




Николай Николаевич Каркищенко 
Родился будущий учёный в селе Койсуг Ростовской области в 1943 году. На Дону в это время шли 

кровопролитные бои, отец сражался снайпером вдали от дома. После войны семья переехала в Азов, 
где Николай в 1961 году закончил среднюю школу и поступил в Ростовский государственный меди-
цинский институт.

Ещё студентом Николай Каркищенко стал публиковать свои статьи в академических журналах. 
Обучение он закончил в 1967 году с красным дипломом и по рекомендации Ученого совета института 
сразу без обучения в аспирантуре приступил к оформлению кандидатской диссертации. Через полгода 
он защитил диссертацию, получил кандидатскую степень и остался работать в стенах института.

В 1976 году Николай Каркищенко создал первую в СССР кафедру клинической фармакологии. Наряду 
с научно-исследовательской работой по фармакологии и клинической фармакологии, он по предложе-
нию компетентных инстанций был включен в состав исполнителей Государственной программы по бо-
евым дельфинам в Казачьей бухте (Севастополь, Инкерман).

В 1978 году на XVIII съезде комсомола председатель Совета молодых ученых и специалистов 
Ростовской области Н.Н. Каркищенко был избран членом ЦК ВЛКСМ и стал соруководителем Совета 
молодых учёных и специалистов при ЦК ВЛКСМ. 

Двадцать лет Николай Николаевич Каркищенко отработал в родном ВУЗе, став в 1980 году самым 
молодым руководителем медицинского учебного заведения в стране. С первых дней на посту ректо-
ра занялся реорганизацией — пригласил талантливых выпускников, сформировал мощный кадровый 
резерв. Главным стало целевое реформирование руководящего состава как кафедр, так и института. 
Впервые внедрив в РОДНМИ подготовку научно-педагогических кадров через докторантуру, уда-
лось быстро омолодить кадровый состав докторов наук и профессоров. Появились новые кафедры 
и исследовательские группы, заработал Институт повышения квалификации для врачей и специали-
стов. Реформированы были программы подготовки иностранных студентов. В период ректорства 
Н.Н. Каркищенко развивалась материальная база, начато строительство подготовительного факультета 
иностранных студентов площадью более 10 тыс. кв. метров, построен и введен в действие лечебно-диагно-
стический корпус с новыми медицинскими технологиями диагностики и лечения. Были созданы и оснаще-
ны современным отечественным и импортным оборудованием реанимационные и клинико-лабораторные 
отделения, собственное медицинское училище, межвузовская студенческая поликлиника.

В мае 1986 года, а это были фактически первые дни после аварии на ЧАЭС, учёного направили 
в Чернобыль. Решением Военно-промышленной комиссии страны Н.Н.  Каркищенко в том же году 
был направлен в особо режимное 3-е Главное управление при Минздраве СССР (ныне — ФМБА 
России), где возглавил весь блок оборонных медико-биологических научных работ. Был назначен ру-
ководителем Государственной медицинской комиссии по отбору и обеспечению полетов космонавтов 
и Госкомиссии по акванавтам и гидронавтам. Участвовал в проведении специальных биомедицинских 
испытаний на Байконуре, в Капустином Яре, на Семипалатинском, Лужском и других полигонах. 

С 1990 года работал в должности Заместителя Министра здравоохранения России. Организовал Институт 
повышения квалификации для спецконтингентов (врачей и специалистов), создал и возглавил в нем новую 
кафедру клинической фармакологии. Под его руководством и при личном участии в этот период созданы 
и внедрены десятки новых лекарственных средств, в т. ч. на основе нанотехнологий, для защиты космонавтов,  
подводников, спецконтингентов и гражданского населения от воздействия экстремальных факторов 
и оружия массового поражения. В тесном сотрудничестве с организациями Минобороны России и дру-
гих силовых ведомств он участвовал в работах по созданию специальных средств защиты при огне-
стрельных ранениях, контузиях, гипо- и гипертермии, разработаны и внедрены ряд средств протекции 
от неблагоприятных факторов химического, биологического, электроволнового, акустического и ради-
ационного воздействия на человека.

В настоящее время под его руководством разрабатываются фундаментальные аспекты биомеди-
цинских технологий с использованием стволовых и прогениторных клеток, методы фармакогеномики 
и биоэквивалентности для повышения эффективности и безопасности фармакотерапии, в т. ч. спец-



средств. Важными направлениями научной деятельности Н.Н. Каркищенко являются разработка и ис-
пользование биомедицинских и нанотехнологий в создании и внедрении новых препаратов с нейропси-
хотропной и антистрессорной активностью, в т. ч. на основе пиримидинов, цитокинов и пептидов.

С 1994 года работал в системе РАМН, организовал и возглавил Институт новых технологий РАМН, 
реорганизованный в 2002 году в ГУ «Научный центр биомедицинских технологий РАМН», а в 2013 году 
переданный в ведение ФМБА России. В должности научного руководителя ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России Н.Н. Каркищенко работает по настоящее время. 

Н.Н. Каркищенко создал фармакологическую школу, является автором более 620 научных работ, сре-
ди которых 28 монографий и учебников, автором и соавтором 52 патентов, научным руководителем 
46 кандидатских и 15 докторских диссертаций. Под его руководством и при личном участии ведутся 
научно-исследовательские разработки по биобезопасности, критическим технологиям и оборонным 
тематикам, разработаны новые подходы к доклинической оценке лекарственных средств и создана ори-
гинальная научная концепция психоунитропизма, отражённая в ряде научных трудов.

Н.Н. Каркищенко создал и возглавляет научный журнал «Биомедицина», издаваемый НЦБМТ 
ФМБА России, является членом редколлегий ряда научных журналов, членом закрытого экспертного 
совета ВАК России, двух диссертационных советов, а также межведомственных советов по специаль-
ной и оборонной тематике.

Удостоен многих наград и премий, в числе которых Премия Ленинского комсомола в обла-
сти науки и техники, Знак ЦК ВЛКСМ «Трудовая доблесть», Знак Отличник здравоохранения, две 
Государственные премии СССР в области науки и техники, Премия Президиума РАМН в области нау-
ки и техники, Премия Правительства России в области науки и техники. Награжден Орденом Почета, 
Медалью Жукова, медалями «Участник ликвидации последствий аварии ЧАЭС», «За заслуги в соз-
дании вооружений и военной техники», «За вклад в науку», а также медалями, почетными знаками 
и грамотами ФМБА России, РАРАН, Главного Управления Вооружений и Главного Разведывательного 
Управления ГШ Вооруженных сил РФ, Минздрава и иных государственных и общественных организа-
ций СССР, Российской Федерации и зарубежных стран.

Коллектив НЦБМТ ФМБА России и редакция журнала «Биомедицина»  
присоединяются ко всем добрым словам коллег и сердечно поздравляют с Юбилеем чуткого, 

отзывчивого, глубоко интеллигентного и обладающего уникальным  
жизнелюбием и искромётным юмором, лучшего и бессменного руководителя!

От всей души желаем дорогому и глубокоуважаемому Николаю Николаевичу Каркищенко 
богатырского здоровья, долгих и счастливых лет,  

достижения новых творческих высот и всех намеченных целей!
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ПИЩЕВЫЕ ПРЕДПОЧТЕНИЯ ВОЛЬЕРНОЙ КАБАРГИ 
СИБИРСКОЙ — ПРОДУЦЕНТА ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОГО СЫРЬЯ 

А.М. Зубалий*, М.М. Гусева
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

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

В условиях вольерного содержания полноценное сбалансированное кормление является определя-
ющим фактором сохранности поголовья животных, поддержания их здоровья, воспроизводитель-
ных функций и повышения продуктивности биологически активных веществ — мускуса кабарги. 
Установлены закономерности питания в зимний период кабарги сибирской, содержащейся в воль-
ерных условиях питомника филиала «Алтайский» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России: выявлены наи-
более предпочитаемые кабаргой виды кормов в зимнем рационе (в среднем, г/гол./сут.: древесные 
лишайники — 290; берёза повислая — 70; крапива узколистная — 80; овсяная крупа — 70); опреде-
лены показатели питательности выявленных кормовых объектов; рассчитано содержание обменной 
энергии и питательных веществ в потребляемом кабаргой суточном рационе (в сутки одна особь 
потребляет 520 г корма натуральной влажности, или 453 г сухого вещества, что содержит 3,57 МДж 
обменной энергии). Полученные данные могут стать основой для составления научно-обоснован-
ных рационов кормления кабарги, содержащейся в вольерных условиях.

Ключевые слова: Moschus moschiferus, кормовые объекты, фактическая поедаемость кормов, пита-
тельная ценность, суточный рацион, основные корма
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование: государственное задание по теме «Разработка концепции и научно-технического 
обоснования рационального кормления и содержания животных-продуцентов для получения би-
ологически активных веществ для производства фармацевтических субстанций» (шифр: «Питом-
ник-2») ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.
Для цитирования: Зубалий А.М., Гусева М.М. Пищевые предпочтения вольерной кабарги сибирс-
кой — продуцента фармацевтического сырья. Биомедицина. 2023;19(3):10–16. https://doi.org/10.33647/ 
2074-5982-19-3-10-16
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FOOD PREFERENCES OF CAPTIVE SIBERIAN MUSK DEER —  
A PRODUCER OF PHARMACEUTICAL RAW MATERIALS

Anastasiia M. Zubalii*, Mariya M. Guseva
Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

143442, Russian Federation, Moscow Region, Krasnogorsk District, Svetlye Gory Village, 1 

Under the conditions of captivity, adequate and balanced feeding becomes a determining factor in the 
safety of musk deer, contributing to maintaining the health of animals and their reproductive functions 
and increasing the productivity of deer musk. In this work, the nutrition patterns of Siberian musk deer in 
the winter period are established. The animals are kept in the nursery of the Altai Branch of the Scientific 
Center of Biomedical Technologies of FMBA of Russia. The most preferred feed types in the winter diet 
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«Пищевые предпочтения вольерной кабарги сибирской — 

продуцента фармацевтического сырья»

were found to include (on average, g/head per day): wood lichens Usnea spp. — 290; Betula spp. — 70; 
Urtica spp. — 80; oatmeal — 70). The nutritional indicators of the identified feed objects were determined. 
The content of metabolizable energy and nutrients in the daily diet consumed by musk deer was calculat-
ed. Thus, one individual consumes 520 g of natural moisture feed or 453 g of dry matter, which contains 
3.57 MJ of metabolizable energy per day. The obtained data form a scientific basis for developing feeding 
diets for captive musk deer.
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Введение
Рациональные приёмы организации 

полноценного кормления животных-про-
дуцентов биологически активных ве-
ществ в условиях вольерного содержания 
предусматривают обеспечение животных 
достаточным количеством энергии и пи-
тательных веществ, в соответствии с их по-
требностями с учётом половозрастных осо-
бенностей, физиологического состояния 
и уровня продуктивности.

Проведение классических балансовых 
опытов для выявления потребления, пе-
реваримости и усвоения питательных 
веществ корма с кабаргой практически 
неосуществимо в силу этологических осо-
бенностей этого животного — пугливости, 
легко возбудимой нервной системы, стрес-
сочувствительности к различным воздей-
ствиям. Кроме этого, вольеры для кабарги 
представляют собой огороженные участки 
природных биотопов с естественной расти-
тельностью, которая также потребляется 
кабаргой в бесснежный период в дополне-
ние к основному корму.

Поэтому основными приёмами для орга-
низации и оптимизации кормления кабар-

ги в вольерных условиях на данном этапе 
являются визуальные наблюдения за пове-
дением животных, учёт количества предла-
гаемого и оставшегося несъеденным корма, 
установление закономерностей и причин 
предпочтения того или иного вида кор-
ма и выявление наиболее универсальных 
и технологически удобных для заготовки 
и скармливания кормовых объектов, позво-
ляющих удовлетворять потребности кабар-
ги в питательных и биологически активных 
веществах.

В связи с вышеизложенным целью ра-
боты было установление закономерностей 
питания в зимний период кабарги сибир-
ской, содержащейся в вольерных условиях 
питомника филиала «Алтайский» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России.

В соответствии с поставленной целью 
были сформулированы задачи исследования:

1. Выявить наиболее предпочитаемые ка-
баргой виды кормов в зимнем рационе. 

2. Определить показатели питательности 
выявленных кормовых объектов.

3. Рассчитать содержание обменной энер-
гии и питательных веществ в потребляемом 
кабаргой суточном рационе.
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Материалы и методы
Исследование проводилось в феврале 

2023 г. в питомнике филиала «Алтайский» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России, распо-
ложенном в Усть-Коксинском районе 
Республики Алтай. 

На основе пищевых привычек дикой ка-
барги, местных условий растительности, 
а также принятой в питомнике технологии 
кормления кабарги для наших экспери-
ментов было выбрано 7 видов кормовых 
растений, типичных в рационе кабарги 
сибирской: древесные лишайники рода 
Уснея (Usnea spp.), берёза повислая (Betula 
pendula), бадан толстолистный (Bergenia 
crassifolia), рододендрон даурский (Rhodo-
dendron daurica), крапива узколистная 
(Urtica angustifolia), красный корень (ко-
пеечник) (Hedysarum spp.), можжевель-
ник ложноказацкий (Juniperus pseudosa-
bina). Указанные растения были собраны 
на территории, прилегающей к питомнику, 
и заготовлены в виде высушенных вени-
ков. Веники развешивались под навесом 
над кормушкой. В качестве концентриро-
ванного корма в кормушку кабарге давалась 
овсяная крупа.

Наблюдения проводились за шестью 
взрослыми особями (три самца и три сам-
ки), содержащимися в индивидуальных 
загонах. Все животные были здоровыми 
и не проявляли аномального поведения 
в течение периода наблюдений и после.

На протяжении 7 дней ежедневно учиты-
валась поедаемость указанных выше кор-
мовых объектов. Каждый веник и порция 
овсяной крупы взвешивались перед раз-
мещением в вольере. Оставшиеся поеди 
ежедневно убирались, взвешивались и за-
менялись новыми порциями корма. Раздачу 
корма и наблюдения начинали в 13:00, и все 
оставшиеся несъеденные остатки собирали 
в то же время на следующий день.

После выявления основных наиболее 
предпочитаемых кабаргой кормовых объ-
ектов был проведён зоотехнический ана-

лиз по определению содержания энергии 
и основных питательных веществ кормов. 
На основе полученных результатов по по-
едаемости и питательности зимних кормов 
кабарги было рассчитано содержание 
и соотношение энергии и основных пита-
тельных веществ рациона. Полученные 
результаты сопоставлены с предыдущими 
данными по компонентному и элементно-
му составу кормовых растений Алтайского 
региона.

Результаты и их обсуждение
Поедаемость
Установлено, что кабарга в вольерных 

условиях в зимний период с устойчивым 
снеговым покровом проявляет сильно вы-
раженную избирательность и предпочтение 
четырёх (из восьми) видов кормов: древес-
ные лишайники рода Уснея, берёза пови-
слая, крапива узколистная и овсяная кру-
па. Эти виды кормов поедались кабаргой 
ежедневно и в значительных количествах, 
составляя основу их рациона. 

Такие растительные корма, как бадан тол-
столистный, рододендрон даурский, крас-
ный корень (копеечник), можжевельник 
ложноказацкий поедались кабаргой в зна-
чительно меньших количествах и не каж-
дый день. Половые различия в потреблении 
кормов были незначительны.

Наблюдения показывают, что кабарга 
отличается индивидуальными особенно-
стями потребления различных кормовых 
объектов. Единственный корм с высокой 
селективностью и максимальной поедае-
мостью для всех без исключения особей 
как в естественных [1, 2, 5], так и в воль-
ерных условиях (по нашим наблюдени-
ям), — это биомасса древесных лишайни-
ков. Лишайники даются вместе с ветками, 
животные самостоятельно их объедают. 
В условиях эксперимента среднее количе-
ство потребляемых кабаргой лишайников 
в сутки было на уровне 210–350 г (в сред-
нем — 290 г/гол./сут.).
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Для кормления кабарги в зимний период 
с устойчивым снежным покровом в усло-
виях питомника филиала «Алтайский» на-
иболее хорошо зарекомендовали себя корм 
из высушенных облиственных побегов 
берёзы повислой (Betula pendula) и крапи-
вы узколистной (Urtica angustifolia) в виде 
веников. Кабарга поедает листья и наибо-
лее тонкие части побегов. При этом коли-
чество съеденных листьев крапивы и берё-
зы составляет в пределах 50–70 г на особь 
в сутки.

Для повышения энергетической пита-
тельности рационов для кабарги в литера-
туре рекомендуется скармливание овсяной 
крупы [2, 5]. Наши исследования показыва-
ют, что кабарга с трудом привыкает к этому 
виду корма; для многих особей, даже после 
привыкания, потребление крупы остаётся 
на низком уровне (от 40 до 70–80 г/сут.).

Питательность кормов
Основные корма рациона, к которым ка-

барга проявила максимальную селектив-
ность и поедаемость, были проанализиро-
ваны на содержание питательных веществ 
(сырой протеин, сырой жир, сырая клет-
чатка, нейтрально-детергентная клетчатка, 
кислотно-детергентная клетчатка, сырая 

зола). Расчётным путём по уравнениям 
регрессии для жвачных животных были 
определены показатели обменной энергии, 
содержание гемицеллюлоз и неструктур-
ных углеводов, а также переваримости ор-
ганической массы корма и усвоения сухого 
вещества корма в рубце (табл. 1).

Расчётные формулы:
ОЭ = [0,02 × СП + 0,02 × СЖ + 0,0015 × 

СК + 0,01 × БЭВ] × 10 (на 1 кг корма);
ГЦ = НДК – КДК;
НСУ = 100 – (СП + СЖ + СЗ + НДК);
ПОМ = 87,6 – 0,81 × СК;
УСВ = 88,9 – КДК × 0,779;
где: ОЭ — обменная энергия; СП — сы-

рой протеин; СЖ — сырой жир; СК — 
сырая клетчатка; БЭВ — безазотистые 
экстрактивные вещества; ГЦ — гемицел-
люлоза; НДК — нейтрально-детергентная 
клетчатка; КДК — кислотно-детергентная 
клетчатка; НСУ — неструктурные углево-
ды; СЗ — сырая зола; ПОМ — перевари-
мость органической массы; УСВ — усвояе-
мость сухого вещества в рубце.

Хотя в литературе [1, 2] встречается мне-
ние о том, что лишайники являются высо-
копитательным кормом, превосходящим 
другие растительные корма по содержанию 

Таблица 1. Питательность основных кормов вольерной кабарги в зимний период
Table 1. Nutritional value of the main feeds of the captivity musk deer in winter

Показатели
Кормовые объекты

Лишайник 
древесный

Крапива 
(побеги)

Берёза 
(листья)

Овсяная 
крупа

Обменная энергия, МДж/кг 4,69 8,28 9,95 11,52

Абсолютно сухое вещество (АСВ), % 85,47 91,01 90,03 87,23

Сырой протеин, % в АСВ 4,34 20,27 13,42 15,24

Сырой жир, % в АСВ 0,67 4,32 6,92 5,93

Сырая клетчатка, % в АСВ 65,16 12,31 15,99 6,35

Нейтрально-детергентная клетчатка, % в АСВ 83,8 12,95 28,88 13,22

Кислотно-детергентная клетчатка, % в АСВ 66,96 6,98 16,76 7,05

Гемицеллюлоза, % в АСВ 16,84 5,97 12,12 6,17

Неструктурные углеводы, % в АСВ 8,22 55,49 45,19 63,63

Сырая зола, % в АСВ 2,97 6,97 5,59 1,98

Переваримость органической массы корма, % 34,82 77,63 74,65 82,46

Усвояемость сухого вещества в рубце, % 36,74 83,46 75,84 83,41

Зубалий А.М., Гусева М.М. 
«Пищевые предпочтения вольерной кабарги сибирской — 

продуцента фармацевтического сырья»
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обменной энергии, жиров и легкоусвояе-
мых БЭВ, результаты наших исследований 
показывают иную картину. В биомассе ли-
шайника установлено минимальное содер-
жание легкопереваримых веществ, таких 
как протеин, жир, легкопереваримые нес-
труктурные углеводы, при максимальном 
содержании всех видов клетчатки и геми-
целлюлозы. Как следствие, лишайниковый 
корм отличается минимальной перевари-
мостью и усвояемостью сухого вещества.

Это противоречит выводам китайских 
коллег о том, что кабарга проявляет пище-
вую избирательность в пользу растений 
с высоким содержанием белка и низким 
содержанием клетчатки [3, 4]. Однако из-
вестно, что для жвачных животных очень 
важно оптимальное количество клетчатки 
в поедаемом корме. При дефиците сырой 
клетчатки в рационах у жвачных живот-
ных возникает расстройство рубцового 
пищеварения, развивается лактатный аци-
доз и комплекс сопутствующих патологий, 
а кроме того, снижается воспроизводитель-
ная способность.

