Введение глимепирида спо-
собствовало повышению горизонтальной 
активности у самцов опытной группы ГСД 
(p<0,05).

В Y-ПП самцы потомства от крыс с ГСД 
демонстрировали сложность в освоении 
условного рефлекса. Животные затрачива-
ли достоверно больше времени на достиже-
ние пищевого подкрепления, что отчетливо 
проявилось на последнем дне тестирования 
увеличением времени до нахождения пищи. 
Глимепирид значимо снижал этот показа-
тель, нормализовывая адаптационные спо-
собности грызунов.

Таким образом, сочетание кратковремен-
ной высококалорийной пищевой нагрузки 
с внутрибрюшинным введением тилокса-
пола в дозе 200 мг/кг трехкратно или че-
тырехкратно повышает уровень глюкозы 
в крови и нарушает толерантность к глю-
козе у беременных крыс, что сопровожда-
ется возникновением отклонений у потом-
ства. В антенатальном периоде у потомства 
на фоне ГСД увеличивается уровень ДНК-
повреждений в плаценте, печени и голов-
ном мозге и снижается выживаемость. 

В неонатальном периоде у потомства сни-
жается мышечный тонус и замедляется 
формирование безусловных рефлексов. 
Результаты поведенческого тестирова-
ния взрослого потомства от самок с ГСД 
указывают на наличие отклонений, про-
являющихся повышенной тревожностью, 
нарушением кратковременной памяти, 
снижением адаптационных и когнитивных 
способностей, которые согласуются с эпи-
демиологическими данными последствий 
ГСД у потомства [14, 15, 21]. В этой связи 
отдельно следует отметить важность мони-
торинга глюкозы во второй половине бере-
менности и оценки толерантности к глю-
козе, т. к. неблагоприятные последствия 
в неонатальном и постнатальном периодах 
возникают даже при относительно невысо-
кой гипергликемии.

Использование метформина в дозе  
250 мг/кг с 1 ДБ незначительно снижало на-
рушенную при ГСД толерантность к глю-
козе. Показатели поврежденности ДНК 
при введении метформина в дозе 250 мг/кг  
были хоть и немного ниже модельной 
группы ГСД, но значимо превышали  
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контрольные в 2,7 раза в плаценте, в 2,2 раза 
в печени и в 1,5 раза в мозге плодов. Кроме 
того, у крыс с ГСД, получавших метформин, 
регистрировалась низкая выживаемость 
крысят в неонатальном периоде, что не по-
зволило провести дальнейшие наблюдения 
за развитием потомства. Глимепирид в дозе 
4 мг/кг, в отличие от метформина в дозе 
250 мг/кг, эффективно и — в большинст-
ве случаев — до контрольных значений 
уменьшал нарушения у беременных крыс 
и потомства, индуцированные ГСД: устра-
нял нарушение толерантности к глюкозе, 
ДНК-повреждения в эмбриональных клет-
ках, увеличивал выживаемость крысят 
в антенатальном и постнатальном перио-
дах, корректировал изменения поведения 
у взрослого потомства.

Метформин и производное сульфонил-
мочевины первого поколения глибенкла-
мид (Глибурид®) — единственные препа-
раты, изучаемые клинически у беременных 
женщин с ГСД в мировом масштабе [14]. 
Согласно данным [19, 20] при использова-
нии метформина наблюдались благоприят-
ные исходы беременности наряду с быст-
рым гликемическим контролем, особенно 
у пациенток с избыточным весом. Вместе 
с тем неэффективность метформина в каче-
стве монотерапии у женщин с ГСД подтвер-
ждается рядом клинических исследований 
[23] и, согласно рекомендациям авторов, 
требует дополнительной инсулинотерапии 
[2]. Применение глибурида характеризо-
валось наиболее эффективным контролем 
гликемии у беременных с нормальным ве-
сом, но в ряде случаев отмечались неблаго-
приятные исходы беременности [24].

Вместе с этим результаты клиниче-
ских наблюдений весьма противоречи-
вы, что не позволяет однозначно судить 
об эффективности того или иного препара-
та. Кроме того, способность глимепирида 
снижать симптомы и проявления ГСД отме-

чена только в экспериментальных работах 
на СТЗ-модели диабета [18]. Тем не менее 
выявленная способность глимепирида сни-
жать нарушения у крыс с ГСД согласуется 
с клиническими исследованиями по срав-
нению фармакологических эффектов инсу-
лина и производных сульфонилмочевины 
у беременных [13], демонстрирующих их 
сопоставимость в антигипергликемическом 
действии. Однако, принимая во внимание 
удобство применения пероральных лекарст-
венных форм, особенно у беременных, вы-
бор в пользу глимепирида вполне очевиден.

Несмотря на включение в арсенал про-
тиводиабетических средств относительно 
новых и высокоэффективных лекарствен-
ных препаратов из класса агонистов ре-
цептора глюкогоноподобного пептида-1 
(Оземпик®), использование представителей 
этого класса в терапии ГСД не представля-
ется возможным по причине репродуктив-
ной токсичности, проявляющейся задер-
жкой роста плодов, аномалиями скелета 
и внутренних органов у плодов и эмбриоле-
тальностью [17]. Поэтому при выборе стра-
тегий лечения ГСД предпочтение следует 
отдавать препаратам, в отношении которых 
накоплен значительный опыт применения 
у человека, не обладающим материнской 
токсичностью, эмбрио- и фетотоксическим 
действиями.

Заключение
Таким образом, результаты, полученные 

при фармакологической валидации моде-
ли, в целом подтверждают возможность 
ее использования для поиска новых гипо-
гликемических препаратов и/или эффек-
тивных и безопасных стратегий, снижаю-
щих или устраняющих последствия ГСД. 
Кроме того, полученные данные указывают 
на очевидные преимущества глимепирида 
при купировании эффектов ГСД в предла-
гаемой биологической модели.
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«Клеточный состав надпочечников крыс-самцов при введении уретана»
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КЛЕТОЧНЫЙ СОСТАВ НАДПОЧЕЧНИКОВ КРЫС-САМЦОВ  
ПРИ ВВЕДЕНИИ УРЕТАНА

Н.Ю. Тимофеева*, Г.Ю. Стручко, Л.М. Меркулова, О.Ю. Кострова, 
И.С. Стоменская, Е.В. Москвичев

ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова» 
428015, Российская Федерация, Чувашская Республика, Чебоксары, Московский пр-т, 15

Надпочечники представляют собой эндокринный орган, участвующий в регуляции практически 
всех жизненно важных процессов в организме. Работа основных структурных элементов надпо-
чечников — кортикоцитов и хромаффинных клеток — во многом зависит от клеточного микро-
окружения. Известно, что в структуру паренхимы надпочечников входят лимфоциты, макрофаги, 
мастоциты и другие клетки. Уретан является одним из химических стрессоров, который способен 
влиять на структуру надпочечников. В данной статье представлено изучение изменений клеточного 
состава надпочечников при действии уретана. Выявлено, что однократное внутрибрюшинное введе-
ние уретана крысам-самцам приводит к изменениям в структуре надпочечников в виде уменьшения 
числа пролиферирующих клеток и мастоцитов, увеличения числа фибробластов и макрофагов и ин-
фильтрации органа лимфоцитами, преимущественно NK-клетками.
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CELLULAR COMPOSITION OF MALE RAT ADRENAL GLANDS 
UPON URETHANE ADMINISTRATION

Natalia Yu. Timofeeva*, Gleb Yu. Struchko, Larisa M. Merkulova, Olga Yu. Kostrova,  
Irina S. Stomenskaya, Evgenij V. Moskvichev

I.N. Ulyanov Chuvash State University 
428015, Russian Federation, Chuvash Republic, Cheboksary, Moskovskiy Ave., 15