Питательность суточного рациона
На основе полученных данных по факти-

ческой поедаемости был составлен зимний 
рацион для кабарги в вольерных услови-

ях из тех видов корма, которые поедались 
кабаргой в максимальном количестве 
(табл. 2).

Общее количество потребляемых кормов 
в сутки составляет 520 г натуральной влаж-
ности, что соответствует 453 г в сухом ве-
ществе для каждой особи.

За счёт лишайника обеспечивается почти 
40% обменной энергии рациона, 57% сухо-
го вещества, 44% сырой золы и 88% сырой 
клетчатки. Такая структура фактически по-
едаемого зимнего рациона свидетельствует 
о важности лишайников как кормовых объ-
ектов для вольерной кабарги.

В данном варианте рациона не учтена 
витаминная и минеральная питательность 
кормов. Эти показатели очень вариабельны, 
и определение содержания витаминов и ми-
неральных веществ в кормовой базе на ру-
тинной основе может быть экономически 
нецелесообразно. В связи с этим в питом-
нике применяется обогащение рационов во-
льерной кабарги минерально-витаминными 
и другими биологически активными добав-
ками в составе солевых брикетов-лизунцов. 

Солевые брикеты на основе натрия хло-
рида размещаются у кабарги в кормушках 
и потребляются животными по мере необ-
ходимости. По нашим данным, среднее по-

Таблица 2. Питательность суточного рациона кабарги в питомнике в зимний период
Table 2. Nutritional value of the daily diet of the captivity musk deer in winter 

Показатели
Кормовые объекты

Итого 
в рационеЛишайник 

древесный
Крапива 
(побеги)

Берёза 
(листья)

Овсяная 
крупа

Количество, г 300 80 70 70 520

Обменная энергия, МДж 1,41 0,66 0,7 0,81 3,58

Абсолютно сухое вещество, г 256,4 72,8 63 61,1 453,3

Сырой протеин, г 11,1 14,8 8,5 9,3 43,7

Сырой жир, г 1,7 3,1 4,4 3,6 12,8

Сырая клетчатка, г 167,1 9 10,1 3,9 190,1

Нейтрально-детергентная клетчатка, г 214,9 9,4 18,2 8,1 250,6

Кислотно-детергентная клетчатка, г 171,7 5,1 10,6 4,3 191,7

Гемицеллюлоза, г 43,2 4,3 7,6 3,8 58,9

Неструктурные углеводы, г 21,1 40,4 28,5 38,9 128,9

Сырая зола, г 7,6 5,1 3,5 1,2 17,4
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требление соли-лизунца без добавок (99% 
NaCl) взрослыми особями кабарги состав-
ляет примерно 3,5 г в неделю, что соответ-
ствует 0,5 г/гол./сут.

Также нами было проанализировано по-
требление кабаргой лечебно-профилактиче-
ской антигельминтной соли с добавлением 
1% фенотиазина. Соль, обогащённую фено-
тиазином, размещали в кормушке после не-
дельной бессолевой диеты. Результаты пока-
зывают, что поедаемость поваренной соли 
с добавлением фенотиазина не изменяется 
и остаётся на том же незначительном уровне.

Выводы
Основу рациона вольерной кабарги пи-

томника филиала «Алтайский» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России в зимний период 
составляют четыре вида кормов: древесные 
лишайники рода Уснея, берёза повислая, 
крапива узколистная и овсяная крупа, кото-
рые поедаются животными ежедневно.

Среднее потребление корма одной осо-
бью кабарги составляет в сутки 520 г нату-

ральной влажности (453 г сухого вещест-
ва), что соответствует 3,57 МДж обменной 
энергии.

Количество потребляемых кабаргой 
древесных лишайников в сутки в среднем 
составляет 290 г/гол./сут. (40% энергети-
ческой питательности рациона); средняя 
поедаемость листьев и наиболее тон-
ких частей побегов крапивы и берёзы — 
80 и 70 г/гол./сут. (18,5 и 19,6% обменной 
энергии суточного рациона соответствен-
но), овсяная крупа потреблялась кабаргой 
в количестве от 40 до 80 г в сутки (в сред-
нем — 70 г, или 22,7% по содержанию 
энергии).

Полученные данные могут стать осно-
вой для составления научно-обоснованных 
рационов кормления кабарги, содержа-
щейся в вольерных условиях. Это позво-
лит удовлетворять потребности кабарги 
в питательных и биологически активных 
веществах для сохранения здоровья, вос-
производительных функций и получения 
качественного мускуса.
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РЕКОМБИНАНТНЫЙ МИОСТАТИН:  
ВЫДЕЛЕНИЕ И ИСПОЛЬЗОВАНИЕ В ВАКЦИНАХ  

Е.М. Колоскова*, В.А. Езерский 
Всероссийский научно-исследовательский институт физиологии,  

биохимии и питания животных — филиал ФГБНУ «Федеральный исследовательский  
центр животноводства — ВИЖ им. акад. Л.К. Эрнста» 

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

Белок миостатин является не только потенциальной мишенью для терапевтического воздействия 
при патологиях мышечной системы, но и инструментом для биотехнологического регулирования 
мясной продуктивности сельскохозяйственных животных. Блокирование действия миостатина мо-
жет достигаться индукцией синтеза аутоантител при использовании рекомбинантного миостатина 
(рМСТ) как антигена. Был получен штамм-продуцент E. coli Bl21/pET28-MSTN с высоким уров-
нем экспрессии рекомбинантного белка в тельцах включения. Очищенный рМСТ был использован 
для иммунизации овец и кроликов. С использованием созданной ИФА тест-системы для детекции 
антител к миостатину в крови овец было показано, что рМСТ иммуногенен (рабочий титр сыворо-
ток — 1/400–1/800). В результате вакцинации кроликов за месячный период наблюдалась тенденция 
к повышению средней массы тела и среднесуточному привесу у животных опытных групп по срав-
нению с контрольной.
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Protein myostatin is not only a potential target for therapeutic effects in pathologies of the muscular sys-
tem, but also a tool for biotechnological regulation of the meat productivity of farm animals. The action of 
myostatin can be blocked by inducing autoantibody synthesis using recombinant myostatin (rMST) as an 
antigen. E. coli producer strain Bl21/pET28-MSTN was obtained with a high level of recombinant protein 
expression in inclusion bodies. Purified rMST was used to immunize sheep and rabbits. Using the created 
ELISA test system for the detection of antibodies to myostatin in the blood of sheep, it was shown that 
rMST is immunogenic (the working titer of sera is 1/400–1/800). As a result of vaccination of rabbits over 
a monthly period, the average body weight and average daily weight gain in animals of the experimental 
groups was observed to increase compared to the control group.
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Введение
Продукт экспрессии гена MSTN, белок 

миостатин, является одним из отрицатель-
ных регуляторов роста скелетных мышц: 
ингибирует синтез белков в мышцах, диф-
ференцировку и пролиферацию миоцитов 
[4]. Недостаток миостатина или блокиров-
ка его действия приводит не только к увели-
чению мышечной массы, но и повышению 
силовых характеристик скелетных мышц. 
Аминокислотная последовательность мио-
статина идентична у многих видов живот-
ных. Рекомбинантный миостатин (рМСТ) 
как иммуноген в составе вакцин может 
быть использован для повышения мясной 
продуктивности сельскохозяйственных жи-
вотных (крупный и мелкий рогатый скот, 
свиньи, лошади, кролики), птицы. В насто-
ящее времени активно разрабатываются 
способы ингибирования активности мио-
статина на разных уровнях [6], один из кото-
рых — системное введение антител против 
миостатина. С другой стороны, оценивает-
ся возможность использования рМСТ ин-
дуцировать синтез специфических антител 
(аутоантител) против эндогенного белка [7].

Ранее нами был получен штамм-проду-
цент E. coli Bl21/pET28-MSTN, при индук-
ции которого реагентом ИПТГ наблюдали 
высокий уровень экспрессии рекомбинант-
ного белка [1, 2]. В составе генетической 
конструкции использовали оптимизиро-
ванную для синтеза в E. coli нуклеотидную 
последовательность, кодирующую белок 
зрелого миостатина.

Основной целью исследований настоя-
щего этапа являлось изучение иммуноген-

ности полученного рекомбинантного белка 
и подбор условий иммунизации животных.

Материалы и методы
Очистка рекомбинантного белка
ИПТГ-индуцированную культуру штам-

ма-продуцента рМСТ E.  coli BL21(DE3) 
центрифугировали, осадок ресуспенди-
ровали в лизирующем буфере (50 VмМ 
NaH2PO4, 300 мМ NaCl, 10 мМ имидазол; 
рН=8,0), охлаждали на льду, вносили ли-
зоцим до 1 мг/мл. Смесь инкубировали 
на льду 30 мин, обрабатывали ультразву-
ком. Суспензию центрифугировали при  
10 000 g, 10 °С, 35 мин. Осадок ресуспенди-
ровали в денатурирующем буфере с высо-
ким содержанием мочевины (20 мМ Трис-
HCl, 0,5 М NaCl, 8 М мочевина, 20 мМ 
имидазол, 5 мМ 2-меркаптоэтанол; рН=7,9), 
обрабатывали ультразвуком, центрифугиро-
вали. Осветлённый лизат вносили в колон-
ку с Ni-сефарозой, уравновешенную тем же 
буфером. Носитель со связанным белком 
промывали до выхода ОП280 на плато. РБ 
последовательно снимали тем же буфером 
с возрастающим содержанием имидазола 
50, 200 и 500 мМ.

Диализ раствора РБ проводили в течение 
суток при 8 °С против двух буферов: ФБС 
(20 мМ NaH2PO4, 0,15 M NaCl; рН=7,4) 
и бикарбонатного буфера (0,1 М NaHCO3; 
pH=9,5) с использованием диализных 
мембран с размером пор 12–14 кДа. 
Содержимое диализных мешков центри-
фугировали, определяли ОП280 в осадке 
и растворе и методом Брэдфорда. Наличие 
и чистоту рМСТ определяли методом 
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ПААГ-SDS электрофореза (12,5%), белки 
окрашивали Coomassie Blue R-250. 

Компоненты для определения 
титра антител к миостатину
Сорбент Сефароза CL4B с иммобили-

зованным IgG овцы. Из сыворотки крови 
овцы с использованием сорбента с иммо-
билизованным G-белком выделяли IgG 
овцы (ovIgG). Полученным ovIgG имму-
низировали кроликов и готовили сорбент 
Сефароза CL4B-оvIgG для связывания ан-
ти-овечьих антител. 

Очистка антител «кролик-анти-овца». 
Из сыворотки иммунизированных оvIgG 
кроликов на сорбенте Сефароза CL4B-оvIgG 
были аффинно очищены антитела кролика 
против IgG овцы: «кролик-анти-овца». Был 
получен конъюгат антител «кролик-анти-
овца» с пероксидазой хрена (ПХ), оценено 
качество конъюгата, подобрано его рабочее 
разведение для ИФА. 

Иммунизация животных
В эксперименте использовали овец ро-

мановской породы возрастом 1–1,5 года 
и самцов кроликов калифорнийской поро-
ды возрастом 6–7 мес. Все животные со-
держались в условиях вивария ВНИИФиП 
на соответствующих стандартных рационах. 
Очищенный рМСТ, растворенный в буфе-
ре с 8 М мочевиной, разводили физ. р-ром 
до нужной концентрации и смешивали с од-
ним из адъювантов (1:1) — гель гидроксида 
алюминия (ГА), полный адъювант Фрейнда 
(ПАФ), неполный адъювант Фрейнда (НАФ). 
Доза антигена для овец составляла 1 мг/гол., 
для кроликов — 0,5 мг. Кровь для получения 
сыворотки брали у овец из яремной вены, 
у кроликов — из ушной вены в пробирки 
с активатором свёртывания. В сыворотке 
крови овец и кроликов определяли титр ан-
тител к миостатину. Животных взвешивали 
согласно схеме исследования.

Результаты исследований
Наличие в рекомбинантном белке (РБ) 

полигистидиновой последовательности 

(6хHis) позволяет производить его очист-
ку с помощью Ni-сефарозы (агарозы). 
Образование нерастворимых телец включе-
ния является одной из проблем получения 
РБ в клетках E. сoli [3]. В денатурирующих 
условиях 6xHis тэг становится полностью 
доступен для связывания с Ni-сефарозой, 
уменьшается вероятность неспецифиче-
ского взаимодействия сорбента с другими 
белками. При выделении РБ из телец вклю-
чения при жёстких денатурирующих усло-
виях они остаются пригодными для имму-
низации и получения антител [5].

Очистка и оценка 
растворимости рМСТН 
Нативный лизат бактериальной культуры, 

полученный после обработки лизоцимом, 
ультразвуковой гомогенизации и центри-
фугирования, практически не содержал РБ 
(рис., А, дорожка 1). РБ в виде телец вклю-
чения находился в осадке и растворялся 
только в денатурирующих условиях в буфе-
ре с 8 М мочевиной и обработкой ультраз-
вуком (рис., А, дорожка 2). Осветлённый 
центрифугированием лизат, содержа-
щий большое количество РБ, пропускали 
через Ni-колонку. Связанный с носителем 
рМСТ последовательно снимали буфером 
с возрастающей концентрацией имидазо-
ла — от 50 до 500 мМ (дорожки 4–6, 8–10). 
В проскоке лизата оставалось незначитель-
ное количество рМСТ (дорожка 3). Помимо 
мономеров рМСТ (около 16 кДа), очищен-
ный белок был представлен в димерной 
(32 кДа) и даже в тримерной форме (около 
48 кДа). 

Диализ очищенного рМСТ (рис., В, до-
рожка 1) проводили с целью перевести РБ 
в растворенном виде в один из стандартных 
буферов, используемых в т. ч. для выпол-
нения ИФА. Как оказалось, в PBS и в би-
карбонатном буфере рМСТ нерастворим: 
в надосадочной жидкости содержимого 
диализного мешка белок не обнаружен 
(дорожка 2). Весь рМСТ находился в осад-
ке (дорожка 3). Наблюдалась тенденция 
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к полимеризации рМСТ, проявившаяся 
в появлении полос, соответствующих ди-, 
три- и тетрамерам (32 кДа, 48 кДа и 64 кДа), 
и к частичному гидролизу белка (появление 
полос с массой ниже, чем у мономера).

ИФА тест-система, 
иммунизация животных
На основе полученного рМСТ и аффин-

но очищенных антител «кролик-анти-IgG 
овцы», конъюгированных с ПХ, была созда-
на ИФА тест-система (непрямой вариант) 
для оценки антител к миостатину в био-
логических жидкостях овец, иммунизиро-
ванных рМСТ. Было определено рабочее 
разведение конъюгата: 1/25000–1/50000. 
Кроме того, используя в качестве вторых 
антител ПХ-конъюгаты других видоспе-
цифичных антител, например, «коза-анти-
кролик», можно определять антительный 
ответ у других животных, иммунизирован-
ных рМСТ, например, у кроликов.

Иммунизация овец показала, что  
рМСТН обладает иммуногенной активно-
стью. Оптимальное разведение сывороток 
для ИФА было в 400–800 раз. ОП сыворо-
ток иммунизированных животных была 
в 4–15 раз выше, чем у контрольных. Титр 
существенно зависел от используемого адъ-

юванта и места введения антигена: самый 
высокий титр был при подкожной иммуниза-
ции с ПАФ, самый низкий — при внутримы-
шечном введении рМСТ с гелем гидроксида 
алюминия. 

При иммунизации кроликов достоверных 
различий в набранной за месяц экспери-
мента массе между животными контроль-
ной и опытных групп не было обнаружено, 
однако средняя масса и среднесуточные 
привесы у животных опытных групп были 
выше, чем у кроликов контрольной груп-
пы (табл.). Максимальный рост кроликов 
приходится на 1,5–4-месячный возраст, 
и именно в этом возрасте, по-видимому, 
иммунизация рМСТ была бы наиболее эф-
фективна.

Заключение
Аминокислотная последовательность ми-

остатина идентична у всех сельскохозяй-
ственных животных. Рекомбинантный ми-
остатин (рМСТ) как иммуноген в составе 
вакцин может быть использован для повы-
шения мясной продуктивности сельскохо-
зяйственных животных (крупный рогатый 
скот, мелкий рогатый скот, свиньи, лошади, 
кролики), птицы.

Рис. ПААГ-SDS электрофорез (15%): А — образцы, взятые на разных стадиях очистки рМСТ; В — диализ 
рМСТ, выделенного при денатурирующей очистке. Дорожки А7, В5 — маркер белковых масс. 
Fig. PAAG-SDS electrophoresis (15%): A — samples taken at different stages of purification of rMST; В — dialysis 
of rMST isolated during denaturing purification. Lines А7, В5 — a marker of protein masses.



21БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2023| Toм 19 | № 3 | 17–22

С использованием технологии рекомби-
нантных ДНК нами был создан штамм-про-
дуцент E. coli Bl21/pET28-MSTN с высо-
ким уровнем экспрессии рМСТ. 

В экспериментах на овцах было показано, 
что рМСТ обладает достаточной иммуно-
генностью и индуцирует синтез специфиче-
ских аутоантител к миостатину. При имму-
низации кроликов калифорнийской породы 

рМСТ у животных всех опытных групп на-
блюдали прирост массы тела и среднесу-
точный прирост выше, чем у контрольных 
кроликов. Показано, что вакцины с рМСТ 
потенциально могут быть использованы 
для индукции синтеза специфических аутоан-
тител к эндогенному миостатину с целью бло-
кирования его действия и стимуляции роста 
мышечной ткани у разных видов животных

Таблица. Изменение массы тела и среднесуточных привесов кроликов после иммунизации рМСТ 
Table. Changes in body weight and average daily weight gain of rabbits after immunization of rMST

Параметр

Группы кроликов
Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 4

Контроль ГА п/к ГА в/м
Масло 

(монтанид) 
п/к

Кол-во животных 6 6 6 6

Масса тела в 1-е сут. (иммунизация), кг 4,04±0,38 4,04±0,17 4,05±0,3 4,03±0,13

Масса тела через 14 сут. после иммунизации, кг 4,17±0,43 4,28±0,22 4,24±0,28 4,23±0,15

Среднесуточный привес за 14 сут., г 10 17 14 14

Масса тела через 28 сут. после иммунизации, кг 4,20±0,52 4,43±0,19 4,33±0,24 4,34±0,13

Среднесуточный привес за 28 сут., г 6 14 10 11
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МЕТОД ИЗУЧЕНИЯ КАЛЬЦИЕВОГО ГОМЕОСТАЗА  
НА УРОВНЕ ГАСТРО-ЭНТЕРАЛЬНОЙ СРЕДЫ У МИНИ-ПИГОВ  

Д.А. Ксенофонтов*, А.А. Ксенофонтова
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127434, Российская Федерация, Москва, ул. Тимирязевская, 49

В эксперименте на мини-пигах исследованы этапы метаболизма кальция на уровне энтеральной 
среды. Методом атомно-абсорбционной спектрофотометрии определена концентрация кальция 
в эндогенных и экзогенных структурах химуса по мере его прохождения в тонком и толстом отделах 
кишечника, в разных слоях стенки кишечника и в крови, притекающей и оттекающей от кишечника. 
Установлены закономерности изменения концентрации кальция во фракциях химуса и о его прео-
бладающей аккумуляции в плотной эндогенной фракции в тонком отделе кишечника. С учётом ги-
дратации гликопротеинов полостной слизи и её существования в виде своеобразной энтероплазмы 
химуса предполагается участие кальция в формировании эндогенных структур и химуса в целом 
путём перераспределения между растворимыми и фиксированными формами элемента. Выявлена 
динамика увеличения концентрации кальция в слое слизистых наложений от дистального к прок-
симальному отделу стенки кишечника. В слизистом эпителии кишечника концентрация кальция 
в целом ниже, но динамика имеет сходную картину. Артериовенозная разница на уровне пищевари-
тельного тракта свидетельствует о преобладании экскреции элемента в пищеварительную полость. 
Делается заключение о роли эндогенных структур химуса в поддержании кальциевого гомеостаза 
не только в гастроэнтеральной среде, но и организма в целом.