The adrenal glands are an endocrine organ involved in the regulation of almost all vital processes in the body. 
Functioning of the main structural elements of the adrenal glands – corticocytes and chromaffin cells – 
largely depends on the cellular microenvironment. It is known that the structure of the adrenal parenchyma 
includes lymphocytes, macrophages, mastocytes, and other cells. Urethane is a chemical stressor that can 
affect the structure of the adrenal gland. This paper presents a study of the changes in the cellular compo-
sition of the adrenal glands under the administration of urethane. It was found that a single intraperitoneal 
injection of urethane into male rats leads to changes in the structure of the adrenal glands manifested 
in a decreased number of proliferating cells and mastocytes, an increased number of fibroblasts and macro-
phages, and infiltration of the organ with lymphocytes, mainly NK-cells.
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Введение
Надпочечники представляют собой важ-

ный эндокринный орган, который обес-
печивает нейрогуморальную регуляцию 
углеводного, белкового, липидного, водно-
солевого обмена, работу сердечно-сосуди-
стой, иммунной и эндокринной систем [2, 5].  
Надпочечники одними из первых реаги-
руют на любое воздействие внутренней 
или внешней среды. Помимо адренокорти-
коцитов, в паренхиме надпочечников выяв-
ляются макрофаги, лимфоциты, мастоциты 
и клетки — предшественники адренокорти-
коцитов. Все типы клеток, присутствующие 
в железе, оказывают влияние на адрено-
кортикоциты [21, 32]. Эти взаимодействия 
осуществляются чаще всего через биологи-
чески активные пептиды и катехоламины, 
преимущественно за счет их прямого дей-
ствия на соседние клетки или паракринным 
путем. Возникающие в результате взаимо-
действия процессы играют важную роль 
в регуляции функций клеток надпочечни-
ков, включая пролиферацию, дифферен-
цировку, функционирование и апоптоз эн-
докринных клеток, как в физиологических, 
так и в патологических условиях [21, 32].

Показано существование стволовых кле-
ток, расположенных в капсуле, и клеток-
предшественников, смешанных с класте-
рами клеток, продуцирующих альдостерон 
в клубочковой зоне, в частности в надпо-
чечниках человека и мыши [20, 25]. Кроме 
того, пролиферирующие Ki-67+-клетки 
были обнаружены в пучковой зоне в надпо-
чечниках мыши, крысы и человека [7].

Различные типы иммунных клеток, вклю-
чая макрофаги, лимфоциты и мастоциты, 
способны проникать в кору надпочечни-
ков человека в периваскулярных областях, 
рядом со стероидогенными клетками [9]. 
Они участвуют в контроле функции надпо-
чечников за счет высвобождения факторов 
роста для клеточной пролиферации и унич-
тожения апоптотических клеток. Известно 
также, что иммунные клетки регулируют 
секрецию стероидов, в частности при сеп-
сисе [10, 14, 15].

Мастоциты повсеместно распростране-
ны в организме и играют решающую роль 
при аллергических заболеваниях, реакци-
ях иммунитета и воспалении [30]. В над-
почечниках мастоциты, положительные 
на CD117 и триптазу и окрашивающиеся 
толуидиновым синим, визуализируют-
ся под соединительнотканной капсулой 
и в клубочковой зоне, что, вероятнее всего, 
связано с продукцией фактора роста в этой 
области [9, 23].

Макрофаги составляют основную субпо-
пуляцию иммунных клеток, локализация 
которых зависит от пола, главным образом 
от наличия Х-зоны коры надпочечников. 
Инфильтрация коркового вещества над-
почечников макрофагами была замечена 
в надпочечниках человека, крысы и мыши 
[6, 13]. Макрофаги с ультраструктурными 
характеристиками лизосомальной актив-
ности особенно многочисленны в пучко-
вой и сетчатой зонах, причем последняя 
является областью с высоким уровнем 
апоптоза клеток [6]. У крыс плотность  
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макрофагов в пучковой и сетчатой зонах 
увеличивается с возрастом и после лечения 
дексаметазоном, вызывая регрессию коры 
[6]. Усиление активности макрофагов мо-
жет привести к удалению стероидогенных 
мертвых клеток посредством процесса фа-
гоцитоза и атрофии коры в ответ на лече-
ние глюкокортикоидами [6]. Сообщалось 
как о воспалении, так и об инфильтрации 
CD68+-макрофагами при аденомах, про-
дуцирующих кортизол [18], что позволяет 
предположить, что этот тип иммунных кле-
ток может контролировать рост опухоли 
надпочечников [26].