Ключевые слова: кишечник, кальций, химус, слизистая оболочка, кровь, гомеостаз 
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METHOD FOR STUDYING CALCIUM HOMEOSTASIS  
AT THE LEVEL OF GASTROENTERAL ENVIRONMENT IN MINIPIGS
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Russian State Agrarian University — Moscow Timiryazev Agricultural Academy 

127434, Russian Federation, Moscow, Timiryazevskaya Str., 49

The stages of calcium metabolism at the enteric medium level were studied in experiments on minipigs. 
Atomic absorption spectrophotometry was used to determine the concentration of calcium in the endoge-
nous and exogenous structures of the chyme while its passing through the small and large intestines, both 
in different layers of the intestinal wall and in the blood flowing in and out of the intestine. Regularities 
of changes in calcium concentration in chyme fractions and its predominant accumulation in the dense 
endogenous fraction in the small intestine were established. Taking into account the hydration of the gly-
coproteins of the abdominal mucus and its existence in the form of a kind of enteroplasm of the chyme, it 
is assumed that calcium is involved in the formation of endogenous structures and chyme as a whole by 
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redistributing between soluble and fixed forms of the element. The dynamics of the increase in calcium 
concentration in the layer of mucous deposits from the distal to the proximal section of the intestinal wall 
was revealed. In the intestinal mucosa, the calcium concentration is generally lower, although the dynamics 
follows a similar pattern. The arterio-venous difference in the damage of the digestive tract indicates the 
predominant excretion of the element into the digestive cavity. The conclusion is made about the role of en-
dogenous chyme structures in maintaining calcium homeostasis not only in the gastroenteric environment, 
but also in the body as a whole.
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Введение
Одним из наиболее важных элементов 

в организме является кальций, который 
прямо или опосредованно участвует во всех 
физиологических процессах. Хорошо из-
вестно, что алиментарная недостаточность 
кальция либо патология его обмена приво-
дят к остеомаляции или остеопорозу, выз-
ванному одновременной резорбцией ми-
нерального и органического компонентов, 
нарушается передача нервного импульса 
и мышечное сокращение, свёртывание 
крови и секреция желёз, дифференцировка 
и гибель клеток, реализация иммунного от-
вета [6]. Избыток кальция в рационе может 
оказаться не менее вредным, хотя в пра-
ктических условиях такая ситуация мало-
вероятна. Возникающий при нарушениях 
метаболизма кальция симптоматический 
комплекс может проявляться снижением 
продуктивности и нарушением воспроиз-
водительной функции [1]. 

Несмотря на то, что механизмы абсорб-
ции и поддержания гомеостазиса кальция 
на уровне внутренней среды организма 
изучены весьма подробно, вопрос о его об-
мене в полости пищеварительного тракта 
исследован недостаточно [5, 7]. Концепция 
постоянства состава химуса и сведения 
о механизмах, обеспечивающих его гомео-

стазирование, показывает, что энтеральная 
среда должна сохранять относительно ста-
бильный состав и соотношение масс его ин-
гредиентов, а недостаток веществ в химусе 
может быть экскретирован из внутренней 
среды организма. При этом новая концеп-
ция о структурно-функциональной органи-
зации полостного пищеварения указывает 
на важную роль эндогенных компонентов 
гастроэнтеральной среды как в обеспече-
нии гомеостазирования химуса, так и в про-
цессах его формирования [2]. 

Цель работы — выявление закономер-
ностей метаболизма кальция на уровне пи-
щеварительного тракта при участии эндо-
генных структур химуса. 

Материалы и методы
Для изучения метаболизма минераль-

ных элементов на уровне гастроэнтераль-
ной среды был проведён эксперимент 
на мини-пигах светлогорской популяции 
на базе ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. 
Предварительно по животным собирался 
анамнез и проводился клинический ос-
мотр. Условия содержания мини-пигов 
соответствовали требованиям ветеринар-
но-санитарных и зоотехнических норм. 
Для эксперимента была отобрана группа 
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из четырёх хряков в возрасте 1,5 года и мас-
сой 22 кг, получавших полнорационный 
комбикорм СК-1-18. Животных подверга-
ли общей анестезии препаратом «Золетил 
100» с фиксацией на операционном столе 
в спинном положении. Местная анестезия 
проводилась подкожно вдоль белой линии 
брюшной полости подкожно р-ром лидо-
каина. Под наркозом делали разрез брюш-
ной стенки по белой линии, извлекали 
брыжейку кишечника, шприцом отбирали 
артериальную кровь из аорты (a. abdomina-
lis) и венозную кровь из желудочной вены 
(v. gastrica sinistra), дуоденальной (v. du-
odenalis), брыжеечной (v. jejunalis), вены 
слепой кишки (v. colica decstra), ободочной 
кишки (v. coecalis) и общую венозную кровь 
из воротной вены печени (v. portae hepatis) 
и каудальной полой вены (v. cava caudalis). 
Затем производили эвтаназию животных 
путём введения токсичной дозы анестети-
ка. Далее извлекали ЖКТ и брали образцы 
химуса и стенки из отделов тонкого и тол-
стого кишечника. Химус по разработанной 
методике фракционировали на пищевые 
частицы (ПЧ), растворимую (РФ) и плот-
ную эндогенную фракцию (ПЭФ), изменяя 
реологические показатели химуса путём 
разведения растворителем с последующим 
декантированием и центрифугированием 
супернатанта в течение 10 мин при скоро-
сти 5000 об./мин [4].

В стенке каждого отдела тонкого и тол-
стого кишечника выделяли слой слизистых 
наложений (ССН) по методике, основанной 
на механической вибрации, в результате 
которой отделяется поверхностный и отно-
сительно рыхло связанный слой слизистых 
наложений без отслоения самого эпители-
ального пласта. Полученный супернатант 
центрифугировали 10 мин при скорости 
5000 об./мин. В результате в осадок перехо-
дит ССН [3]. Участок кишки после отделе-
ния слизистых наложений разделяли, делая 
соскоб шпателем слизистого слоя (СС) ки-

шечной стенки и очищая серозно-мышеч-
ный слой (СМС). 

Во всех образцах определяли содержание 
кальция методом атомно-абсорбционной 
спектрофотометрии на приборе «Спектр 
5-4». Результаты обработаны статистиче-
ски с помощью программы MS Office Excel.

Результаты и их обсуждение
Мини-пиги — сравнительно новый 

вид лабораторных животных, генетиче-
ски близкий человеку, пищеварение кото-
рых видоспецифично на уровне желудка 
и толстого отдела кишечника, где велика 
роль симбиотических микроорганизмов. 
Минеральный анализ компонентов химу-
са у мини-пигов показал, что уже начиная 
с двенадцатиперстной кишки кальций куму-
лируется в ПЭФ, а его концентрация в ней 
увеличивается в 11,5 раза, с 4 до 46 г/ кг су-
хого вещества в дистальном отделе тонкой 
кишки, при этом количество растворимого 
кальция становится минимальным (рис. 1). 
В толстом отделе кишечника у мини-пигов 
кальций равномерно распределён между 
ПЭФ и РФ на уровне 17–24 г/кг сухого ве-
щества. Динамика кальция в ПЧ указывает 
на увеличение концентрации в дисталь-
ном направлении тонкого кишечника с 2,3 
до 15 г/кг сухого вещества вследствие опе-
режающего гидролиза органической части, 
а начиная со слепой кишки, где активизи-
руются симбиотические микроорганизмы, 
концентрация элемента в ПЧ вновь снижа-
ется до 7 г/кг сухого вещества вследствие 
активного гидролиза нутриентов.

Анализ соотношения минеральных эле-
ментов в ПЭФ химуса мини-пигов показал, 
что в двенадцатиперстной, тощей, под-
вздошной, слепой, ободочной и прямой 
кишке на долю кальция приходится 50,3%, 
65,8%, 68%, 57%, 53% и 57,3% соответст-
венно. Такое количество элемента не слу-
чайно и свидетельствует о роли кальция 
в формировании гастроэнтеральной среды. 
Необходимо подчеркнуть, что в нативном 
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химусе ПЭФ и РФ представлены единым 
целым в виде геля энтероплазмы, поэтому 
распределение кальция между раствори-
мым и связанным фактически образует ди-
намичную систему, которая зависит внеш-
них и внутренних факторов.

Дополнительной характеристикой энте-
рального гомеостазирования кальция ста-
ла его концентрация в стенке кишечника 
(рис. 2). Минимальная концентрация каль-
ция отмечается в СМС и составляет на про-

тяжении кишечника 0,7–1,9 г/кг сухого ве-
щества, увеличиваясь в сторону толстого 
отдела кишечника, что является функцио-
нальной характеристикой гладкомышечной 
и соединительной ткани. В слизистой обо-
лочке тонкого и толстого кишечника кон-
центрация кальция в 2,4–4 раза выше, чем 
в СМО, что, вероятно, связано с активаци-
ей абсорбции элемента. В пристеночном 
слое слизистых наложений тонкой кишки 
мини-пигов концентрация кальция в целом 

Рис. 1. Концентрация кальция по фракциям химуса у мини-пигов (г/кг сухого вещества).
Fig. 1. Calcium concentration in chyme fractions of minipigs (g/kg of dry matter).

Рис. 2. Концентрация кальция в стенке кишечника у мини-пигов (г/кг сухого вещества). 
Fig. 2. Calcium concentration in the intestinal wall of minipigs (g/kg of dry matter).
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Рис. 3. Содержание кальция в крови у мини-пигов (мг% в сухом веществе).
Fig. 3. The content of calcium in the blood of minipigs (mg% in dry matter).

2–2,5 раза ниже, чем в СО. Максимальная 
концентрация кальция зафиксирована 
в ССН, при этом начиная с тонкой кишки 
она резко возрастает с 3,1 до 17,4 г/кг сухо-
го вещества, что в 3 раза выше, чем в СО.

Являясь двусторонним процессом, транс-
порт кальция через стенку пищеварительно-
го тракта обеспечивает не только кальциевый 
гомеостаз во всём организме, но и служит 
источником элемента для клеток тканей 
стенки ЖКТ. Однако интенсивность его 
всасывания и экскреции не одинакова в тех 
или иных участках пищеварительного кана-
ла. Анализ артериовенозной разницы (АВР) 
по кальцию на уровне ЖКТ у мини-пигов 
показывает, что лишь в желудке и слепой 
кишке она является положительной, состав-
ляя +22 и +14% соответственно (рис. 3). По-
видимому, кислотность желудочного сока 
и микробиологическое брожение с образо-
ванием кислот увеличивает концентрацию 
растворимого ионизированного кальция, 
что активизирует абсорбцию элемента.

В тонком кишечнике установлена отри-
цательная АВР по кальцию, а концентрация 
элемента в оттекающей крови ниже, чем 
в притекающей — на 23% в двенадцати-
перстной и на 40% в тощей кишке. Таким 
образом, значительная часть кальция за-

держивается на уровне тонкого кишечника, 
не поступая в кровь. В итоге снижается кон-
центрация элемента в воротной вене пече-
ни, где АВР также отрицательная (–5  мг% 
в сухого веществе). Несмотря на это, уро-
вень кальция в каудальной вене и аорте 
практически не отличается, составляя 40,6 
и 39,1 мг% в сухом веществе, соответствен-
но, по-видимому, из-за положительной АВР 
в толстом отделе кишечника.

Заключение
Анализируя материал, полученный в экс-

перименте на мини-пигах, нужно сказать, 
что активная кумуляция кальция полостной 
слизью является физиологической нормой. 
Кальций, как активный комплексообразо-
ватель, взаимодействуя с гидроксильными 
группами гликопротеинов, неизбежно вли-
яет на пространственную структурирован-
ность и химический состав энтероплазмы 
химуса. Высокая плотность адсорбирован-
ных катионов кальция является необходи-
мой не только для ускорения абсорбции, 
но и для устойчивой организации про-
странственно-ориентированной структуры 
молекул гликопротеинов и её с поддержа-
ния при агрессивном воздействии нутриен-
тов и гидролитических ферментов.
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МОДИФИКАЦИЯ И УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ  
СОСТАВА ЛИПОСОМ ЭКСТРАКТА ПРЕПУЦИАЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 

МУСКУСА КАБАРГИ СИБИРСКОЙ  

М.С. Нестеров1,*, Р.А. Агельдинов1, Д.В. Хвостов1, С.Л. Люблинский1,  
И.Н. Люблинская2, В.Н. Каркищенко1
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Охарактеризована липосомальная форма нового оригинального продукта на основе препуци-
альной железы мускуса кабарги сибирской с модификацией состава в комплексе включения 
с β-циклодекстрином. Для препаративного получения липосом мускуса кабарги использован эффек-
тивный и масштабируемый метод гомогенизации при высоком давлении. Полученный липосомаль-
ный продукт охарактеризован методами просвечивающей электронной микроскопии, динамическо-
го светорассеяния, препаративной и аналитической хроматографии, хромато-масс-спектрометрии. 
Разработана спецификация на липосомальную форму экстракта препуциальной железы кабарги 
сибирской, включающая все критические показатели качества продукта. Получены гомогенные 
дисперсии липосом мускуса кабарги с равномерным распределением по размерам — с максиму-
мами распределения при 50 и 240 нм. Установлена высокая физико-химическая стабильность ли-
посомальной дисперсии: дзета-потенциал полученных наночастиц составил –5…–35 мВ. Степень 
включения в липосомы целевых компонентов мускуса кабарги по данным гель-размерной хромато-
графии и масс-спектрометрии для липосом мускуса по стероидным компонентам и общему белку 
составила 58–75%. Изученные показатели качества липосомального продукта позволяют получать 
высоко эффективный продукт на основе липосомальной формы экстракта мускуса кабарги, модифи-
цированной циклодекстрином, как адаптоген природного происхождения с усиленной и выражен-
ной активностью в лабораторных тестах на работоспособность.
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MODIFICATION AND IMPROVEMENT  
OF THE LIPOSOME COMPOSITION OF PREPUTIAL GLAND 

EXTRACT OF SIBERIAN MUSK DEER 
Maxim S. Nesterov1,*, Ruslan A. Ageldinov1, Daniil V. Khvostov1,  
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In this work, we set out to characterize the liposomal form of a new original product based on the preputial 
gland extract of Siberian musk deer whose composition was modified by an inclusion complex with β-cy-
clodextrin. Musk deer liposomes were obtained by an efficient and scalable high-pressure homogenization 
method. The resulting liposomal product was characterized by transmission electron microscopy, dynamic 
light scattering, preparative and analytical chromatography, and gas chromatography-mass spectrometry. 
A specification for the liposomal form of Siberian musk deer extract was developed, which includes all 
critical indicators of product quality. Homogeneous dispersions of musk deer liposomes with a uniform 
size distribution were obtained, with the distribution maxima observed at 50 and 240 nm. The high phys-
icochemical stability of the liposomal dispersion was established with the zeta potential value of the ob-
tained nanoparticles ranging from –5 to –35 mV. According to size-exclusion chromatography and mass 
spectrometry, the incorporation of deer musk target components into liposomes reached 58–75% for musk 
liposomes in terms of steroid components and total protein. The revealed quality indicators of the studied 
liposomal product indicate the possibility of obtaining highly effective products based on the liposomal 
form of musk deer extract, modified with cyclodextrin, as an adaptogen of natural origin with an enhanced 
and pronounced activity in laboratory performance tests.

Keywords: musk deer, musk, gland, liposomes, chromatography, mass spectrometry, adaptogens, peptides, 
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Введение
В последнее время во всём мире прово-

дятся исследования по изучению влияния 
различных вспомогательных веществ 
на эффективность и качество лекарствен-
ных препаратов. Известно, что вспомога-
тельные вещества позволяют регулировать 
основные константы фармакокинетики (из-

менение концентрации вещества во време-
ни) и фармакодинамики (совокупность эф-
фектов, вызываемых лекарством) и, таким 
образом, повышать эффективность лекар-
ственной терапии.

Одними из таких веществ являются ци-
клодекстрины. Помимо производства пи-
щевых продуктов и косметических средств, 
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они нашли широкое применение в фарма-
цевтической промышленности в качестве 
систем доставки лекарств. Циклодекстрины 
могут служить защитными агентами, ко-
торые предотвращают преждевременный 
метаболизм лекарств и, таким образом, де-
лают возможным, например, пероральное, 
а не внутривенное введение. Они могут 
изменять растворимость лекарств, в т. ч. 
слаборастворимых, и особенности их би-
ологического транспорта, увеличивая 
специфичность к мишени. Комплексы ци-
клодекстринов с биологически активны-
ми молекулами повышают их стабиль-
ность в среде физиологических жидкостей 
и при хранении, улучшают вкусовые ка-
чества, маскируя неприятные или горькие 
привкусы, усиливают их фармакологиче-
скую активность и пролонгируют терапев-
тической действие, снижают побочные эф-
фекты и т. д.

Основной интерес исследователей 
к изучению циклодекстринов связан имен-
но с их способностью образовывать ком-
плексы включения с различными группами 
различных органических и неорганических 
соединений. Это свойство определяется 
тем, что циклодекстрины представляют со-
бой уникальные природные наноструктуры, 
снабжённые гидрофобной внутренней по-
лостью и гидрофильной внешней поверх-
ностью, т. н. «молекулярные контейнеры», 
которые способны удерживать во внутрен-
ней полости неполярные, неионизирован-
ные молекулы вещества-«гостя». Это при-
водит к образованию комплекса включения, 
что придаёт гидрофобным молекулам веще-
ства-«гостя» уникальное свойство раство-
ряться в водной фазе за счёт гидрофильной 
наружной поверхности «молекулярного 
контейнера». Очевидно, что способность 
молекул вещества-«гостя» встроиться 
в полость олигосахаридов (т. н. «хозяина») 
и стабильность образующегося комплекса 
включения зависят не только от полярности 
и размера этих молекул, но также и от фи-

зико-химических свойств молекул цикло-
декстринов.

Целью работы было комплексное 
исследование физико-химических свой-
ства ряда критических показателей каче-
ства липосомированной формы мускуса 
кабарги сибирской после модификации их 
β-циклодекстрином. 

Данный олигосахарид имеет 7 остатков 
глюкозы, молекулярную массу — 1134 Да, 
с внешним диаметром 15,4 А и диаме-
тром полости тора 7,8 А. При нормальных 
условиях одна молекула β-циклодекстрина 
может ассоциировать 9,6 молекулы воды. 
Способность циклодекстринов образовы-
вать прочные комплексы с гидрофобными 
«гостями» в водных растворах обусловлена 
строением их внутримолекулярной поло-
сти. Данная полость, образованная угле-
водородным окружением и гликозидными 
атомами кислорода, является малополяр-
ной и гидрофобной по сравнению с внеш-
ней поверхностью. При этом возникающее 
и исчезающее в молекуле «хозяина» напря-
жение предопределяет одну из движущих 
сил клатратообразования.

Диаметр внутренней полости β-цикло-
декстрина хорошо соответствует размерам 
молекул большого множества субстратов, 
в т. ч. биологически активных веществ 
(БАВ) из мускуса кабарги.

Учитывая вышеизложенное, было сдела-
но предположение о возможности образо-
вания молекулярных комплексов включе-
ния (клатратов) между β-циклодекстрином, 
липосомами, а также отдельными БАВ му-
скуса кабарги.

Экстракт мускуса кабарги — продукт 
препуциальной железы кабарги сибирской 
(Moschus moschiferus) — давно известен 
как вещество, обладающее широким спек-
тром биологической активности, обуслов-
ленной многокомпонентным составом: 
андростероиды и их метаболиты, гетероци-
клические соединения (пиримидины и фу-
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раны), воски, жиры, сложные эфиры холе-
стерина, белки и пептиды и т. д. [2]. Такой 
сложный и многокомпонентный состав 
предъявляет особые требования к форме 
лекарственного средства, обеспечивающей 
биологическую доступность, снижение си-
стемной токсичности, защиту от деграда-
ции, контроль высвобождения и целевую 
доставку фармацевтической субстанции. 
Одним из подходящих форм лекарственно-
го средства на основе мускуса кабарги яв-
ляются липосомы [1].

Ввиду большого разнообразия липосом 
как по строению, так и по составу липид-
ной мембраны, ряд критериев использует-
ся для стандартизации липосомированных 
форм препаратов. Анализ химической ста-
бильности липосом включает в себя оценку 
степени окисления и гидролиза фосфоли-
пидных компонентов, самоокисления хо-
лестерина и деградацию антиоксидантного 
компонента. Анализ физических характе-
ристик липосом включает в себя показатели 
распределения по размеру, электрического 
поверхностного потенциала (ζ-потенциал), 
температуру фазового перехода, эффектив-
ности включения фармакологических суб-
станций, а также их высвобождения в целе-
вой биосреде [5, 6].

Наиболее часто встречающийся диаметр 
коммерческих одноламеллярных липо-
сом лежит в диапазоне 70–200 нм, притом 
что в исследовательских работах встреча-
ются везикулы диаметром от нескольких 
нанометров до нескольких микрометров. 
Везикулы с диаметром более 200 нм име-
ют тенденцию к преобразованию в муль-
тиламеллярный тип, при котором стенка 
состоит из десятков или сотен бислоёв 
фосфолипидов, что существенно замед-
ляет высвобождение активных компонен-
тов [4]. Принято считать, что чем выше 
ζ-потенциал (вне зависимости от знака), 
тем более стабильны коллоидные раство-
ры липосом. Однако рост потенциала выше 
40 мВ приводит к взаимодействию с рас-

творителем и формированию крупных аг-
регатов. Исходя из назначения везикул, так-
же существует оптимум ζ-потенциала. Так, 
в экспериментах на мышах было показано, 
что ζ = –7,6 мВ обеспечивает более длитель-
ное циркулирование липосом в организме 
и их высокое накопление в опухоли [3].

Материалы и методы
Липосомированную форму мускуса ка-

барги сибирской получали методом гомо-
генизации высоким давлением, описанным 
ранее [2].