Многочисленные исследования проде-
монстрировали присутствие лимфоцитов 
вблизи клеток коры надпочечников чело-
века, что способствует паракринным свя-
зям между двумя типами клеток. Показано, 
что цитокины, высвобождаемые лимфо-
цитами, модулируют стероидогенез над-
почечников, в частности для адаптации 
секреции глюкокортикоидов к инфекци-
онному стрессу [22]. Лимфоциты стиму-
лируют секрецию андрогенов клетками 
сетчатой зоны [34]. Более того, была обна-
ружена большая популяция Т-лимфоцитов, 
ассоциированных с обширным разруше-
нием паренхимы надпочечников у паци-
ентов с болезнью Аддисона, возникающая 
в результате выработки аутоантител против 
стероидогенного фермента 21-гидроксила-
зы [12, 19]. Аналогичным образом сооб-
щалось об инфильтрации коры надпочеч-
ников многочисленными Т-лимфоцитами 
на гуманизированной модели мыши после 
лечения ингибиторами противоопухолевых 
контрольных точек, которые вызывают по-
бочные эффекты, связанные с аутоиммун-
ными заболеваниями [33]. Такой процесс 
инфильтрации Т-лимфоцитами позволяет 
понять механизм, ответственный за адре-
налит у пациентов, получающих иммуно-
терапию от рака [24, 31]. Эти наблюдения 
указывают на то, что Т-лимфоциты участ-
вуют в элиминации клеток коры надпочеч-

ников на фоне аутоиммунных заболеваний. 
Инфильтрация надпочечников иммунными 
клетками также наблюдалась при неопухо-
левых заболеваниях. Фактически недавнее 
посмертное гистологическое исследование 
показало инфильтрацию надпочечников CD3+ 
и CD8+ Т-лимфоцитами у пациентов с коро-
навирусной инфекцией (COVID-19) [35].

Одним из сильных химических стрессо-
ров является уретан. Он обладает выражен-
ным канцерогенным эффектом, связанным 
с образованием винилкарбаматного эпок-
сида, который образует ковалентно свя-
зывающиеся с ДНК мутагенные аддукты  
[4, 17]. Повсеместность его распростра-
нения (в ферментированных пищевых 
продуктах и алкогольных напитках, при-
менение в производстве многих химика-
тов, лаков, красок, полиуретанов, лекарст-
венных препаратов) и его роль в развитии 
онкологических заболеваний легких об-
уславливают актуальность исследования 
его влияния на структуру надпочечников. 
Показано, что химический канцерогенез, 
вызванный уретаном, оказывает влияние 
на лимфоциты и мастоциты в легких [27]. 
Однако данных о том, что уретан оказывает 
влияние на изменение этих клеток в надпо-
чечниках, нет. Изучение морфологии над-
почечников при введении уретана является 
актуальной задачей клеточной биологии, 
эндокринологии и онкологии.

Цель исследования — изучить изме-
нения клеточного состава надпочечников 
при введении уретана.

Материалы и методы
Работа выполнена на 50 крысах-самцах 

популяции линий Wistar в возрасте 3 мес. 
на начало эксперимента и исходной мас-
сой тела 180–200 г. К завершению опыта 
возраст крыс составил 9 мес. Животные 
получены из филиала «Андреевка» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская 
обл.). Условия содержания и обращение  
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с используемыми в эксперименте жи-
вотными соответствовали Директиве 
Европейского парламента и Совета 
от 22 сентября 2010 г. «О защите животных, 
которых используют для научных целей» 
(2010/63/EU), Международным рекоменда-
циям по проведению медико-биологических 
исследований с использованием живот-
ных (ЕЭС, Страсбург, 1985), Европейской 
конвенции о защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях (ЕЭС, Страсбург, 
1986). Исследование было одобрено на за-
седании Локального этического комитета 
ФГБОУ ВО «Чувашский государственный 
университет имени И.Н. Ульянова». На пе-
риод эксперимента животные содержались 
в виварии медицинского факультета ФГБОУ 
ВО «Чувашский государственный универ-
ситет имени И.Н. Ульянова» в настольных 
клетках по 6 крыс со свободным доступом 
к воде и пище. В эксперименте использова-
ны конвенциальные животные.

Крысы были разделены на две группы. 
Первая (контрольная) — интактные (n=10). 
Вторая (опытная) — самцы с однократным 
внутрибрюшинным введением уретана 
в дозе 1 г/кг массы тела крысы, который 
индуцирует канцерогенез легких (n=40). 
Выведение животных из эксперимента 
с забором надпочечников крыс проводилось 
через 30, 60, 90 и 180 дней после введения 
канцерогена путем цервикальной декапи-
тации с применением телазола из расчета 
15 мг/кг внутримышечно.

Иммуногистохимическое        исследование  
с использованием моноклональных и по-
ликлональных антител: к Ki-67 — марке-
ру активности пролиферации (“Dako”, 
Дания); к p53 — маркеру апоптоза (“Leica”, 
Великобритания); к виментину — бел-
ку мезенхимального происхождения 
для оценки фиброгенеза, антигену зрелых 
мезенхимальных клеток, прежде всего 
фибробластов (“Leica”, Великобритания); 
к кластеру дифференцировки лимфо-

цитов 3-го типа — CD3 (для идентифи-
кации зрелых Т-лимфоцитов) (“Leica”, 
Великобритания); к Т-лимфоцитам и NK-
клеткам (естественным киллерам) — CD2 
(“Leica”, Великобритания), к CD68 — 
для идентификации макрофагов (“Leica”, 
Великобритания). Количество NK-клеток 
определяли путем вычета числа CD3 
из числа CD2. Результаты реакций оце-
нивали с использованием микроскопа 
МИКРОМЕД 3 ЛЮМ путем подсчета по-
ложительно окрашенных клеток в 10-ти по-
лях зрения при увеличении ×400, затем их 
отображали в единицах в поле зрения.

Окраска полихромным толуидиновым 
синим — для качественной и количест-
венной характеристики мастоцитов над-
почечников. По степени дегрануляции ма-
стоциты делят на следующие группы: Т0 
(недегранулированные клетки) — гранулы 
плотно расположены в цитоплазме, ядро 
не визуализируется; Т1 (слабо дегранули-
рованные) — гранулы не выходят за пре-
делы клеточной мембраны, ядро хорошо 
просматривается; Т2 (умеренно деграну-
лированные) — гранулы частично выходят 
за пределы неповрежденной цитоплазма-
тической мембраны, ядро не визуализиру-
ется; Т3 (сильно дегранулированные) — 
полностью дегранулировавшие мастоциты 
с разорванной цитоплазматической мем-
браной. Общее количество и различные 
формы мастоцитов по степени деграну-
ляции подсчитывали в каждом препарате 
при увеличении ×400 в 10-ти полях зрения. 
Высчитывали индекс дегрануляции (ИД) 
по формуле:

ИД = (Т0×0 + Т1×1 + Т2×2 + Т3×3) ,
n

где n — суммарное количество мастоцитов. 
В качестве статистической величины ис-
пользовали частоту встречаемости отдель-
ных форм мастоцитов в процентах от их 
общего количества.