Визуализацию липосом мускуса кабарги 
проводили в просвечивающем электрон-
ном микроскопе Tecnai G2 Spirit bioTWIN 
(«FEI», США) при ускоряющем напряжении 
120 кВ и 5000–80000-кратных увеличениях 
методом негативного контрастирования. 
Оценку среднего диаметра и распределения 
по размеру липосом проводили методом 
динамического рассеяния света на анализа-
торе Photocor Compact-Z (ООО «Фотокор», 
Россия). Оценку ζ-потенциала проводили 
методом электрофоретического рассеяния 
света на анализаторе Photocor Compact-Z 
(ООО «Фотокор», Россия). Индекс окислен-
ности определяли спектрофотометрически 
(Multiscan Go, «Thermo Fisher Scientific», 
США) как соотношение интенсивности по-
лос поглощения в УФ-спектре анализируе-
мых липосом, А233/А215), что достаточно 
полно отражает процессы окисления, про-
ходящие в липидах как в ходе получения 
и хранения липидов, так и при формирова-
нии липосом.

Для получения комплексов включения 
и модификации состава липосом приме-
нялся β-циклодекстрин — нативный ци-
клический олигосахарид, полученный 
в результате биотехнологической конвер-
сии крахмала.

Хромато-масс-спектрометрический ана-
лиз для подтверждения стероидной подлин-
ности получаемого продукта выполняли 
на ГХ-МС анализаторе «Хроматэк», состо-
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ящем из газового хроматографа «Хроматэк-
Кристалл 5000» и жидкостного дозатора 
ДАЖ-2М (3Д). Оценку степени включения 
биологически активных компонентов му-
скуса кабарги в состав липосом проводили 
методом хромато-масс-спектрометрии вы-
сокого разрешения на хроматографической 
системе 1290 Q-TOFF 6545 XT («Agilent 
Technologies», США). В анализ на оцен-
ку степени включения отбирали фракции 
липосом после гель-размерной хромато-
графии, очищенные от невключённых ком-
понентов липидной мембраны и исходно-
го сырья. Целевыми маркерами продукта 
служили стероидная фракция, общий белок 
и холестерин.

Результаты исследований
Микрофотографии липосом мускуса ка-

барги убедительно подтверждают подлин-
ность полученной в условиях технологиче-
ского процесса липосомальной субстанции 
для трёх испытуемых серий продукта. 
На рисунке видны моноламеллярные ве-
зикулы (липосомы) округлой формы, раз-
мером от 50 до 350 нм с преобладающей 
фракцией частиц размером около 200 нм. 

Прослеживаются отдельные моноламел-
лярные липосомы сферической формы, 

что также подтверждает подлинность суб-
станции. На переднем плане чётко видны 
несколько крупных липосом размером 
от 300 до 500 нм, хорошо нагруженных 
(окрашенных) гидрофильными (внутрен-
ний объём везикул) и гидрофобными (про-
странство внутри внешнего бислоя везикул, 
образованного фосфолипидами) компонен-
тами, входящими в состав мускуса кабарги. 
Необходимо подчеркнуть, что на всех ми-
крофотографиях основная фракция липо-
сом представлена частицами с диаметром 
около 200 нм.

Значение индекса окисленности испыту-
емых растворов липосом мускуса кабарги 
не превышает показателя 0,5.

Вывод
В результате мультиметодического ана-

лиза трёх технологических серий липосо-
мальной формы экстракта мускуса кабарги 
разработан проект спецификации продукта 
на основе экстрактивного материала муску-
са кабарги сибирской, модифицированного 
циклодекстринами, для применения в био-
логических тестах на лабораторных живот-
ных для анализа физической выносливости 
и работоспособности (табл.).

Рис. Микрофотографии липосом мускуса кабарги, модифицированных циклодекстрином (ускоряющее напряже-
ние 120 кВ; увеличение от 5000 до 80 000 крат; негативное контрастирование)
Fig. Micrographs of musk deer liposomes modified with cyclodextrin (accelerating voltage 120 kV; magnification from 
5000 to 80,000 times; negative contrast)
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Таблица. Критические показатели качества липосом, модифицированных циклодекстрином, содержащих 
комплекс БАВ, выделенных из мускуса кабарги
Table. Critical quality indicators of liposomes containing a complex of biological activity substances isolated from musk

Показатель Метод Норма

Описание Органолептический 
ГФ XIII, ОФС 1.1.0006.15, ч. 1 

Лиофилизированный аморфный порошок 
светло-коричневого цвета с характерным 

запахом и вкусом мускуса 

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

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

в гексане

Подлинность:

- наличие БАВ мускуса
ВЭЖХ-УФ

Время удерживания основных пиков 
на хроматограмме испытуемого 

раствора должно соответствовать 
времени удерживания основных пиков 

на хроматограмме стандартного образца 
липосом мускуса кабарги

Размер частиц ГФ ХII, ч. 2. Фотодинамическое 
и лазерное светорассеяние Не менее 90% с размером от 100 до 1000 нм

Индекс полидисперсности Фотодинамическое и лазерное 
светорассеяние Не более 0,5

Дзета-потенциал Динамическое светорассеяние –25…–60 мВ
Степень включения БАВ 
мускуса Гель-хроматография ВЖХ-МС Не менее 50% 

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

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

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

Общий белок  
(растворимая фракция)

ГФ РФ, ОФС 1.2.3.0012.15 
Метод Бредфорд 

(колориметрический)
Не более 10,0%

Β-Циклодекстрин Спектрофотометрия Не менее 10%

Гуммиарабик Не менее 5%
Фосфолипиды  
(в пересчёте на фосфор) Спектрофотометрия Не менее 30%

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

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

Микробиологическая чистота ГФ РФ, ОФС 1.2.4.0002.15 Категория 3.2

Количественное определение ВЭЖХ
Не менее 90,0% и не более 110,0% 
в пересчёте на безводное вещество 

относительно стандартного образца липосом 
мускуса кабарги

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

Срок годности Устанавливается
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ИНГАЛЯЦИОННОЕ ВВЕДЕНИЕ ПРЕПАРАТА ЛЕЙТРАГИН 
МЫШАМ ЛИНИИ C57BL/6Y В МОДЕЛИ ОРДС  

ПОВЫШАЕТ УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА SIRT1  

Н.С. Огнева*, Л.А. Табоякова, О.В. Алимкина, Н.В. Петрова
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

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

В настоящей работе описывается методика ингаляционного введения лекарственного средства 
«Лейтрагин» в лёгкие мышам линии C57BL/6Y в модели острого респираторного дистресс-син-
дрома (ОРДС). Ингаляции проводились с помощью компрессионного ингалятора OMRON COMP 
AIR NE-C24 Kids с насадкой для одномоментного введения нескольким мышам, разработанной 
в НЦБМТ ФМБА России. Моделирование ОРДС осуществлялось последовательным введением 
α-галактозилцерамида, ингаляционно в дозе 1 мкг/мышь, и через 24 ч — комбинации липополиса-
харида E. coli (LPS) в дозе 300 мкг/мышь. Через 30 мин после введения LPS проводилось ингаля-
ционное введение мышам лекарственного средства «Лейтрагин» в опытной группе и физ. раствора 
в контрольной группе. После ингаляции проводился отбор биоматериала (тканей лёгкого) для оцен-
ки экспрессии гена SIRT1 методом RT-PCR в качестве маркера успешного проникновения препарата 
в ткани лёгкого. 

Ключевые слова: Лейтрагин, острый респираторный дистресс-синдром, ингаляционное введение, 
SIRT1, мыши C57BL/6Y
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INHALATION ADMINISTRATION OF LEYTRAGIN  
TO C57BL/6Y MICE IN AN ARDS MODEL INCREASES  

THE EXPRESSION LEVEL OF SIRT1 GENE

Nastasya S. Ogneva*, Lidiya A. Taboyakova, Oksana V. Alimkina, Nataliya V. Petrova
Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

143442, Russian Federation, Moscow Region, Krasnogorsk District, Svetlye Gory Village, 1 

 This paper describes a technique for inhalation administration of Leutragin into the lungs of C57BL/6Y 
mice in a model of acute respiratory distress syndrome (ARDS). Inhalations were carried out using an 
OMRON COMP AIR NE-C24 Kids compression inhaler with a nozzle for simultaneous administration 
to several mice, developed at the Scientific Center of Biomedical Technologies of FMBA of Russia. Mod-
eling of ARDS was carried out by sequential administration of α-galactosylceramide, inhaled at a dose  
of 1 μg/mouse, and, following 24 hours, a combination of E. coli lipopolysaccharide (LPS) at a dose 
of  300 μg/mouse. Thirty minutes after the administration of LPS, inhalation administration of the Ley-
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tragin drug was carried out to mice in the experimental group and normal saline in the control group. After 
inhalation, a biomaterial (lung tissue) was collected to evaluate the expression of the SIRT1 gene by RT-
PCR as a marker of successful penetration of the drug into the lung tissue.
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Введение 
Острый респираторный дистресс-син-

дром (ОРДС) является тяжёлой патологи-
ей лёгких, вызванной прогрессирующим 
самоподдерживающимся воспалением, 
в котором участвуют различные клетки 
иммунной системы, экспрессирующие про-
воспалительные цитокины, такие как IL-
1β, IL-6, IL-10, TNF-α [6]. В предыдущих 
работах было показано, что разработанный 
в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России пептид-
ный лекарственный препарат «Лейтрагин», 
являющийся пептидным агонистом 
δ-опиоидных рецепторов, искусственным 
аналогом эндогенного опиоидного пеп-
тида динорфина 1–6, достоверно значимо 
снижает экспрессию вышеописанных ци-
токинов у мышей в модели ОРДС и, соот-
ветственно, способствует более быстрому 
разрешению воспалительного процесса 
в опытных группах [2]. Также была показа-
на положительная связь уровня экспрессии 
HMGB1 и степени тяжести заболевания 
у человека и животных [4]. HMGB1 явля-
ется белком из группы ядерных негисто-
новых белков HMG, секретируется акти-
вированными макрофагами и моноцитами 
в качестве цитокинового медиатора. Его 
высвобождение из ядра, а далее — во вне-
клеточную жидкость обусловлено повре-
ждением ткани или некрозом. После выс-
вобождения из клеток HMGB1 связывается 
с TLR4 и активирует каскад воспалитель-
ных реакций посредством выброса цитоки-

нов и хемокинов макрофагами, тем самым 
запуская «цитокиновый шторм» [4]. В не-
скольких работах было показано, что бе-
лок сиртуин-1, кодируемый геном SIRT1, 
регулирует индуцированные инфекцией 
провоспалительные цитокины и хемоки-
ны посредством ингибирования ядерной 
транслокации в цитоплазму и высвобожде-
ния HMGB1 за счёт удаления ацетильных 
групп из остатков лизина в присутствии 
НАД+ [5, 8–10]. Данный механизм инги-
бирования воспаления является перспек-
тивным для более глубокого и детального 
изучения путей развития инфекционных 
и неинфекционных воспалительных забо-
леваний, а также разработки отечественных 
лекарственных средств. Полученные ранее 
данные свидетельствуют о том, что препа-
рат «Лейтрагин» достоверно снижает уро-
вень выброса HMGB1 из ядра во внекле-
точную жидкость в модели ОРДС на мышах 
линии C57BL/6Y, что может говорить о его 
непосредственном влиянии на экспрес-
сию SIRT1 [4]. Данная работа направлена 
на оценку экспрессии гена SIRT1 у экспе-
риментальных животных после ингаля-
ционного введения «Лейтрагина». Путём 
измерения уровня экспрессии гена SIRT1 
в лёгких животных возможна валидация 
метода ингаляционных введений мышам, 
которые имеют физиологическое расхо-
ждение с человеком, а именно облигатное 
носовое дыхание, в то время как человек 
может дышать и ртом, и носом, а также не-
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возможность объективно проверить факт 
вдыхания препарата мышами [1]. 

Целью работы явилась оценка методики 
ингаляционного введения лекарственно-
го средства «Лейтрагин» в лёгкие мышам 
линии C57Bl/6Y в биомодели острого ре-
спираторного дистресс-синдрома (ОРДС) 
по уровню экспрессии гена SIRT1.

Материалы и методы
Материалы 
Реагенты были получены от Invitrogen 

или Sigma-Aldrich («Merck», США). 
Животные
Исследования проводились в ФГБУН 

НЦБМТ ФМБА России на мышах линии 
C57BL/6Y, самках в возрасте около 2,5 мес., 
средней массой 20±2,0 г. Животные были 
получены из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.) 
и отобраны в эксперимент методом рандо-
мизации. Мышей содержали в микроизоля-
торной системе Rair IsoSystem по пять осо-
бей в группе. Животные соответствовали 
категории улучшенных конвенциональных. 
Они получали стандартный комбикорм гра-
нулированный полнорационный для лабора-
торных животных (экструдированный) ПК-
120 ГОСТ Р 51849-2001 Р.5. Водопроводная 
очищенная вода всем животным давалась ad 
libitum в стандартных поилках. Животные 
содержались в контролируемых условиях 
окружающей среды при температуре воз-
духа 18–22 °С, относительной влажности 
60–70% и искусственном освещении с ци-
клом 12/12. Все эксперименты проводились 
в соответствии с этическими принципами 
и нормативными документами, рекомендо-
ванными Европейской конвенцией о защи-
те позвоночных животных, используемых 
для экспериментов [3]. 

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

жение лёгких и респираторный дистресс-

синдром последовательным введением 
α-галактозилцерамида, ингаляционно в дозе 
1 мкг/мышь, и через 24 ч — комбинации ли-
пополисахарида E. coli в дозе 300 мкг/мышь 
с добавлением 100 мкг/мышь мурамил-
пептида и 10 мкл/мышь полного адъюван-
та Фрейнда, здесь и далее обозначаемой 
как «LPS», интратрахеально под инъекци-
онным наркозом, состоящим из комбина-
ции препаратов — Золетил 100 («Virbac», 
Франция) и Медитамидин («Api-San», 
Россия) в дозе 12,5 мг/кг и 1 мг/кг соот-
ветственно, а также сразу после проведе-
ния хирургической манипуляции вводился 
Антиседан («Orion Pharma», Финляндия), 
подкожно в дозе 2,5 мг/кг, что способствова-
ло снятию нежелательных эффектов на ор-
ганизм мыши и быстрому выходу из наркоза. 

Лечение
Лечение осуществлялось препаратом 

«Лейтрагин», мыши были разделены на две 
группы по 6 особей в каждой. Через 30 мин 
после интратрахеального введения LPS 
опытной группе ингаляционно вводили 
«Лейтрагин» (в дозе 0,1 мг/кг массы тела, 
в объёме 100 мкл р-ра), контрольной груп-
пе ингаляционно вводили физ. р-р в объёме 
100 мкл/мышь.

Ингаляционная установка
Ингаляции препаратом «Лейтрагин» 

и физ. р-ром проводились компрессор-
ным ингалятором OMRON COMP AIR 
NE-C24 Kids с заданными характери-
стиками (размер частиц — приблизитель-
но 3 мкм, производительность — около  
0,3 мл/мин). Для более эффективного про-
цесса в НЦБМТ ФМБА России была раз-
работана насадка на ингалятор (рис. 1). 
Данная модификация позволяет прово-
дить ингаляцию одномоментно несколь-
ким животным с равной дозовой нагруз-
кой благодаря расположению фиксаторов 
на одинаковом расстоянии от источника 
подачи аэрозоля. Каждая мышь помеща-
ется в отдельный фиксатор таким образом, 
чтобы в общий резервуар попадала только 
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носовая часть мордочки. Одна сессия инга-
ляции по времени проводилась из расчёта 
объёма лекарственного препарата, залитого 
в резервуар, и производительности прибо-
ра (0,3 мл/мин). 

Оценка экспрессии гена SIRT1 
методом RT-PCR
Через 30 мин после ингаляционного вве-

дения «Лейтрагина» производился отбор 
биологического материала (тканей лёгко-
го) для дальнейшего изучения экспрессии 
гена SIRT1 методом RT-PCR у контрольной 
и опытной групп. Измерение осуществ-
лялось с помощью детектирующего ам-
плификатора CFX-96 («Bio-Rad», США) 
при использовании специфических прайме-

ров и флуоресцентных зондов. В качестве 
референсного гена был выбран ген «домаш-
него хозяйства» GAPDH. Результаты изме-
рений выражались как кратность изменения 
экспрессии гена относительно экспрессии 
того же гена у контрольных животных.

Результаты исследований
Результаты представлены как относи-

тельные уровни транскрипции мРНК опыт-
ных животных по отношению к контролю 
(рис. 2). Данные, полученные на RT-PCR, 
удовлетворяли критерию Колмогорова — 
Смирнова на нормальность распределения. 
Уровень экспрессии SIRT1 у опытной груп-
пы, получавшей лечение «Лейтрагином» 

Рис. 1. Схематичное изображение ингаляционной ка-
меры: А — вид сверху; В — нос мыши располагается 
внутри резервуара с подачей лекарственного средст-
ва; С — вид сбоку
Fig.  1. Schematic representation of the inhalation 
chamber: A — top view; B — the nose of the mouse is 
located inside the reservoir with the supply of the drug; 
C — side view

Рис.  2.  Эффект ингаляционного введения «Лейтра-
гина» на экспрессию мРНК SIRT1 в лёгких мышей 
C57BL/6Y с ОРДС по отношению к интактному 
контролю
Примечания: столбцы представляют собой среднее 
значение ± стандартная ошибка среднего; * — p<0,05 
по сравнению с физраствором (непарный двусторон-
ний t-тест Стьюдента). 
Fig.  2. Effect of inhaled Leutragin on SIRT1 mRNA 
expression in lungs of C57BL/6Y mice with ARDS relative 
to intact control
Notes: bars represent mean ± standard error of the mean; 

* — p<0.05 compared to normal saline (unpaired two-
sided t-test of Student).
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ингаляционно, значительно превосходит 
аналогичный в контрольной группе, полу-
чавшей физ. р-р.

Заключение
Предложенный метод ингаляционного 

введения мышам обеспечивает надёжную 
доставку исследуемого препарата в лёгкие, 
о чём свидетельствуют изменения экспрес-
сии гена-мишени SIRT1 в лёгочной ткани. 

Нами было показано, что, несмотря на фи-
зиологические особенности облигатного 
носового дыхания мыши, ингаляционный 
метод введения препарата «Лейтрагин» яв-
ляется валидным, исследуемое лекарствен-
ное средство попадает в ткани лёгкого и мо-
жет быть применено как адекватная модель 
лечения воспалительных заболеваний лёг-
ких, а именно — острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС). 
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НОРМОТИМИЧЕСКИЙ ЭФФЕКТ АСКОРБАТА ЛИТИЯ  
НА БИОМЕДИЦИНСКИХ МОДЕЛЯХ СВИНЕЙ  

К.С. Остренко
Всероссийский научно-исследовательский институт физиологии, биохимии и питания животных — 

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

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

Свиньи во многих развитых странах уже давно привлекают внимание в качестве биологической 
модели. Свиньи — эмоционально неустойчивые животные, с низкой резистентностью к стрессовым 
воздействиям. В связи с этим в качестве биомедицинской модели исследования на свиньях позволя-
ют проверить длительное применение препаратов и их последействие. Цель работы — апробация 
неинвазивного антистрессового препарата аскорбата лития для снижения негативного воздействия 
спонтанных стресс-факторов, возникающих у свиней. Перед постановкой в опыт и в шестимесячном 
возрасте у животных отбирали пробы крови. В плазме крови были определены адреналин, норадре-
налин, кортизол и прогестерон, малоновый диальдегид, тиол-дисульфидное соотношение, актив-
ность супероксиддисмутазы. На основании проведённых исследований можно сделать заключение 
о том, что в результате воздействия стрессоров, возникающих в процессе стандартного производ-
ственного цикла выращивания поросят, происходит активизация системы биологических активных 
центров, вследствие чего повышается уровень общей реактивности организма. Экспериментальные 
данные по комплексу эндокринологических и биохимических параметров свидетельствуют о том, 
что аскорбат лития у свиней на откорме положительно влияет на антиоксидантный статус.  
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In many developed countries, pigs have long attracted attention as biological models. Pigs are emotionally 
unstable animals, with a low resistance to stress. In this regard, experiments with pigs as biomedical mod-
els can be used to test the long-term use of drugs and their aftereffects. In this work, we set out to test a 
non-invasive anti-stress drug – lithium ascorbate – for reducing the negative impact of spontaneous stress 
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factors occurring in pigs. Prior to experiments and at six months of age, blood samples were taken from 
animals. Adrenaline, norepinephrine, cortisol and progesterone, malondialdehyde, thiol-disulfide ratio, and 
superoxide dismutase activity were determined in the blood plasma. The conducted research allows us to 
conclude that the stressors arising during the standard production cycle of raising piglets activate the sys-
tem of biological active centers of pigs, thereby increasing the general reactivity of the body. The obtained 
experimental data on a set of endocrinological and biochemical parameters indicate that lithium ascorbate 
in fattening pigs has a positive effect on their antioxidant status.
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Введение
Во многих странах мира для медико-био-

технологических исследовательских работ 
всё шире используют свиней. В мировой 
практике используют специально выве-
денные породы свиней и мини-свиней 
(в США — хормельские, хенфордские и  
т. д.) [8, 10]. Широко применяются в экс-
периментах и аборигенные породы сви-
ней: в США — юкатанские и америка-
но-эссекские. В Европе самая крупная 
ферма мини-свиней находится в Германии, 
где разводится геттингенская порода. 
Свиньи — эмоционально неустойчивые 
животные, с низкой резистентностью 
к стрессовым воздействиям. В связи с этим 
в качестве биомедицинской модели иссле-
дования на свиньях позволяют проверить 
длительное применение препаратов и их 
последействие [7]. 