Статистическая обработка полученных 
цифровых данных осуществлялась с по-
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мощью пакета программ Microsoft Оffice 
2019 (Word и Excel) и лицензионного паке-
та программ Statistica 10. Статистическую 
достоверность определяли с помощью  
t-критерия Стьюдента, при несоответствии 
показателей законам нормального распре-
деления — с помощью критерия Манна — 
Уитни. Взаимосвязь между изучаемыми 
параметрами оценивали с помощью непа-
раметрического корреляционного анализа 
Спирмена (при р<0,05).

Результаты исследований
Иммуногистохимическое исследование 

позволило выявить клеточный состав над-
почечников и определило локализацию 
иммунопозитивных клеток на маркер ме-
зенхимальных структур виментин во всех 
структурно-функциональных зонах кор-
кового вещества надпочечников (рис. 1), 
маркер пролиферативной активности Ki-67 
в клубочковой, суданофобной и пучковой 
зонах (рис. 2), маркер активности апоптоза 
p53 в сетчатой зоне, зрелых Т-лимфоцитов, 
естественных киллеров и лимфоцитов CD2 
и макрофагов CD68 преимущественно 

в пучковой и сетчатой зонах. В мозговом 
веществе выявлялось лишь незначитель-
ное количество CD3+-, CD2+-, CD68+- и ви-
ментин-положительных структур. Индекс 
пролиферации и апоптоза в этой группе 
составил 5,85±0,61 усл. ед. Соотношение 
NK-клеток к Т-лимфоцитам составило 
6,6±0,66 усл. ед.

Однократное введение уретана изме-
няет иммуногистохимическую картину 
надпочечников. Так, количество Ki-67+-
клеток по сравнению с интактной груп-
пой уменьшено практически на всех сро-
ках исследования: через 30 дней снижено 
в 4,32 раза, через 60 дней — в 3,5  раза, 
через 90 дней, наоборот, увеличено 
в 1,76 раза, через 180  дней вновь уменьше-
но в 1,55 раза. Число виментин-позитивных 
структур через 30 дней снижено в 2,43 раза, 
через 60 дней увеличено в 2,46 раза, 
через 90 дней — в 2,6 раза, через 180 дней — 
в 1,59 раза.

Количество CD2+-клеток через 30 и 60 
дней не отличается достоверно от интакт-
ных, через 90 дней увеличивается в 7,05 раза 
(при сравнении с предыдущим сроком 

Рис. 1. Надпочечник интактной крысы. Иммунопо-
зитивная реакция на виментин в корковом веществе 
надпочечников (указаны стрелками): А — мозговое ве-
щество, Б — сетчатая зона, В — пучковая зона. Им-
муногистохимическая реакция на виментин. Ув. ×400.
Fig. 1. Adrenal gland of the intact rat. Immunopositive 
reaction to vimentin in the adrenal cortex (indicated by 
arrows): A — medulla, Б — reticular zone, В — fascicular 
zone. Immunohistochemical reaction to vimentin. Magn. ×400.

Рис. 2. Надпочечник интактной крысы. Иммунопози-
тивная реакция на Ki-67 в суданофобной и клубочко-
вой зонах коры надпочечников (указаны стрелками). 
Иммуногистохимическая реакция на Ki-67. Ув. ×400.
Fig. 2. Adrenal gland of an intact rat. Immunopositive 
reaction to Ki-67 in the sudanophobic and tubular zones 
of the adrenal cortex (indicated by arrows). Immunohis-
tochemical reaction to Ki-67. Magn. ×400.
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исследования — в 14,9 раза). При этом 
через 90 дней CD2+-клетки локализуются 
не только в сетчатой, но и в пучковой зоне. 
Через 180 дней происходит увеличение чи-
сла CD2+-клеток — в 2,84 раза.

Число p53+- и CD3+-клеток через 30, 60 
и 180 дней достоверно не отличается от ин-
тактных. Через 90 дней выявлено умень-
шение количества p53+-клеток в 1,86 раза 
и увеличение числа CD3+-клеток в 1,5 раза.

Индекс пролиферации и апопто-
за в данной группе через 30 дней сни-
жен по отношению к интактным крысам 
в 2 раза и составляет 3,25±0,56 усл. ед.,  
через 60 дней — в 3 раза и равен 
1,49±0,33 усл. ед. Через 90 дней составляет 
3,82±0,72 усл. ед., что в 3 раза больше по-
казателя интактных крыс. Через 180 дней 
показатель достигает уровня интактных 
животных и составляет 7,22±0,85 усл. ед.

Соотношение NK-клеток к Т-лимфоцитам 
через 30 дней практически не отличает-
ся от интактных значений и составляет 
6,3±0,57 усл. ед., через 60 дней меньше ин-
тактных в 7 раз и составляет 0,45±0,11 усл. 
ед., через 90 дней составляет 5,7±0,34 усл. 
ед., через 180 дней — 0,5±0,1 усл. ед.

Число CD68+-клеток практически на всех 
сроках после однократного введения уре-
тана превышает уровень интактных крыс: 
через 30 дней — в 2 раза, через 60 дней — 
не отличается от интактных, через 90 дней — 
в 2 раза, через 180 дней — в 3 раза.

При окраске срезов полихромным то-
луидиновым синим мастоциты у интакт-
ных животных выявляются под капсулой 
и в жировой клетчатке вокруг надпочечника. 
По степени дегрануляции у интактных крыс 
превалируют недегранулированные и силь-
но дегранулированные клетки, составляя 32 
и 58% соответственно. Индекс дегрануля-
ции у этой группы крыс равняется 1,89.

После введения уретана через 30 дней на-
блюдается уменьшение количества масто-
цитов с преобладанием недегранулирован-
ных (Т0) и сильно дегранулированных (Т3) 

форм — 25 и 50% соответственно. Индекс 
дегрануляции в 3 раза меньше, чем у ин-
тактных, и равен 0,63. Через 60 дней наблю-
дается уменьшение числа выявляемых ма-
стоцитов, они определяются в единичном 
количестве в препаратах надпочечников. 
Через 90 дней количество мастоцитов уве-
личивается по сравнению с предыдущим 
сроком, но не превышает интактную группу. 
При этом встречаются все виды мастоцитов 
по степени дегрануляции с преобладанием 
сильно дегранулированных (Т3) — 44%. 
Индекс дегрануляции увеличивается, од-
нако не достигает уровня интактных жи-
вотных и равен 1,3. Через 180 дней число 
мастоцитов уменьшается, обнаруживаются 
лишь единичные дегранулированные клетки.

Корреляционный анализ через 30 дней 
после инъекции выявил умеренную поло-
жительную корреляционную связь между 
числом CD3+- и виментин-положительных 
структур (r=0,6, p<0,05), через 60 дней — 
сильную положительную корреляционную 
связь между числом CD3+ и виментин-со-
держащих структур (r=0,97, p<0,05) (рис. 3), 
через 180 дней — умеренную положитель-
ную корреляционную связь между числом 
CD2+- и числом виментин-содержащих 
структур (r=0,47, p<0,05).

Обсуждение результатов
Микросреда адренокортикоцитов пред-

ставляет собой совокупность различных 
по своей функции и происхождению кле-
ток. Это микроокружение меняется в от-
вет на различные воздействия и опосреду-
ет реакцию кортикоцитов на воздействия,  
в т. ч. и на однократное внутрибрюшин-
ное введение крысам-самцам уретана. 
Так, количество Ki-67+-клеток снижается 
практически на всех сроках исследования, 
что говорит об уменьшении пролифератив-
ной активности клеток-предшественников. 
Вероятно, это связано с прямым действием 
введения уретана на пролиферативную ак-
тивность клеток надпочечников.
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Число виментин-позитивных структур 
снижается лишь через 30 дней после введе-
ния уретана, на остальных сроках экспери- 
мента — увеличивается, что указывает на ак-
тивизацию процессов фиброгенеза под влия-
нием уретана и, возможно, связано со склеро-
зированием органа в ответ на его введение [8].