В результате снижения интенсивности 
адаптивных реакций на все внешние раз-
дражители ухудшается физиологическое 
состояние животных, нарушаются обмен-
ные процессы и ослабевают естественные 
защитные силы. Прежде всего это обуслов-
лено развитием хронического стресса и его 
вредных последствий, которые становятся 
основными факторами снижения продук-
тивности [2]. Одним из ведущих адаптив-
ных эффектов ответной реакции организма 
на стресс-факторы любой этиологии яв-

ляется предотвращение избыточной акти-
вации процессов перекисного окисления 
липидов [3]. В результате чего возникают 
многочисленные нарушения работы тка-
ней и органов, приводящих к дестабили-
зации гомеостаза и возникновению ряда 
хронических заболеваний. Главную роль 
в успешном функционировании всех сис-
тем иммунобиологического статуса играют 
биооксиданты и микроэлементы [4–6, 9]. 
Потенцированное действие лития и аскор-
биновой кислоты позволяет рассматривать 
его как один из путей регуляции активнос-
ти процессов перекисного окисления [1]. 

Материалы и методы
Исследования были проведены на базе  

вивария ВНИИ ФБиП животных. Иссле-
дования проводились на трёх группах сви-
ней породы ирландский ландрас, по 10 го-
лов в каждой. Опытные и контрольные 
группы были сформированы из поросят 
двухмесячного возраста по принципу пар-
аналогов. Рацион и технологический про-
цесс не отличался от основной технологии 
откорма свиней. Аскорбат лития приме-
нялся вместе с кормом. В первой группе 
доза аскорбата лития составляла 10 мг/кг; 
во второй группе — 5 мг/кг; третья группа 
(контрольная) находилась на основном ра-
ционе без добавления субстанции. В двух- 
и шестимесячном возрасте у животных 
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проводили забор крови в вакуумные про-
бирки. В плазме крови были определены 
концентрации малонового диальдегида 
(нмоль/мл), восстановленного глутатио-
на (мкмоль/мл), окисленного глутатиона 
(мкмоль/мл), тиол-дисульфидное соотно-
шение, активность супероксиддисмутазы 
(Ед.), активность глутатионпероксидазы 
(Ед.), адреналина (нмоль/мл); норадрена-
лина (нмоль/мл), кортизола (нмоль/мл).

Биометрическую обработку получен-
ного материала проводили с помощью 
программного обеспечения Statistica 8. 
Достоверной считали разницу между груп-
пами при р<0,05.

Результаты и их обсуждение
Известно, что стресс сопровождает-

ся напряженной работой гипоталамо-
гипофизарно-надпочечниковой систе-
мы, эндокринных, нейромедиаторных 
и нейропептидных взаимодействий. В ходе 
исследования было установлено, что у жи-
вотных опытных групп уровень кортизола 
был ниже чем в контрольной группе на 28 
и 24% соответственно; уровень адренали-
на — на 59 и 54%, а норадреналина — на 55 
и 54% ниже по сравнению с контролем. Это 
указывает на активацию симпатоадренало-
вой и гипоталамо-гипофизарно-надпочеч-
никовой системы и подтверждает наличие 
стресса свиней контрольной группы в те-
чение стандартного технологического про-

цесса выращивания. Результаты представ-
лены в табл. 1. 

При стрессе для энергообеспечения за-
щитных реакций привлекается большое 
количество ненасыщенных жирных кислот 
и кислорода. Увеличение активности фос-
фолипаз происходит за счёт повышения 
уровня глюкокортикоидов, это и приводит 
к усилению процесса перекисного окисле-
ния липидов, который вызывает деградацию 
гормонов стресса. Вследствие этого орга-
низм животных вынужден отвечать усиле-
нием кортикотропной функции гипофиза [3]. 

Состояние антиоксидантного статуса 
и его оценки, а также показатели неспеци-
фической резистентности отражает тиол-
дисульфидное соотношение и система ре-
дукции глутатиона. В нашем исследовании 
было установлено, что антистрессовый эф-
фект у свиней сопровождается повышени-
ем количества SH-групп в сыворотке крови. 
Данные представлены в табл. 2. 

Таким образом, количество SH-групп 
в крови и тканях организма, обусловленное 
различными факторами, в большой степе-
ни отражает интенсивность обменных про-
цессов, связанных с различной энергией 
роста и продуктивностью животных, а «по-
роговая» концентрация SH-групп в крови 
соответствует наибольшему проявлению 
способности к росту и продуктивности. 

Животные опытных групп в возрасте 
6 мес. (табл. 2) явно превосходили осталь-

Таблица 1. Показатели гормонального статуса (M±m, n=10)
Table 1. Indicators of hormonal status (M±m, n=10)

Группы Адреналин, мкг/л Норадреналин, мкг/л Кортизол, мкг/л
Возраст 2 мес.

Аскорбат лития, 10 мг/кг 3,96±0,18 12,84±0,11 76,84±2,41

Аскорбат лития, 5 мг/кг 4,12±0,11 13,09±0,56 70,21±0,98

Контроль 3,87±0,19 12,06±0,68 73,41±1,99

Возраст 6 мес.

Аскорбат лития, 10 мг/кг 5,01±0,14* 16,37±0,96* 102,72±12,98*

Аскорбат лития, 5 мг/кг 5,67±0,09* 16,98±1,12* 108,67±14,82*

Контроль 12,24±3,19 36,62±5,86 143,12±13,09
Примечание: * — р<0,05 по t-критерию при сравнении с контролем.
Note: * — p<0.05 by t-test when compared with control.
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ных по содержанию SH-групп, величине 
тиол-дисульфидного соотношения и харак-
теризовались наименьшей концентрацией 
вторичных продуктов перекисного окис-
ления липидов в плазме в крови. При этом 
содержание SH- и SS-групп в плазме крови 
закономерно повышалось с возрастом (ди-
сульфидных групп — в меньшей степени); 
в результате снижалась концентрация МДА. 
Возможно, эти эффекты обусловлены по-
вышением активности антиоксидантной 
системы за счёт наличия в составе приме-
няемого препарата аскорбиновой кислоты, 
которая является природным антиокси-
дантном. Выявлена синхронность измене-
ния тиол-дисульфидного потенциала и про-
дуктивности животных.

Заключение
Повышение секреции катехоламинов 

мозговым слоем надпочечников вследствие 
стрессового воздействия свидетельствует 
об активации гипоталамо-гипофизарно-

надпочечниковой системы, что является 
фактором быстрого перехода организма 
от состояния покоя к возбуждению. В свя-
зи с чем активизируются компенсаторные 
функции для поддержания гомеостаза 
и замедляются процессы набора живой 
массы тела, что приводит к увеличе-
нию себестоимости конечной продукции. 
Таким образом, при введении с кормом ас-
корбата лития свиньям на откорме с двух- 
и до шестимесячного возраста в дози-
ровке 5–10 мг/кг массы тела проявляется 
выраженное адаптогенное и стресспротек-
торное действие изучаемой субстанции, 
предотвращаются резкие выбросы адре-
налина и норадреналина, поддерживается 
на физиологическом уровне динамика кор-
тизола в системном кровотоке. Выявленные 
эффекты аскорбата лития свидетельствуют 
о перспективности разработки новых эф-
фективных способов повышения, неспеци-
фической резистентности и антистрессово-
го действия в медицине. 

Таблица 2. Функциональное состояние системы редукции глутатиона в крови (M±m, n=10)
Table 2. Functional state of the glutathione reduction system in the blood (M±m, n=10)

Группы SH SS SH/SS МДА СОД
Возраст 2 мес.

Аскорбат лития, 10 мг/кг 0,57±0,26 0,23±0,04 2,48 3,95±0,43 648±24

Аскорбат лития, 5 мг/кг 0,60±0,14 0,18±0,01 3,33 4,01±0,67 652±34

Контроль 0,58±0,11 0,22±0,01 2,64 5,38±0,79 645±42

Возраст 6 мес.

Аскорбат лития, 10 мг/кг 0,88±0,07* 0,26±0,09 3,38 2,94±0,26 821±48*

Аскорбат лития, 5 мг/кг 0,88±0,06* 0,28±0,04 2,93 2,90±0,14 736±31

Контроль 0,61±0,19 0,38±0,06 1,61 6,07±0,09 709±73
Примечания: SH — восстановленный глутатион + цистеин, мкмоль/мл; SS — окисленный глутатион + ци-
стеин, мкмоль/мл; МДА — малоновый диальдегид, нмоль/мл; СОД — активность супероксиддисмутазы, Ед.; 

* — р<0,05 по t-критерию при сравнении с контролем.
Notes: SH — reduced glutathione + cysteine, µmol/ml; SS — oxidized glutathione + cysteine, µmol/ml; МДА — malond-
ialdehyde, nmol/ml; СОД — superoxide dismutase activity, Units.; * — p<0.05 by t-test when compared with control.
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Melanoma is a malignant tumor that can rapidly develop resistance to treatment because of its high muta-
tional activity. The introduction of tyrosine kinase receptor inhibitors (BRAF, MEK) and cytotoxic T lym-
phocyte antigen/receptor inhibitors (CTLA4, PD-1) into clinical practice has led to an increase in patient 
survival rates. In in vitro studies, combining PIK3 and MEK inhibitors demonstrate a pronounced reduction 
in tumor cell growth. The phenomenon of synthetic lethality is also promising, allowing the high mutation-
al load of melanoma to be used as a tool for the development of more effective drugs.
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Распространённость меланомы 
в популяции
Меланома кожи — это опухоль нейроэк-

тодермального происхождения, возникаю-
щая в результате злокачественной транс-
формации меланоцитов кожи. В 2021 г. 
в Российской Федерации меланомой кожи 
заболело 11412 человек. В структуре за-
болеваемости меланома кожи в 2021 г. со-
ставила 1,5% у мужчин и 2,2% у женщин. 
Кумулятивный риск развития меланомы 
кожи на период 2011–2021 гг. для людей 
в возрасте 0–74 лет составил 0,52% [1]. 

Стандартная терапия меланомы
В настоящее время против меланомы раз-

работана таргетная терапия: лекарственные 
средства (ЛС), действующие на активность 
BRAF-киназы, — вемурафениб и дабрафе-
ниб, направленные на прерывание каскада 
MAPK. Однако у больных при монотера-
пии BRAFi (ингибитор) развивается рези-
стентность, связанная с мутацией других 
генов, что в итоге приводит к реактивации 
MAPK/ERK-сигнального пути. Для предо-
твращения его активации применяют ком-
бинированную терапию «BRAFi + MEKi». 
К таким сочетаниям относятся: «дабрафе-
ниб + траметиниб» и «вемурафениб + коби-
метиниб» [2].

Благодаря развитию молекулярной би-
ологии опухолей появилось два новых 
класса ЛС: ингибиторы тирозинкиназных 
рецепторов (BRAF, MEK) и ингибиторы 
антигенов/рецепторов цитотоксических 
T-лимфоцитов (CTLA4, PD-1). В 2011 г. 
учёные США зарегистрировали ипилиму-
маб (анти-CTLA4) и вемурафениб (BRAF-
ингибитор) для лечения диссеминиро-
ванной меланомы кожи. Оба ЛС впервые 
продемонстрировали увеличение общей 
выживаемости (ОВ) пациентов в сравнении 
со стандартной химиотерапией [4].

NRAS-меланома на сегодняшний день 
не поддаётся таргетной терапии, т. к. ингиби-
торы BRAF вызывают быструю резистент-
ность опухолевых клеток, а ингибиторы не-
посредственно RAS ещё не разработаны.

Для терапии KIT-меланомы зарегистри-
ровано всего 9 ЛС — ингибиторов кодиру-
емого этим геном белка: иматиниб, суни-
тиниб, дазатиниб, нилотиниб, сорафениб, 
регорафениб, авапритиниб, рипретиниб 
и мидостаурин. Несмотря на относительно 
большое количество, практически все дан-
ные ЛС не показали достаточную эффек-
тивность, в отличие от анти-PD-1 и анти-
CTLA4 [2]. 

PD-1 и CTLA4 являются главными ре-
цепторами, которые участвуют в форми-
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ровании противоопухолевого иммунитета. 
Опухолевые клетки экспрессируют лиганд 
PDL-1, распознавание которого рецептором 
PD-1 CD8+ Т-лимфоцитов приводит к по-
давлению иммунитета. CTLA4-рецептор 
взаимодействует с ингибирующим белком 
и способствует супрессии иммунного от-
вета, подавляя пролиферацию лимфоцитов. 
По результатам клинических исследований 
было подтверждено преимущество комби-
нированного применения анти-PD1 и анти-
CTLA4 [8].

Перспективные направления 
в повышении эффективности 
таргетной терапии при лечении меланомы
Новой таргетной мишенью в терапии 

меланомы стали CDK4/6 — киназы, фос-
форилирующие белок-супрессор опухоли 
ретинобластомы (RB), который в свою оче-
редь связывается с факторами транскрип-
ции и приводит к активации клеточного 
цикла, перехода G1-S и неконтролируемой 
пролиферации. CDK4/6i (палбоциклиб, ри-
боциклиб, абемациклиб) активно исполь-
зуются в терапии неходжкинских лимфом, 
раке молочной железы. Однако монотера-
пия привела к развитию резистентности, 
что характерно для таргетных препаратов. 
Следовательно, было сделано предположе-
ние, что комбинированная схема лечения 
может быть более эффективной, чем моно-
терапия [5].

Достаточно весомые и многообещающие 
результаты были достигнуты в открытом 
исследовании фазы Ib/II комбинацией «ри-
боциклиб (ингибитор CDK4/6) + биниме-
тиниб (MEKi)» у пациентов с меланомой 
с мутацией NRAS. Общий показатель от-
вета у пациентов (n=41) фазы II для вы-
бранной дозы (биниметиниб, 45 мг, 2 раза/
день + рибоциклиб, 200 мг, 1 раз/день, курс 
лечения — 21 день, 7 дней перерыв) соста-
вил 19,5%. Частота ответа составила 32,5% 
у пациентов с мутацией NRAS с сопутст-
вующими изменениями CDKN2A, CDK4 

или CCND1. Медиана выживаемости 
без прогрессирования составила 3,7 мес., 
а медиана ОВ была равна 11,3 мес. для всех 
пациентов. Полученные данные могут быть 
основанием для назначения вышеуказан-
ной комбинации при терапии NRAS мела-
номы [7].

Изучается применение селективного 
ингибитора PI3K-бета GSK2636771 в ком-
бинации с пембролизумабом у пациентов 
с метастатической меланомой и потерей 
PTEN (NCT03131908). Имеются данные, 
что комбинирование ингибиторов PIK3 
и MEK in vitro демонстрирует усиленное 
снижение роста опухолевых клеток. Такие 
результаты объясняются тем, что при моно-
терапии активируются параллельные пути 
защиты, приводящие к резистентности, 
в то время как при комбинированной тера-
пии блокируются все обходные механизмы 
опухолевой пролиферации, и эффектив-
ность терапии существенно повышается.

Синтетическая летальность — 
новый подход к терапии меланомы
Синтетическая летальность — опре-

делённое сочетание мутаций двух генов, 
приводящее к гибели клетки (апопто-
зу). При недостатке функции одного гена, 
для сохранения жизнеспособности, в клетке 
включается второй ген, компенсирующий 
недостаточность первого, и она становится 
зависима от второго гена. При воздействии 
на него происходит полное угнетение жиз-
ненно необходимых процессов [11].

Первыми зарегистрированными ЛС, 
основанными на принципе синтетической 
летальности, являются PARPi (нирапа-
риб, олапариб, рукапариб, талазопариб). 
Действие PARPi основано на ингибиро-
вании АДФ-рибоза-полимеразы, которая 
является регулятором эксцизионной ре-
парации оснований повреждённой ДНК 
в опухоли, её выключение приводит к кол-
лапсу репликационной «вилки» и гибели 
клеток. Это ингибирование действует толь-
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ко при наличии мутации в BRCA1/2, отно-
сящихся к группе генов репарации ДНК 
(homologous recombination repair, HRR) [3]. 

Мутация PTEN приводит к зависимо-
сти клеток от APE1, белка, ответственно-
го за базовую эксцизионную репарацию 
в них. Блокирование репарирующего ДНК 
пути приводит к синтетической леталь-
ности в раковых клетках. Было проведено 
исследование фазы I, нацеленное на сиг-
нальный белок репарации ДНК APE1/Ref-1 
с помощью ингибитора APX3330, у пациен-
тов с запущенными солидными опухолями 
(NCT03375086). По результатам исследо-
вания у больных меланомой наблюдалась 
стабилизация заболевания, что является 
основанием для дальнейших исследований 
APE1/Ref-1i [4].

Для BRAF V600E-мутантной мелано-
мы были предложены два потенциаль-
ных партнёра синтетической летальности: 
ГМГ-КоА-синтаза1 и ГМГ-КоА-лиаза. 
Было обнаружено, что эти ферменты уча-
ствуют в BRAF V600-зависимом фосфо-
рилировании MEK1 в мутантных клетках. 
При исследованиях in vitro отмечалось 
увеличение фосфорилирования MEK1 
в присутствии ацетоацетата. Недостатком 
результатов исследований была специфич-
ность — реагировали на ингибирование 
ГМГ-КоА-синтазы только раковые клет-
ки, экспрессирующие BRAF V600E/D [5]. 
Пока ещё нерешённой проблемой является 
разработка подходящего для противоопухо-
левой терапии ингибитора.

В RAS-мутантных опухолях, включая 
меланому и множественную миелому, 
важную роль играет активность киназы 
зародышевого центра (GCK). Это было до-
казано тем, что при ингибировании GCK 
у мышей с подкожной опухолью, вызван-
ной имплантацией клеток множествен-
ной миеломы, наблюдалось достоверное 
уменьшение (р<0,001) объёма опухоли 
на 80% и её массы на 95% спустя 38 дней. 
При исследовании линий клеток мелано-

мы на различных фазах прогрессирования 
было выявлено, что увеличение экспрессии 
TRAF2/GCK на поздней стадии приводит 
к нарастающему повышению устойчиво-
сти к индуцированному УФ-излучением 
Fas-опосредованному апоптозу. И наоборот, 
низкая экспрессия TRAF2/GCK на ранней 
стадии меланомы приводила к снижению 
защиты от повреждающих клетку фак-
торов. Исследование способов воздейст-
вия на GCK — это важное направление, 
т. к. для лечения RAS-мутантной мелано-
мы ещё не разработана таргетная терапия, 
а комбинированная терапия MEKi/анти-
PD1 и MEKi/CDK4/6i, несмотря на эффек-
тивность в первое время, приводит к разви-
тию толерантности к этим препаратам [6].

Клетки меланомы с дефектом контроль-
ной точки G1-S, т. е. с гиперактивностью 
CDK4/6, представляют собой ещё одну пер-
спективную мишень для применения син-
тетической летальности. Ингибирование 
G2-M препятствует способности опухоле-
вых клеток восстанавливать повреждения 
ДНК и приводит их к апоптозу. Переход 
клеточного цикла G2-M опосредует-
ся CHK1, MK2, WEE1 и HDAC. CHK1i 
и WEE1i повышают чувствительность опу-
холи к повреждающим факторам и требуют 
сочетания с химиотерапией или радиотера-
пией, в то же время их комбинация, иссле-
дованная in vitro, показала усиление апоп-
тоза в клеточных линиях меланомы [5]. 

Заключение
Таким образом, главная проблема лече-

ния меланомы — это огромная мутацион-
ная нагрузка, которая является причиной 
резистентности ко всем применяемым ЛС 
для её терапии. Исследование новых таргет-
ных мишеней, например таких как CDK4/6, 
PIK3, позволит применять новые схемы 
комбинаций противоопухолевых ЛС и от-
срочить развитие резистентности опухоли.

Однако результаты многочисленных ис-
следований наглядно свидетельствуют, 
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что мутационная нагрузка создаёт усло-
вия для новых фармакологических откры-
тий на основе синтетической летальности. 
Поэтому дальнейшее изучение феномена 
синтетической летальности на основе та-

ких точек приложения, как APE1/Ref-1, G2-
M, GCK, ГМГ-КоА синтаза1 и ГМГ-КоА-
лиаза, на наш взгляд, представляет собой 
большие перспективы в развитии фармако-
терапии меланомы.
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МЕТОДИКА АНАЛИЗА ЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА В ЭКСПЕРИМЕНТАХ  
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Разработана методика анализа ЭЭГ в эксперименте, включающая построение тренда частотного 
спектра, определение спектральной мощности сигнала в стандартных диапазонах частот с последу-
ющей нормировкой по максимальному значению по всем каналам и по всем частотным диапазонам. 
Такая методика позволяет проводить сравнительный анализ данных в любой интервал времени, оце-
нить динамику изменения каждого из основных ритмов ЭЭГ, выявить наличие лобно-затылочного 
градиента и межполушарной асимметрии, оценить значения интегрального индекса, отражающего 
соотношение высоко- и низкочастотных ритмов.
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This article presents a technique for experimental EEG analysis, which includes construction of a frequency 
spectrum trend, determination of the spectral power of signals in standard frequency ranges, followed by 
normalization by the maximum value in all channels and in all frequency ranges. This technique can be 
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used to carry out a comparative analysis of data in any time interval, to evaluate the dynamics of changes in 
each of the main EEG rhythms, to identify the presence of a fronto-occipital gradient and interhemispheric 
asymmetry, and to evaluate the values of the integral index, which reflects the ratio of high- and low- 
frequency rhythms.
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Введение
Для оценки электрической активности 

головного мозга — как в экспериментах 
на животных, так и в клинической пра-
ктике — широко применяется метод элек-
троэнцефалографии (ЭЭГ) [1, 4]. В связи 
с тем, что регистрация ЭЭГ производится 
со множества отведений, а также тот факт, 
что сигнал ЭЭГ является сложным и мно-
гокомпонентным, анализ ЭЭГ является 
трудоёмким процессом. При длительной 
регистрации с последующей обработ-
кой сигналов образуется огромный мас-
сив данных, что создаёт дополнительные 
сложности для их анализа. Кроме того, 
амплитуда низкочастотных ритмов превы-
шает амплитуду высокочастотных ритмов, 
и при применении спектрального анализа 
с быстрым преобразованием Фурье полу-
чаемые спектральные оценки мощности 
трудно сравнимы между собой в разных 
частотных диапазонах. Исследователи 
применяют различные способы преобра-
зования спектральной мощности сигнала, 
чаще всего используя принцип нормиро-
вания значений, полученных до какого-ли-
бо воздействия к фоновым [2, 3]. Однако 
такой способ не является универсальным. 
Поэтому создание алгоритма анализа 
ЭЭГ для оценки состояния электрической 
активности головного мозга остаётся акту-
альной задачей.

Материалы и методы
Экспериментальные исследования вы-

полнены на 10 крысах-самцах линии Wistar 
массой тела 400–450 г в возрасте 12 мес. 
Протокол исследования был одобрен ло-
кальным комитетом по биомедицинской 
этике НИИ СП им. Н.В. Склифосовского. 
Крысы адаптировались в течение 1 мес. 
в виварии. Все животные содержались 
в лаборатории в контролируемых условиях 
окружающей среды при температуре 20–
24 °C и влажности 45–65%, с режимом ос-
вещенности с 8:00 до 20:00 — свет, с 20:00 
до 8:00 — сумеречное освещение.

Всем крысам вводили депримирую-
щий агент — тиопентал натрия в дозе 
85 мг/кг массы животного внутрибрю-
шинно. Токсикант вводился однократно. 
Регистрацию ЭЭГ осуществляли в течение 
6 ч после введения токсиканта.

Для регистрации ЭЭГ у животных были 
использованы игольчатые монополярные 
электроды серии EL452. Голову крысы 
размещали в головодержателе и подкожно 
устанавливали 6 электродов попарно в лоб-
ной, теменной и затылочной части головы, 
а также дополнительно — референтный 
электрод в области носа и заземляющий 
электрод — в области бедра. Для записи 
ЭЭГ использовался аппаратно-программ-
ный комплекс МР150 («Biopac Systems 
Inc.», США). 
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Методика анализа ЭЭГ заключалась 
в следующем: 

• Для визуализации интегральной картины 
электрической активности головного мозга 
за весь 6-часовой эксперимент выполня-
ли построение тренда частотного спектра 
(density spectral array, DSA) — изменение 
усреднённой амплитуды спектра мощности 
по каждому полушарию в каждый момент 
времени, используя программу Нейрон-
Спектр.NET.

• Выполняли расчёт спектральной мощ-
ности сигналов электрической актив-
ности головного мозга за каждые 30 мин 
записи по каждому каналу в программе 
AcqKnowledge в стандартных физиоло-
гических диапазонах частот: дельта (Δ) — 
1–4 Гц, тета (θ) — 4,25–8 Гц, альфа (α) — 
8,25–13 Гц, бета (β) — 13,25–30 Гц.

• Все рассчитанные значения спектраль-
ной мощности сигналов электрической ак-
тивности мозга нормировали по максималь-
ному значению по всем каналам и по всем 
частотным диапазонам и анализировали 
с помощью временных гистограмм. 

• Оценивали по нормированным значе-
ниям спектральной мощности межполу-
шарную асимметрию и лобно-затылочный 
градиент.

• Рассчитывали индекс соотношения нор-
мированных значений спектральной мощ-
ности высоко- и низкочастотных ритмов: 
И=(α+β)/(Δ+θ).

Результаты и их обсуждение
После введения токсиканта в течение 6 ч 

из 10 животных двое погибли.
У животных с благоприятным исходом 

выявлены следующие общие признаки ЭЭГ. 
На протяжении всего периода наблюдения 
(6 ч после введения токсиканта) наблю-
далось преобладание Δ-ритма во всех ис-
следуемых отделах коры головного мозга. 
При этом спектральная мощность сигнала 
уменьшалась от низкочастотных к высоко-

частотным ритмам: Δ > θ > α ≥ β. Отмечалось 
наличие повышающегося лобно-затылоч-
ного градиента спектральной мощности 
во всех частотных диапазонах как в левом, 
так и правом полушариях коры головного 
мозга. Диапазон значений интегрального 
индекса, отражающего соотношение вы-
соко- и низкочастотных ритмов, состав-
лял 0,2–0,6. Непостоянные признаки ЭЭГ 
у этих животных были характерны для меж-
полушарной асимметрии. Наблюдались 
следующие варианты: асимметрия ритмов 
отсутствует — активность распределялась 
диффузно, без чётких зональных различий; 
асимметрия наблюдалась во всех частот-
ных диапазонах либо в лобных, либо в те-
менных долях с преобладанием спектраль-
ной мощности сигнала в левом полушарии 
коры головного мозга.

Выявлены ранние признаки пробуждения 
(в пределах 3 ч после введения токсиканта): 
усиление спектральной мощности α-ритма 
на фоне преобладания Δ-ритма во всех ис-
следуемых отделах коры головного мозга 
(Δ>α>θ=β), наличие повышающегося лоб-
но-затылочного градиента спектральной 
мощности во всех частотных диапазонах 
только в правом полушарии коры головно-
го мозга, наличие межполушарной асимме-
трии во всех частотных диапазонах в лоб-
ных долях с преобладанием спектральной 
мощности сигнала в левом полушарии. 
Диапазон значений интегрального индекса 
составлял от 0,4 до 1, что свидетельствова-
ло об увеличении высокочастотной состав-
ляющей на ЭЭГ (в данном случае, α-ритма) 
и о начавшемся процессе восстановления 
сознания.

Установлены прогностические признаки 
неблагоприятного исхода при отравлении 
токсикантом: резкое снижение спектраль-
ной мощности сигнала в левой затылоч-
ной доле в диапазоне частот Δ-ритма и из-
менение последовательности мощности 
ритмов в диапазонах: θ>α=β>Δ. Такие 
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изменения сопровождаются увеличением 
интегрального индекса до 0,7. В левом по-
лушарии наблюдалось исчезновение лоб-
но-затылочного градиента спектральной 
мощности в Δ-диапазоне. Появление меж-
полушарной асимметрии в Δ-диапазоне 
в лобных долях с преобладанием спект-
ральной мощности сигнала в левом полу-
шарии и в затылочных долях с преобла-
данием (в несколько раз) спектральной 
мощности сигнала в правом полушарии. 
Накануне смерти значения индекса со-
ставляли 0,1–0,3.

Выводы
Разработанная методика анализа ЭЭГ, 

включающая построение тренда частотного 
спектра, определение спектральной мощно-
сти сигнала в стандартных диапазонах частот 
с последующей нормировкой по максималь-
ному значению по всем каналам и по всем 
частотным диапазонам, позволяет отследить 
динамику изменения каждого из основных 
ритмов ЭЭГ, наличие лобно-затылочного 
градиента и межполушарную асимметрию, 
значения интегрального индекса, отражаю-
щего соотношение высоко- и низкочастот-
ных ритмов, что позволяет прогнозировать 
исход острого отравления токсикантами.
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ФАРМАКО-ЭЭГ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ НА ГИППОКАМП КОШЕК 
АЦЕТИЛХОЛИНА И ИНСУЛИНА В НАНОЧАСТИЦАХ 
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Изучены центральные механизмы ацетилхолина и инсулина в наночастицах при транспалати-
нальном введении кошкам с помощью алгоритма нейровизуализации — программного фармако-
ЭЭГ анализа графических функций нормированных электрограмм. Показано их преимущественно 
депримирующее действие, начинающееся на первых часах после введения. Липосомированные 
формы ацетилхолина и инсулина проникают через гематоэнцефалический барьер и модулируют 
интрацентральные отношения головного мозга, отражающиеся в высокочастотных ритмах (преи-
мущественно γ-диапазона) гиппокампального отдела головного мозга и связанные с активностью 
вставочных нейронов и пирамидных клеток. Тестируемые вещества перспективны в качестве ин-
новационных средств профилактики и лечения нейропатий, вызванных в т. ч. гериатрической дис-
функцией холинэргической и инсулиновой сигнальной систем, для улучшения консолидации памя-
ти и когнитивных функций.
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PHARMACO-EEG ANALYSIS OF THE EFFECT  
OF ACETYLCHOLIN AND INSULIN IN NANOPARTICLES  

ON THE HIPPOCAMPUS OF CATS 

Yuriy V. Fokin*, Sergey Yu. Kharitonov, Lidiya A. Taboyakova, Nikolay N. Karkischenko
Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

143442, Russian Federation, Moscow Region, Krasnogorsk District, Svetlye Gory Village, 1

The central mechanisms of acetylcholine and insulin in nanoparticles via transpalatinal administration to 
cats were studied using a neuroimaging algorithm, including a software-supported pharmaco-EEG analy-
sis of graphic functions of normalized electrograms. The studied substances were found to exhibit a pre-
dominantly depressing action, which begins in the first hours after administration. Liposomal forms of 
acetylcholine and insulin penetrate the blood-brain barrier and modulate the intracentral relations of the 
brain, reflected in high-frequency rhythms (mainly γ-rhythms) of the hippocampal region of the brain and 
associated with the activity of intercalary neurons and pyramidal cells. The substances under study appear 
to be promising for the prevention and treatment of neuropathies caused, e.g., by geriatric dysfunctions of 
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Введение
В настоящее время в научной литерату-

ре содержится достаточно мало сведений 
о связи холинэргической системы и инсули-
новой сигнальной системы в мозге, но име-
ющиеся данные указывают на их коопера-
тивное взаимодействие [5–10].

В нейронах коры головного мозга чело-
века обнаружена совместная локализация 
субстрата инсулинового рецептора 1 (IRS-
1) InsR и ферментов холинэргической сис-
темы ChAT [9, 10]. Молекулярные компо-
ненты сигнальной системы инсулина, такие 
как InsR, протеинкиназа В (PKB или Akt) 
и гликогенсинтазы киназа 3β (GSK-3β), 
ко-экспрессируются с маркерами хо-
линэргической системы, такими как ChAT, 
в пирамидальных клетках СА1 региона 
гиппокампа мыши, что, по мнению авторов, 
указывает на участие инсулиновой сигна-
лизации в выполнении холинэргически-
ми нейронами их функций [10]. Сведения 
о степени и направлении влияния инсулина 
на активность ферментов холинэргической 
системы ChAT и AChE во многом противо-
речивы и показывают зависимость этих эф-
фектов от локализации нейронов. Инсулин 
повышал активность ChAT в культуре сеп-
тальных холинэргических нейронов [5, 7], 
культуре нейрональных клеток человека 
PNET2 [9], в нейронах сетчатки глаза [8], 
но снижал активность ChAT в нейронах 
стриатума [5]. Инсулин не влиял на ак-
тивность AChE в гомогенатах мозга крыс 

в физиологическом интервале концентра-
ций, но повышал эту активность в концен-
трациях, превышающих физиологические 
[6]. Инсулин незначительно снижал мРНК 
AChE и не влиял на экспрессию белка AChE 
в культуре нейрональных клеток человека 
PNET2. У людей с болезнью Альцгеймера 
(БА) прогрессивное снижение экспрессии 
инсулина и InsR в коре мозга происходи-
ло с одновременным утяжелением клини-
ческих симптомов БА и снижением мРНК 
ChAT, при неизменном уровне экспрессии 
AChE [9]. В целом, эти данные указывают 
на то, что активность инсулина в областях 
мозга, связанных с выполнением когнитив-
ных функций, по-видимому, направлена 
на повышение экспрессии ChAT в холинэр-
гических нейронах и на усиление синтеза 
ацетилхолина, что особенно важно при ле-
чении гериатрической дисфункции памяти 
и БА (рис. 1).

В наших предыдущих исследованиях 
по данной тематике [1] было показано, 
что ацетилхолин и инсулин, применяемые 
в липосомированных формах, обладают 
однонаправленным действием, оказывают 
влияние на центральные механизмы выс-
шей нервной деятельности и коррелируют 
посредством преобразования частотно-
спектральных характеристик ультразвуко-
вой вокализации, параметров свободного 
поведения и когнитивных способностей 
лабораторных крыс. Тестируемые веще-
ства проявляют признаки анксиолитиче-
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ских средств с седативным компонентом. 
Курсовое недельное применение липосо-
мированного инсулина повышает когни-
тивные способности животных более чем 
в два раза, ацетилхолина — более чем в че-
тыре раза, что отражает высокочастотные  
β- и γ-ритмы (выше 20 Гц) гиппокампаль-
ного отдела головного мозга, связанные 
с активностью вставочных нейронов и пи-
рамидных клеток, модулирующих проти-
вотревожное, антидепрессивное, обез-
боливающее и прочие сходные действия 
исследуемых веществ, а также улучше-
ние консолидации памяти и когнитивных 
функций.

Настоящая работа явилась продолжени-
ем исследований холинэргической и инсу-

линовой сигнальной систем и направлена 
на изучение центральных механизмов их 
действия. 

Цель работы — нейровизуализация 
интрацентральных отношений головного 
мозга кошек при действии нейромедиатора 
ацетилхолина и гормона инсулина посред-
ством алгоритма программного фармако-
ЭЭГ-анализа графических функций норми-
рованных электрограмм.

Материалы и методы
Объект  исследований — взрослые 

кошки обоего пола в возрасте более 3 лет, 
не имеющие признаков чистопородности, 
массой тела 4–6 кг.

Рис. 1. Влияние инсулина на синтез ацетилхолина и холинэргическую нейротрансмиссию. Инсулиновый рецеп-
тор (InsR) и холинацетилтрансфераза (ChAT) ко-экспрессируются в холинэргических нейронах [9, 10]. Инсулин 
стимулирует экспрессию ChAT, усиливая таким образом синтез ацетилхолина (ACh) из холина (Ch) в коре голов-
ного мозга [9]. AСh накапливается в синаптических везикулах, секретируется в синаптическую щель и связы-
вается с ацетилхолиновыми рецепторами на пост-синаптической мембране, запуская холинэргическую нейро-
трансмиссию, критически важную в процессах обучения и памяти
Fig. 1. Effect of insulin on acetylcholine synthesis and cholinergic neurotransmission. The insulin receptor (InsR) and 
choline acetyltransferase (ChAT) are co-expressed in cholinergic neurons [9, 10]. Insulin stimulates ChAT expression, 
thus enhancing the synthesis of acetylcholine (ACh) from choline (Ch) in the cerebral cortex [9]. ACh accumulates in 
synaptic vesicles, is secreted into the synaptic cleft, and binds to acetylcholine receptors on the postsynaptic membrane, 
triggering cholinergic neurotransmission, which is critical in learning and memory processes
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Вживление электродов в головной мозг 
животных производилось стереотаксиче-
ским путём в виде разработанных элек-
тродных конструкций.
Регистрация  и  анализ  параметров 

электрограмм  (ЭГМ) с последующим 
нормированием (НЭМ-метод) осуществля-
лись с помощью разработанных в НЦБМТ 
ФМБА России инновационных техниче-
ских средств и программного обеспечения 
(микромодуль) [2–4].
Нейровизуализация параметров ЭГМ — 

получаемые данные представлены на трёх 
графиках, нанесённых на круговую век-
торную диаграмму и отражающих средние 
значения:

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

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

тичный логарифм) — жёлтые линии.
На диаграмме отмечены:

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

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

• базисная линия нормирования приня-
та за единицу. Расположение кривой НЭМ 
внутри (ближе к внутреннему сектору ди-
аграммы) свидетельствует о снижении 
мощности частот ЭГ при воздействии 
по сравнению с фоновыми данными, рас-
положение снаружи (ближе к внешнему 
сектору) — о повышении мощности частот 
ЭГ по сравнению с фоном.

На диаграммах указаны все частоты ЭГ 
анализируемого диапазона, и для удобст-
ва восприятия материала специалистами, 
привыкшими к традиционной форме ин-
терпретации ЭГ, мы разграничили частоты 
согласно принятой классификации на дель-
та- (δ — 1–4 Гц), тета- (θ — 4–8 Гц), альфа- 
(α — 8–12 Гц), сигма- (σ — 12–16 Гц), бета- 
(β — 16–30 Гц) и гамма- (γ — 30–64 Гц) 
диапазоны.

Получение липосом с инсулином 
и ацетилхолином
Для включения в липосомы готовили 

р-ры инсулина и ацетилхолина в предвари-
тельно подогретой до 30±2 °С деионизован-
ной воде, затем постепенно, при постоян-
ном медленном перемешивании, вносили 
70% фосфатидилхолин с индексом окис-
ленности не более 0,25 до его конечной 
концентрации 10%, диспергировали до об-
разования гомогенной преддисперсии, по-
степенно увеличивая скорость оборотов  
до 20 тыс. об./мин. Полученные предди-
сперсии обрабатывали на гомогенизаторе 
высокого давления (от 10 до 40–80 Мпа), 
при температуре 33±3 °С, постоянно кон-
тролируя размер полученных частиц с по-
мощью анализатора размера частиц мето-
дом лазерной дифракции света (638 нм). 
При достижении частицами среднего раз-
мера 100 нм гомогенизацию завершали, 
в дисперсию добавляли криопротектор в со-
отношении к фосфолипидам 1:2, лиофили-
зировали. В полученных конечных продук-
тах содержалось 100 мг (2860 МЕ) инсулина 
и 100 мг ацетилхолина соответственно.
Оценка  нейропсихоактивных  средств 

осуществлена с однократным транспа-
латинальным применением разработан-
ных и синтезированных в НЦБМТ ФМБА 
России субстанций, обеспечивающих си-
стемное накопление в мозге ацетилхолина 
(АЦХ) и инсулина, в липосомированных 
формах, позволяющих веществам эффек-
тивнее всасываться в желудочно-кишечном 
тракте, сохраняя свою структуру и при этом 
практически не разрушаясь при первом 
прохождении через печень, в связи с чем 
используется меньшее количество действу-
ющего вещества при одной и той же биодо-
ступности или увеличивается эффективная 
действующая концентрация. При попада-
нии к органу-мишени содержимое липосом 
легко проникает внутрь клетки благодаря 
биологической совместимости липосом-
ной оболочки с клеточными структурами. 
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Оба вещества вводились в средних тера-
певтических дозах с учётом межвидовых 
коэффициентов на кошек, составляющих 
для липосомированного АЦХ 15 мг/кг (по 
лиофилизату), для инсулина — 10 МЕ/ор-
ганизм.

Результаты и их обсуждение
Через анализ нормированных функций 

электрограмм головного мозга осуществ-
лена нейровизуализация эффектов АЦХ. 
Наиболее значимые результаты, отражаю-
щие интрацентральные механизмы, обна-
ружены в области дорзального гиппокампа 
(hippocampus posterior, HIPp), они пред-
ставлены в динамике по основным времен-

Рис. 2. Параметры ЭГМ и НЭМ через 2 ч после введе-
ния АЦХ липосомированного 
Примечание: синяя кривая — фоновые измерения; 
красная кривая — воздействие; жёлтая кривая — 
НЭМ; розовый контур — базисная линия нормирова-
ния. Цифровое кодирование по периметру — частоты, 
Гц. Круговые сектора — спектральные характери-
стики ЭГМ.
Fig. 2. BE and NBE parameters 2 hours after the adminis-
tration of Acetylcholine liposomal
Note: The blue curve is background measurements, the 
red curve is impact, the yellow curve is NBE. The pink 
contour is the basic line of valuation. Digital coding on 
the perimeter is the frequency, Hz. Circular sectors are the 
spectral characteristics of BE.