Количество CD2+-клеток увеличивается 
с 90-го дня эксперимента. Согласно данным 
литературы, выявление лимфоцитарной ин-
фильтрации коркового вещества надпочеч-
ников у стареющих крыс и собак рассматри-
вается как признак латентного адреналита 
или иммуноопосредованной атрофии над-
почечников [16, 29]. Исследование ау-
топсийных препаратов надпочечников 
людей старческого и пожилого возраста, 
не имеющих эндокринных и аутоиммун-
ных расстройств, определяет лимфоци-
тарную инфильтрацию коркового вещест-
ва с преобладанием Т-хелперов в составе 
инфильтрата, что также характеризуется 
как развитие адреналита с аутоиммунным 
компонентом. Иммуногистохимическое 
исследование при этом определяет среди 

инфильтрирующих мононуклеарных кле-
ток в основном CD3+ Т-клетки [11]. Схожие 
изменения в виде лимфоплазмоцитарного 
адреналита с преобладанием лимфоцитов 
выявляются в надпочечниках кошек с ги-
поадренокортицизмом, обусловленным ау-
тоиммунным заболеванием [28]. В нашем 
эксперименте выявляется преимуществен-
ная инфильтрация органа NK-клетками. 
Возможно, увеличение числа CD2+-клеток 
является признаком их цитотоксического 
действия на кортикоциты и развивающего-
ся адреналита вследствие введения уретана 
как проявления аутоиммунного процесса. 
Также инфильтрацию органа лимфоцитами 
можно объяснить как АКТГ-независимый 
ответ надпочечников, т. к. лимфоциты сами 
способны продуцировать АКТГ и интер-
лейкин-6.

Число p53+-клеток снижается через 
90 дней. Ген p53 и кодируемый им белок  
являются регуляторами апоптоза и осу-
ществляют контроль за состоянием кле-
ток. При повреждении ДНК этот ген спо-
собен запускать репарацию ДНК или, если 

Рис. 3. Корреляционная связь между числом CD3+ и числом виментин-позитивных структур через 60 дней 
после введения уретана.
Fig. 3. Correlation between CD3+ count and number of vimentin-positive structures 60 days after urethane 
administration.
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это невозможно, запрограммированную 
гибель клетки через апоптоз. Выявление 
этого белка может указывать на высокую 
интенсивность апоптоза, которая сочета-
ется с высокой клеточной пролиферацией 
[3], а сниженная экспрессия — с низкой 
клеточной пролиферацией. В данном слу-
чае происходит разбалансировка процессов 
апоптоза и пролиферации, что, вероятно, 
связано с действием уретана.

Количество макрофагов увеличивается 
при введении уретана практически на всех 
сроках. Возможно, повышение числа ма-
крофагов в надпочечниках напрямую свя-
зано с процессами атрофии коры в ответ 
на введение уретана [6].

Мастоциты реагируют снижением их чи-
сла, увеличением дегранулированных форм, 
но уменьшением индекса дегрануляции. 
Снижение числа мастоцитов в надпочечни-
ках, вероятно, связано со снижением проли-
феративной активности клеток и возможным 
снижением концентрации фактора роста 

в данной области. Показано появление дегра-
нуляции и миграции мастоцитов из тимуса 
и костного мозга в периферические органы 
и ткани при воздействии стрессовых факто-
ров, что является одним из важных компонен-
тов адаптационного синдрома при стрессе [1].

Кроме того, выявлена положительная 
корреляционная связь между числом CD2+-,  
CD3+- и виментин-позитивных структур, 
что, вероятно, указывает на связь лимфо-
цитов с развитием процессов фиброгенеза 
в надпочечниках.

Заключение
Таким образом, введение уретана влия-

ет на клеточное строение паренхимы над-
почечников, что отражается на снижении 
числа пролиферирующих клеток и масто-
цитов и повышении количества фибробла-
стов и макрофагов практически на всех 
сроках эксперимента и инфильтрации ор-
гана, преимущественно NK-лимфоцитами, 
через 3 и 6 мес.
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