Рис. 3. Параметры ЭГМ и НЭМ через 6 ч после введе-
ния АЦХ липосомированного (все обозначения — как 
на рис. 2)
Fig. 3. BE and NBE parameters 6 hours after the admin-
istration of Acetylcholine liposomal (for all designations, 
refer to Fig. 2)

ным реперным точкам (пиковому действию 
и следовым эффектам).

НЭМ-анализ АЦХ липосомированного 
(рис. 2, 3) отражает его преимущественно 
депримирующее действие по всему анали-
зируемому диапазону, наиболее выраженно 
проявляющееся через 2 ч и до 6 ч после 
введения, которое свидетельствует о седа-
тивных свойствах данной субстанции.

Через 2 ч наиболее выраженные эпизоды 
депримации отмечаются в θ-ритме (2–7 Гц) 
и высокочастотных β- и γ-ритмах (20, 27, 
49 Гц). При этом на частоте около 52–53 Гц 
наблюдается близкий к фоновому уровень 
активности.

Через 6 ч наблюдаются скачкообразные 
изменения преимущественно депримирую-
щего характера, наиболее выраженно про-
являющиеся на высоких частотах около 32, 
39, 64 Гц. При этом в областях 2–7, 11–15, 
46, 51, 57–62 Гц отмечаются эпизоды ак-
тивации, а в диапазонах 20–28, 34–37 Гц 
наблюдается близкий к фоновому уровень 
активности.
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Рис. 4. Параметры ЭГМ и НЭМ через 1 ч после вве-
дения инсулина липосомированного (все обозначения — 
как на рис. 2)
Fig. 4. BE and NBE parameters 1 hour after the admin-
istration of insulin liposomal (for all designations, refer 
to Fig. 2)

Рис. 5. Параметры ЭГМ и НЭМ через 4 ч после вве-
дения инсулина липосомированного (все обозначения — 
как на рис. 2)
Fig. 5. BE and NBE parameters 4 hours after the admin-
istration of insulin liposomal (for all designations, refer 
to Fig. 2)

Преобладающие изменения в высокоча-
стотном γ-диапазоне могут являться важ-
нейшими показателями эффектов нейро-
тропных средств.

НЭМ-анализ инсулина липосомирован-
ного (рис. 4, 5) также отражает его депри-
мирующее действие по всему анализи-
руемому диапазону, наиболее выраженно 
проявляющееся через 1 ч и до 4 ч после 
введения, которое свидетельствует о седа-
тивных свойствах данной субстанции.

Через 1 ч обнаруживается максимальный 
уровень депримации на всём частотном ди-
апазоне (приблизительно в 4,5 раза по срав-
нению с исходными значениями).

Через 4 ч наблюдается менее выражен-
ное депримирующее действие вещества. 
Наибольшая спектральная плотность мощ-
ности обнаружена на частоте около 62 Гц, 
относящейся к γ-диапазону, что также мо-
жет свидетельствовать о его важнейшей 
роли в эффектах нейротропных средств.

Выводы
Посредством алгоритма программного 

фармако-ЭЭГ-анализа графических функ-
ций нормированных электрограмм уста-
новлены центральные механизмы действия 
нейромедиатора ацетилхолина и гормона 
инсулина в липосомированных формах. 
Методом нейровизуализации интрацент-
ральных отношений головного мозга по-
казано их преимущественно депримиру-
ющее действие, начинающееся на первых 
часах после транспалатинального введения. 
Восстановление параметров электрограмм 
мозга более отчётливо прослеживается 
при применении липосомированного аце-
тилхолина.

Подтверждено предположение о том, 
что липосомированные формы ацетилхоли-
на и инсулина проникают через гематоэн-
цефалический барьер и модулируют интра-
центральные отношения головного мозга, 
отражающиеся в высокочастотных ритмах 
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(преимущественно γ-диапазона) гиппокам-
пального отдела головного мозга и связан-
ные с активностью вставочных нейронов 
и пирамидных клеток.

Обнаруженное действие исследуемых ве-
ществ определяет перспективность их при-

менения в качестве инновационных средств 
профилактики и лечения заболеваний ЦНС, 
вызванных в т. ч. гериатрической дисфунк-
цией холинэргической и инсулиновой сиг-
нальной систем, для улучшения консолида-
ции памяти и когнитивных функций.
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В последние годы большой интерес у ис-
следователей вызывает изучение молекул, 
воздействующих на метаболические звенья 
и которые могут активировать сигнальные 
пути, связанные с пролиферацией, ростом 
и развитием [2, 6].

Современные представления о физио-
логических механизмах регуляции обмена 
веществ, роста и развития животных дают 
основания полагать, что ранний постна-
тальный период онтогенеза является наи-
более благоприятным для коррекции ме-
таболических процессов с целью полной 
реализации генетического потенциала их 
развития. Об этом свидетельствуют дан-
ные возрастного ослабления компонен-
тов трансляции и факторов, необходимых 
для активации роста анаболических про-
цессов. Такое снижение трансляционной 
способности в ответ на питание у ново-
рождённых детёнышей происходит очень 
быстро. В частности, повышенная способ-
ность к синтезу мышечного белка у новоро-
ждённых обусловлена высоким содержани-
ем рибосом и увеличением эффективности 

процесса трансляции [3–5]. В связи с этим 
ключевым моментом является координация 
внутриклеточных процессов, осуществля-
емых с участием различных химически-
ми сигналов, которые отражают влияние 
факторов питания и гормонального стату-
са (например, инсулин/IGF-I), состояние 
энергетического обмена, физическую ак-
тивность (например, AMP-киназа, фосфа-
тидная кислота) и медиаторы стрессовых 
воздействий [1]. 

Разработка биологически активных ве-
ществ с улучшенными физико-химически-
ми и биофармацевтическими свойствами, 
обеспечивающих возможность регуляции 
обменных процессов за счёт активирования 
сигнальных путей, связанных с клеточной 
пролиферацией, является актуальной зада-
чей на современном этапе развития биоме-
дицинской науки.

Предложенная экспериментальная мо-
дель предполагала проведение двух этапов 
исследования:

1. Получение наноструктурных клатрат-
ных комплексов предусматривало его синтез 
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и исследование свойств, разработку методи-
ки количественного определения их в плаз-
ме крови, оценку относительной биологиче-
ской доступности на крысах и собаках. 

2. Проведение серий экспериментов 
на животных (мышах, крысах, кроликах) 
с целью регуляции физиологических про-
цессов и функции: метаболизма, в т. ч. 
при его нарушениях (на эксперименталь-
ных моделях), повышения устойчивости, 
активности антиоксидантной защиты орга-
низма и оценки их токсичности.

В результате проведённых исследова-
ний впервые получен супрамолекуляр-
ный комплекс производного роданина 
с β-циклодекстрином при массовом соот-
ношении 1:5, представляющий собой кри-
сталлический мелкодисперсный порошок 
белого с жёлтым оттенком цвета со средним 
размером частиц 40,5 нм. По растворимости 
в воде и биологической доступности превы-
шает в 5,0 и 6,08 раза соответственно анало-
гичное значение производного роданина.

Также был получен наноструктурный 
клатратный комплекс 20-гидроксиэкдисте-
рона с арабиногалактаном с соотношением 
масс 1:10 в виде мелкодисперсного под-
вижного порошка белого с оттенком свет-
ло-жёлтого цвета со средним размером ча-
стиц 35,3 нм. Растворимость в водной среде 
наноструктурного клатратного комплекса 
20-гидроксиэкдистерона с арабиногалакта-
ном в соотношениях 1:5 и 1:10 составила, 
соответственно, 10,0 и 10,5 г/л, а раствори-
мость в воде самого 20-гидроксиэкдисте-
рона — 6,7 г/л. По уровню биологической 
доступности наноструктурный клатратный 
комплекс 20-гидроксиэкдистерона с араби-
ногалактаном с соотношением масс 1:10 
превышает 1,91 раза аналогичное значение 
исходного соединения. 

Ингибирующее действие супрамолеку-
лярного комплекса производного роданина 
с β-циклодекстрином в отношении киназы 
гликогенсинтазы 3β как сигнальной моле-
кулы сопровождалось активированием про-

цессов обмена белков, углеводов и липидов 
в организме.

Супрамолекулярный комплекс произ-
водного роданина с β-циклодекстрином 
обеспечивает усиление неспецифической 
резистентности и первой линии системы ан-
тиоксидантной защиты организма кроликов, 
при этом не влияет на процессы перекисно-
го окисления липидов. При эксперименталь-
ной гипергликемии на крысах и кроликах 
проявляет гипогликемическую активность 
и нормализацию обмена веществ.

Впервые показана физиологическая зна-
чимость и безопасность применения су-
прамолекулярного комплекса производного 
роданина с β-циклодекстрином, что подтвер-
ждается отсутствием мутагенных свойств 
в тесте хромосомных нарушений в клет-
ках костного мозга самцов и самок мышей, 
влияния на внешний вид и поведение живот-
ных, повреждающего действия в отношении 
внутренних органов и систем организма 
и принадлежностью к VI классу относитель-
но безвредных веществ по Hodge и к 5-му 
классу токсичности в соответствии с ГОСТ 
32644-2014.

Участие наноструктурного клатратного 
комплекса 20-гидроксиэкдистерона с ара-
биногалактаном в РI3К-пути активации 
серин-треониновой протеинкиназы В со-
провождалось повышением активности бе-
локсинтезирующей, креатинкиназной, лак-
татдегидрогеназной систем, развитием 
скелетно-мышечной ткани, увеличением 
ретенции азота за счёт уменьшения его 
эндогенных потерь, показателей роста 
и развития животных, улучшением липид-
ного профиля организма в постнатальный 
период развития. Также было показано, 
что наноструктурный клатратный комплекс 
20-гидроксиэкдистерона с арабиногалакта-
ном обеспечивает защиту от оксидативного 
и нитрозативного стресса за счёт повыше-
ния активности ферментов антиоксидант-
ной системы, естественной резистентно-
сти и снижения процессов перекисного 
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окисления липидов в организме животных. 
Наноструктурный клатратный комплекс 
20-гидроксиэкдистерона с арабиногалак-
таном на животных (крысы и кролики) 
обеспечивает физиологическую возмож-
ность утилизировать глюкозу и коррекцию 

обменных процессов после гипергликемии. 
Обоснованием для практического приме-
нения наноструктурного клатратного ком-
плекса 20-гидроксиэкдистерона с арабино-
галактаном является его физиологическая 
безопасность. 
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ВЛИЯНИЕ ВОДЫ,  
ОБОГАЩЁННОЙ МОЛЕКУЛЯРНЫМ ВОДОРОДОМ,  

НА НАДПОЧЕЧНИКИ МАЛОЙ ДЛИННОХВОСТОЙ ШИНШИЛЛЫ 

Д.В. Петров1,*, А.А. Иванов2, Е.В. Панина2, Н.В. Петрова1, А.Е. Сорочан2
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Введение воды, обогащённой молекулярным водородом, в рацион малой длиннохвостой шин-
шиллы при клеточном разведении оказало влияние на изменение морфометрических показателей 
надпочечников животных: надпочечники опытной группы были более компактные, их абсолютная 
и относительная масса была меньше, чем у интактных животных. Толщина коркового вещества 
надпочечников в опытной группе достоверно уменьшалась за счёт всех слоёв, включая пучковый, 
продуцирующий глюкокортикоиды. Применение водородного антиоксиданта в течение длительного 
периода способствовало снижению воздействия стресса при клеточном содержании и благоприятно 
отразилось на интерьерных показателях.
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INFLUENCE OF HYDROGEN WATER  
ON THE ADRENAL GLANDS OF CHINCILLA LANIGERA

Dmitry V. Petrov1,*, Alexey A. Ivanov2, Elena V. Panina2,  
Natalia V. Petrova1, Anastasia E. Sorochan2

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

2 Russian State Agrarian University — Moscow Timiryazev Agricultural Academy 
127434, Russian Federation, Moscow, Timiryazevskaya Str., 49

The introduction of hydrogen water into the diet of cage-bred Chincilla lanigera (long-tailed chinchilla) 
was found to affect the morphometric parameters of their adrenal glands. Thus, the adrenal glands of the 
experimental group were more compact, with their absolute and relative mass being less than that in intact 
animals. The thickness of the adrenal cortex in the experimental group significantly decreased due to all 
layers, including the fascicular layer, producing glucocorticoids. The prolonged use of the hydrogen anti-
oxidant reduced the impact of stress in cage-bred animals and had a positive effect on their life indicators. 
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Введение
В процессе разведения, содержания 

и транспортировки лабораторных живот-
ных одной из важных проблем является по-
явление стресса, приводящего к снижению 
адаптационных возможностей организма 
и возникновению заболеваний различной 
этиологии. 

Для преодоления негативных последст-
вий стресса становится актуальным при-
менение веществ, обладающих антиокси-
дантной активностью, которые позволяют 
не только повысить адаптационные возмож-
ности, но и скорректировать поведение жи-
вотных, тем самым снижая вероятность про-
явления стереотипных форм и агрессии [4, 8]. 

К таким биологически активным вещест-
вам относят и молекулярный водород, пре-
имуществом которого является небольшая 
молекулярная масса. Не нарушая физиоло-
гические процессы организма, молекуляр-
ный водород легко диффундирует в клет-
ки, не повреждая их основные жизненно 
важные элементы, и купирует избыточную 
свободнорадикальную активность [3, 7]. 
Многочисленные исследования показа-
ли, что молекулярный водород не только 
снижает количество свободных радика-
лов, вызывающих окислительный стресс, 
но и действует как противовоспалительное 
и противоаллергическое средство, а также 
стимулирует процессы энергетического об-
мена и способствует активации регенера-
ции клеток после оперативного вмешатель-
ства, в т. ч. и кардиохирургии [1].

Во многих странах применение моле-
кулярного водорода в лечебных и профи-
лактических целях официально не разре-

шено в связи с тем, что мало исследованы 
механизмы цитопротективного действия 
водородного антиоксиданта, недостаточно 
клинических исследований и отсутствуют 
длительные токсикологические экспери-
менты [5]. Лишь в Японии молекулярный 
водород лицензирован как пищевая добав-
ка и используется как безопасный питьевой 
продукт.

Известно, что надпочечники являются 
важным звеном эндокринной системы, от-
вечающей за поддержание гомеостаза и спо-
собствующей адаптации организма к раз-
личным изменениям окружающей среды.

При воздействии стресса на организм 
животного в надпочечниках происходит 
увеличение паренхимы коркового веще-
ства и усиливается наполнение сосудов 
кровью. 

На фоне внешних положительных эф-
фектов от введения антиоксидантов в ра-
цион лабораторных животных при клеточ-
ном содержании и недостатка информации 
по действию водородного антиоксиданта 
на эндокринную систему, целью нашей 
работы стало изучение влияния воды, обо-
гащённой молекулярным водородом, на ги-
стологическую структуру надпочечников 
малой длиннохвостой шиншиллы в воз-
растном аспекте. 

Материалы и методы 
Для проведения эксперимента были ото-

браны десять самцов Chinchilla lanigera 
двухмесячного возраста со средней жи-
вой массой 270 г. Животные содержались 
в отдельных клетках при световом режиме 
12/12, температуре помещения 20–22 °С 
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и влажности 40–50%. Кормление произ-
водилось гранулированным полнорацион-
ным комбикормом для шиншилл со сво-
бодным доступом к корму и воде. Поение 
в обеих группах осуществлялось автомати-
зированной системой, к которой в опытной 
группе был подключён аппарат для гене-
рации молекулярного водорода Lourdes 
HS-81 («GrünePerlen GmbH», Германия). 
Содержание и обращение с животными 
в научном эксперименте соответство-
вали требованиям международных пра-
вил надлежащей лабораторной практики, 
Федерального закона «О защите животных 
от жестокого обращения» от 01.09.1997 г. 
[6]. Протокол эксперимента был одобрен 
биоэтической комиссией ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России.

В возрасте 36 мес. трёх средних по мас-
се шиншилл из группы подвергали эвта-
назии, извлекали надпочечники, взвеши-
вали их и готовили гистологические 
препараты по стандартным методикам 
(фиксацией в 10%-ном р-ре формалина, за-
ливкой в парафин, изготовлением срезов 
толщиной 10–15 мкм при помощи микро-
тома, окраской гематоксилином и эозином). 
Готовые препараты микроскопировались, 
измерялась толщина коркового и мозгово-
го вещества. Полученные данные обраба-
тывались статистически.

Результаты и их обсуждение
При постановке на эксперимент абсо-

лютная масса надпочечников животных 
в возрасте 2 мес. составила 110 мг; отно-
сительная масса — 0,03%. В возрасте 3 лет 
у самцов интактной группы масса надпо-
чечников составляла 290 мг; относитель-
ная масса — 0,06%. В опытной группе этот 
показатель составил 156 мг; относительная 
масса — 0,03%, по отношению к средней 
живой массе в группе.

В возрасте 2 мес. толщина коркового 
слоя надпочечников составила 552 мкм 
(в т. ч. клубочковой зоны — 30 мкм, пуч-

ковой — 414 мкм, сетчатой — 107 мкм), 
мозгового — 318 мкм. Включение в раци-
он малой длиннохвостой шиншиллы во-
дородного антиоксиданта способствовало 
изменению гистологической структуры 
коры надпочечников особей опытной груп-
пы. Все показатели линейных промеров от-
дельных зон и коркового вещества в целом 
в опытной группе достоверно (р<0,001) от-
личались от контрольной. Особенно это ка-
сается пучковой зоны, где вырабатываются 
гормоны, отвечающие не только за угле-
водный обмен, но и приспосабливающие 
организм к неблагоприятным воздействи-
ям окружающей среды, к числу которых 
относится и стресс. Так, общая толщина 
коркового вещества в контрольной группе 
составила 1022 мкм, что на 33% больше, 
чем в опытной группе (табл.). 

Ширина клубочковой зоны в контроль-
ной группе составила 79 мкм, а в опыт-
ной — на 48% меньше (табл.). Толщина 
пучковой зоны шиншилл контрольной 
группы составила 849 мкм, что на 31% 
больше, чем в опытной. Сетчатая зона кор-
кового вещества надпочечников животных 
контрольной группы превосходила тако-
вую в опытной группе на 38%.

Толщина мозгового слоя в обеих группах 
различалась незначительно.

Предполагаем, что животные опытной 
группы лучше преодолевали стресс в отли-
чие от особей контрольной группы, у кото-
рой кора надпочечников гипертрофирова-
лась, в т. ч. и за счёт пучковой зоны. 

Кроме того, в контрольной группе у од-
ного самца в пучковой зоне коры было об-
наружено большое количество крупных 
клеток с липидными включениями: это 
говорит о том, что животным контрольной 
группы необходимо накапливать больше 
липидов для выработки предшественников 
(холестерина) и самих стероидных гормо-
нов для преодоления стрессовой нагрузки.

В работах ряда отечественных авторов, 
исследовавших этот аспект, отмечались 

Петров Д.В., Иванов А.А., Панина Е.В., Петрова Н.В., Сорочан А.Е. 
«Влияние воды, обогащённой молекулярным водородом, 

на надпочечники малой длиннохвостой шиншиллы»



74 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2023| Toм 19 | № 3 | 71–76  

РЕЛЕВАНТНОЕ И АЛЬТЕРНАТИВНОЕ БИОМОДЕЛИРОВАНИЕ |  
RELEVANT AND ALTERNATIVE BIOMODELLING

подобные изменения, сопровождавшие-
ся дистрофией и нарушением клеточной 
архитектоники. Включение препаратов, 
обладающих антиоксидантными свойст-
вами, снижало деструкцию зон коры над-
почечников и сохраняло их функциональ-
ность [2].

Перед началом эксперимента относи-
тельные размеры слоёв коркового веще-
ства надпочечников шиншилл были сле-
дующие: клубочковый слой составил 6%, 
пучковый — 75%, сетчатый — 19%. В воз-
расте 36 мес. в контрольной группе клу-
бочковый слой составил 8%, пучковый — 
83%, сетчатый — 9%; в опытной  — 6%, 
86% и 8% соответственно. 

Table. Histological parameters of the adrenal cortex Chinchilla lanigera, M±m, µm

Толщина
Возраст

2 мес.
36 мес. 

контрольная группа опытная группа
клубочковой зоны 30±1,6 79±4,0 41±1,3*

пучковой зоны 414±21,8 849±26,2  587±14,0*

сетчатой зоны 107±23,5 94±6,2  58±3,6*

коры в целом         552±9,5                     1022±31,3   686±15,0*

мозгового слоя 318±47,3    503±103,2     517±124,6
Примечание: * — разница между группами достоверна при р<0,001.
Note: * — the difference between the groups is significant at p<0.001.

Выводы
В результате проведённого анализа было вы-

явлено, что надпочечники шиншилл опытной 
группы были более компактные, их абсолют-
ная и относительная масса на 50% меньше, 
чем у животных интактной группы. Толщина 
коркового вещества надпочечников в опыт-
ной группе достоверно (р<0,001) меньше, 
в т. ч. и за счёт всех слоёв, включая пучко-
вый, где вырабатываются «антистрессовые» 
гормоны. Таким образом, введение в раци-
он малой длиннохвостой шиншиллы воды, 
обогащённой молекулярным водородом, 
в течение длительного периода (36 мес.) по-
зволило существенно снизить воздействие 
стресс-факторов при клеточном содержании 
и помочь шиншиллам легче преодолеть их 
последствия.
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НАРУШЕНИЯ НЕЙРОМЫШЕЧНОЙ ПЕРЕДАЧИ  
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Целью работы стало изучение и описание основных параметров нейромышечной передачи у моло-
дых взрослых лептинрезистентных мышей линии C57Bl/Ks-db+/+m (db/db). Исследование проведено 
на 10 мышах-самцах db/db и 10 мышах-самцах дикого типа возрастом 4 мес. методом стимуляцион-
ной электронейромиографии с оценкой параметров M-ответов m. gastrocnemius и m. biceps brachii. 
В группе мышей db/db обнаружено снижение максимальных амплитуд, увеличение латентности 
и длительности М-ответов, указывающие на наличие сочетанного аксонально-демиелинизирующе-
го поражения периферических нервов. 
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The study was aimed at exploring and describing the main parameters of neuromuscular joint function 
in young adult leptin-resistant C57Bl/Ks-db+/+m (db/db) mice. The experiment was carried out on 10 
4-month-old male db/db mice and 10 male wild-type control mice, using stimulation electroneuromyogra-
phy to assess M-wave parameters for m. gastrocnemius and m. biceps brachii. We discovered a decrease in 
maximal amplitudes along with an increase in the M-wave latency and duration, indicating the presence of 
combined axonal and demyelinating peripheral nerve injury. 
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Введение
Мыши линии C57Bl/Ks-db+/+m (LepRdb/

db; db/db) имеют мутацию в гене рецептора 
лептина (LepR, ObR) на 4-й хромосоме с ау-
тосомно-рецессивным типом наследования. 
Лептин — пептидный гормон, секретируе-
мый адипоцитами и энтероцитами, одной 
из основных функций которого является 
регуляция энергетического обмена.

Фенотип мышей линии db/db характери-
зуется наличием гиперфагии, прогресси-
рующим ожирением и развитием сахарно-
го диабета II типа (СДII), гипергликемией 
с 8 нед., гиперинсулинемией, нарушением 
толерантности к глюкозе, гипертриглице-
ридемией, гиперхолестеринемией и раз-
витием органных поражений с 12–13 нед. 
жизни. Кроме того, отмечаются развитие 
стеатоза печени после 20 нед. жизни, сте-
рильность и нарушение работы гипотала-
мо-гипофизарно-адреналовой оси и щито-
видной железы [6].

В ряде статей сообщается о развитии 
у мышей данной линии патологии скелет-
ных мышц, включая атрофию мышечных 
волокон, нарушения аксональной возбуди-
мости, снижения сократительной функции 
[1], замедления регенеративных процессов 
при повреждениях [3]. Тем не менее, дан-
ные об особенностях состояния мышечной 
системы и её функции у мышей db/db оста-
ются неполными. В связи с этим целью ис-
следования стало изучение состояния ней-
ромышечной передачи у молодых взрослых 
мышей линии db/db.

Материалы и методы
Исследование проводили в соответст-

вии с принципами Базельской декларации 

и Правилами надлежащей лабораторной 
практики Евразийского экономического 
союза в сфере обращения лекарственных 
средств после одобрения биоэтической ко-
миссией ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава 
России. Эксперименты были выпол-
нены на 10 молодых взрослых (4 мес.) 
мышах-самцах линии C57Bl/6J массой 
18–20 г (группа wild type, WT) и 10 мо-
лодых взрослых (4 мес.) мышах-самцах 
линии C57Bl/Ks-db+/+m (группа db/db) 
массой 45–50 г, полученных из филиа-
ла «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России (Московская обл.) одной партией 
и прошедших карантин в течение 14 сут. 
Мыши содержались в стандартных усло-
виях вивария, получали «Полнорационный 
комбикорм для лабораторных животных» 
(ООО «Лабораторкорм», Россия) и воду, 
соответствующую требованиям ГОСТ 
2874-82 «Вода питьевая». Доступ к корму 
и воде был обеспечен ad libitum.

Исследование нейромышечной передачи 
и биоэлектрической активности скелет-
ных мышц проводили методом стимуля-
ционной электронейромиографии (ЭНМГ) 
с помощью 8-канального электронейроми-
ографа Нейро-МВП-8 и программы Нейро-
МВП.NETω 3.7.3.7 (ООО «Нейрософт», 
Россия). Перед проведением исследования 
животных наркотизировали хлоралгидра-
том («Millipore Sigma», США; 400 мг/кг, 
внутрибрюшинно). Регистрировали мо-
торные ответы (М-ответы) икроножной 
мышцы m. gastrocnemius на стимуляцию 
седалищного нерва n. ischiadicus слева 
и двуглавой мышцы плеча m. biceps brachii 
на стимуляцию мышечно-кожного нерва 
n. musculocutaneus справа [4]. 
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Стимуляцию нервных волокон осущес-
твляли при прямоугольной форме стиму-
ла и длительности 0,1 мс в диапазоне сил 
тока от 1 до 10 мА с последовательным 
увеличением с шагом 1 мА до достижения 
супрамаксимальной величины. Для мини-
мизации случайной погрешности для каж-
дого животного проводили три повтор-
ные регистрации М-ответов с повторной 
установкой всех электродов. Измеряли 
средние значения максимальных ампли-
туд М-ответа (мВ); латентности М-ответа 
с максимальной амплитудой (максималь-
ного М-ответа) (мс); сил тока, вызывавших 
М-ответы с минимальной (пороговая сила 
тока) и максимальной амплитудами (мА); 
длительности (мс) и площади (мВ×мс) мак-
симального М-ответа [4].

Статистическую обработку данных про-
водили с помощью пакета программно-

го обеспечения Prism 9.0.0 («GraphPad 
Software», США). Нормальность распре-
деления количественных признаков про-
веряли с помощью W-критерия Шапиро — 
Уилка. При нормальном распределении 
количественных признаков значимость 
различий оценивали с помощью t-критерия 
Стьюдента, при ненормальном распреде-
лении — с помощью U-критерия Манна — 
Уитни. Порог статистической значимости 
устанавливали на уровне p<0,05. Числовые 
данные на графиках представлены в виде 
средних арифметических; планки погреш-
ностей отражают стандартные ошибки 
средних.

Результаты исследований
В группе мышей db/db наблюдалось 

статистически значимое снижение мак-
симальной амплитуды (–31,0%; p<0,01), 

Рис. Основные параметры M-ответов мышц на электростимуляцию
Примечания: WT — дикий тип; MG — m. gastrocnemius; MBB — m. biceps brachii; порог — пороговое значение; 
макс — значение для М-ответа с максимальной амплитудой; * — p<0,05; ** — p<0,01.
Fig. Main parameters of M-waves induced by electrical nerve stimulation
Notes: WT — wild type; MG — m. gastrocnemius; MBB — m. biceps brachii; порог — threshold; макс — maximal- 
amplitude M-wave; * — p<0.05; ** — p<0.01.
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увеличение латентности (+28,5%; p<0,01) 
и длительности (+16,3%; p<0,01) М-ответа 
m. gastrocnemius, а также увеличение 
длительности (+16,1%; p<0,05) M-ответа 
m. biceps brachii. Изменения остальных ре-
гистрируемых параметров не имели стати-
стической значимости (рис.).

Обсуждение результатов
Уменьшение амплитуды М-ответа мо-

жет свидетельствовать о сокращении чи-
сла функционально активных моторных 
единиц, а также уменьшении их разме-
ров. Сниженные максимальные ампли-
туды М-ответа обычно обнаруживаются 
при утрате аксонов, например, при нейро-
патии по аксональному типу. При аксональ-
ной полинейропатии характерным является 
более раннее поражение нижних конечно-
стей по сравнению с верхними вследствие 
большей длины аксонов, что может объ-
яснять наличие изменений М-ответов 
m. gastrocnemius, но не m. biceps brachii [5]. 
Нарушение иннервации вносит важный 
вклад в уменьшение мышечной силы наря-
ду с атрофией и истощением миоцитов [2].

Увеличение латентности М-ответа от-
ражает снижение скорости распростране-

ния электрического импульса по нервному 
волокну и может указывать на наличие 
демиелинизации нерва. Увеличение дли-
тельности М-ответа свидетельствует о его 
темпоральной дисперсии, что в свою оче-
редь обусловлено десинхронизацией 
распространения возбуждения по эффе-
рентным нервам и его передачи на мы-
шечное волокно [5]. Сочетание снижения 
амплитуды и увеличения длительности 
М-ответа может являться признаком деми-
елинизирующего поражения n. ischiadicus, 
а изолированное увеличение длительности 
при постоянной амплитуде с наибольшей 
вероятностью является следствием увели-
чения латентности ответов.

Выводы
Таким образом, результаты ЭНМГ-

исследования указывают на наличие 
у мышей db/db периферической аксо-
нально-демиелинизирующей нейропатии 
с преимущественным поражением нервов 
нижних конечностей. Полученные данные 
свидетельствуют о высокой клинической 
релевантности данной линии в качестве 
модели диабетической периферической по-
линейропатии.
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ПРОФИЛЬ БЕЗОПАСНОСТИ  
НОВОГО ПРОИЗВОДНОГО ДИМЕТИЛАМИНОЭТАНОЛА  

ПРИ ПЕРОРАЛЬНОМ ПУТИ ВВЕДЕНИЯ  
ЛАБОРАТОРНЫМ ЖИВОТНЫМ 

Е.Б. Шустов1,*, А.Е. Ким2

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

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

Новое производное диметиламиноэтанола, бутандиовой и транс-бутендиовой кислот (лаборатор-
ный шифр АДК-17) синтезировано на кафедре органической химии СПбХФУ Минздрава России 
(заведующий кафедрой — проф. И.П. Яковлев) и представляет собой перспективное средство, пла-
нируемое к применению в виде пероральной лекарственной формы. Цель работы — оценка про-
явлений общей и специфической токсичности нового лекарственного средства. Тест-системами 
для доклинического изучения безопасности нового соединения были лабораторные животные (бе-
лые мыши, крысы, кролики, морские свинки). В работе изучались проявления общей токсичности 
(острой и хронической), местнораздражающего действия, аллергизирующих свойств, иммуноток-
сического действия, выполнялось исследование репродуктивной токсичности препарата «АДК-17» 
при внутрижелудочном введении. Показано, что исследуемый препарат малотоксичен, а в услови-
ях курсового применения не вызывает изменений биохимических и морфологических показате-
лей крыс и кроликов, не оказывает негативного воздействия на внутренние органы, не оказывает 
раздражающего эффекта. Применение препарата не приводило к развитию местной аллергической 
реакции немедленного типа. Проведение сенсибилизации в реакции ГЗТ показало отсутствие сен-
сибилизирующего действия. При изучении иммунотоксического действия препарата показано, что 
при введении в течение 30 дней препарат АДК-17 в дозах 93 и 930 мг/кг не приводил к нарушению 
гуморального иммунного ответа и снижению выработки антител. Постановка реакции гиперчувст-
вительности замедленного типа также подтверждает, что препарат не влияет на развитие клеточного 
иммунитета. 
В условиях многократного внутрижелудочного введения в дозах 50 и 250 мг/кг беременным самкам 
препарат не оказал негативного действия на репродуктивную систему лабораторных животных, эм-
брио- и фетотоксического, а также тератогенного действия, не повлиял на антенатальное и постна-
тальное развитие потомства. 
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SAFETY PROFILE  
OF A NEW DIMETHYLAMINOETHANOL  

DERIVATIVE BY ORAL ADMINISTRATION  
TO LABORATORY ANIMALS 

Evgeny B. Shustov1,*, Aleksey E. Kim2

1 Scientific and Clinical Center of Toxicology named after S.N. Golikov  
of the Federal Medical and Biological Agency of Russia 

192019, Russian Federation, St. Petersburg, Bekhtereva Str., 1
2 Military Medical Academy named after S.M. Kirov of the Ministry of Defense of Russia 
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A new derivative of dimethylaminoethanol, butanedioic and trans-butenedioic acids (laboratory code ADK-17) 
was synthesized at the Department of Organic Chemistry (Professor I.P. Yakovlev is the Head of the Depart-
ment) of St. Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University (SPCPU). This is a promising com-
pound planned for use as an oral dosage form. In this work, we aim to evaluate manifestations of the general 
and specific toxicity of the new drug. Laboratory animals (white mice, rats, rabbits, guinea pigs) were used as 
test systems for the preclinical safety study of the new compound. Manifestations of general toxicity (acute and 
chronic), local irritant action, allergenic properties, immunotoxic action were studied. The reproductive toxicity 
of the ADK-17 drug when administered intragastrically was studied. The studied drug was found to exhibit 
low toxicity, cause no changes in the biochemical and morphological parameters of rats and rabbits under the 
conditions of course use, and have no negative effects on internal organs. When administered intragastrically 
in maximum doses, the drug causes no irritating effects. The use of the drug did not lead to the development 
of a  local allergic reaction of an immediate type. Carrying out sensitization in the DTH reaction showed the 
absence of a sensitizing effect. The study of the immunotoxic effect of the ADK-17 drug showed that its pro-
longed intragastric administration for 30 days at doses of 93 and 930 mg/kg did not lead to a violation of the 
humoral immune response and a decrease in antibody production. Setting a delayed-type hypersensitivity reac-
tion also confirms that the drug does not affect the development of cellular immunity. 
The conducted experimental studies of the drug’s reproductive toxicity in rats showed that its repeated intra-
gastric administration at doses of 50 and 250 mg/kg to pregnant females did not have a negative effect on the 
reproductive system of laboratory animals, embryo- and fetotoxic, as well as teratogenic effects, having no ef-
fect on the antenatal and postnatal development of offspring.
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Введение
Изучение профиля безопасности новых 

потенциально перспективных лекарствен-
ных средств является обязательным эле-
ментом доклинического их изучения [1–3].

Новое производное диметиламиноэтано-
ла, бутандиовой и транс-бутендиовой кис-

лот (лабораторный шифр АДК-17) синте-
зировано на кафедре органической химии 
Санкт-Петербургского государственного 
химико-фармацевтического университе-
та (заведующий кафедрой — профессор 
И.П. Яковлев) и представляет собой средст-
во, планируемое к применению в виде перо-
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ральной лекарственной формы. Для данного 
соединения ранее не изучались показатели, 
характеризующие его безопасность, в связи 
с чем целью работы была оценка проявле-
ний общей и специфической токсичности 
нового потенциально перспективного ле-
карственного средства.

Материалы и методы
Острая токсичность изучалась при вну-

трижелудочном введении на половозре-
лых аутбредных мышах и крысах обоего 
пола. Хроническая токсичность изучалась 
при внутрижелудочном введении на крысах 
и кроликах обоего пола. Животных содер-
жали в соответствии с требованиями ГОСТ 
Р 53434-2009 «Принципы надлежащей ла-
бораторной практики (GLP)». 

При исследовании острой токсичности 
максимальная доза была лимитирована 
максимально возможным объёмом введе-
ния раствора препарата. При исследовании 
хронической токсичности исследуемые 
дозы тестируемого препарата и контроль-
ное вещество вводились в организм подо-
пытных животных ежедневно, внутриже-
лудочно, на протяжении 30, 60 и 90 дней. 
Тестируемые дозы определялись на осно-
вании рекомендованных доз для челове-
ка, с учётом коэффициента дозопереноса 
[2, 5]. Ввиду того, что при исследовании 
острой токсичности на максимальных до-
зах на мышах и на крысах гибели живот-
ных не наблюдалось и LD не определена, 
были выбраны три дозы: первая — тера-
певтическая, вторая — пятикратная, и тре-
тья — двадцатикратная. Таким образом, 
при изучении хронической токсичности 
в рамках проведённого эксперимента те-
стировались дозы 40, 200 и 800 мг/кг.

Биохимические показатели в сыво-
ротке крови определяли на анализаторе 
«ChemWell+» (США) с использовани-
ем реагентов фирмы «Витал» (Россия). 
Гематологические исследовании цельной 
крови выполнялись на гематологическом 

анализаторе BC-3200 (Myndrey). Функцию 
выделительной системы исследовали 
в метаболических клетках, определяли рН 
мочи, плотность, качественное определе-
ние белка в моче — на анализаторе мочи 
URISIS 1100.

Для установления негативного влияния 
препарата на генеративную функцию дли-
тельность введения составила 60 дней 
крысам-самцам и 15 дней крысам-самкам, 
что позволило оценить влияние препара-
та на ово- и сперматогенез. Для оценки 
эмбрио- и фетотоксического действия, 
регистрируемых в антенатальный и пост-
натальный периоды развития, препарат 
АДК-17 вводили в период беременности 
и 25 дней в период вскармливания. 

Результаты и их обсуждение
Токсикометрические исследования на мы-

шах и крысах обоего пола при однократ-
ном внутрижелудочном введении АДК-17 
в возрастающих дозах в диапазоне от 1000 
до 8000 мг/кг не выявили ни одного случая 
гибели животных. В связи с этим LD50 
не была определена, но она превышала 
уровень 7000 мг/кг для мышей и 8000 мг/кг  
для крыс. У всех животных отмечалось 
повышение двигательной активности; 
признаков интоксикации у животных 
не наблюдали. В условиях хронической 
токсичности при курсовом применении 
на протяжении 30 дней введения в одно-
кратной, пятикратной и двадцатикратной 
дозе при периоде наблюдения 90 дней 
клинических признаков системной ин-
токсикации у животных не наблюдалось. 
При некропсии морфологических, гисто-
логических, гематологических, биохими-
ческих признаков интоксикации в периоде 
наблюдения как при остром, так и хрони-
ческом токсическом воздействии не наблю-
далось. Влияние препарата на показатели 
мочи не выявило значимых отличий между 
группами с различной дозой вводимого со-
единения АДК-17 [4].
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В тесте открытого поля при однократ-
ном и курсовом введении перорально в до-
зах 200 и 800 мг/кг выявлено повышение 
как горизонтальной, так и вертикальной 
двигательной активности, а также сниже-
ние доли неподвижного состояния живот-
ных (для дозы 800 мг/кг), что отражает 
психоактивирующий компонент действия 
препарата. При этом никаких признаков 
судорожной активности выявлено не было.

В экспериментах по изучению острой 
и подострой токсичности препарата 
при внутрижелудочном введении с помо-
щью морфологических и гистологических 
методов показано, что препарат в дозах 
200 и 800 мг/кг при ежедневном введении 
не оказывает выраженного раздражающего 
действия на ЖКТ крыс.

В кожном тесте анафилаксии у морских 
свинок не выявлены признаки сенсибили-
зации к вводимому соединению. Курсовое 
введение препарата АДК-17 в дозах 93 
и 930 мг/кг не приводило к нарушениям 
гуморального иммунного ответа и фагоци-
тарной активности макрофагов.

В исследовании репродуктивной ток-
сичности на беременных самках крыс 
установлено, что исследуемое соедине-
ние не оказывает какого-либо негативно-
го влияния на показатели пренатальной 
смертности, овуляторные процессы и эм-
бриогенез. Эмбриотоксические и фетоток-
сические эффекты по данному соединению 
не выявлены.

Заключение
Исследуемое соединение АДК-17 при пе-

роральном введении мелким лабораторным 
животным относится к V классу практи-
чески нетоксичных лекарственных ве-
ществ либо более низкому классу (VI) [4]. 
Результаты проведённого исследования 
подтверждают, что препарат не проявляет 
иммунотоксического действия по отно-
шению к клеточному, гуморальному и не-
специфическому звену иммунного ответа. 
Для него не характерна репродуктивная 
токсичность. Препарат характеризуется 
благоприятным профилем безопасности.
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РЕЗУЛЬТАТЫ КЛИНИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ  
II ФАЗЫ ЛЕКАРСТВЕННОГО ПРЕПАРАТА ДИРЕКОРД: 

РАНДОМИЗИРОВАННОЕ, ДВОЙНОЕ СЛЕПОЕ,  
ПЛАЦЕБО-КОНТРОЛИРУЕМОЕ, С ПАРАЛЛЕЛЬНЫМИ 

ГРУППАМИ, ПРОСПЕКТИВНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ  
ПО ПОДБОРУ ОПТИМАЛЬНОЙ ДОЗИРОВКИ  

И ИЗУЧЕНИЮ ЭФФЕКТИВНОСТИ, БЕЗОПАСНОСТИ  
И ПЕРЕНОСИМОСТИ У ПАЦИЕНТОВ  

С ИШЕМИЧЕСКИМ ИНСУЛЬТОМ  
В РАННЕМ ВОССТАНОВИТЕЛЬНОМ ПЕРИОДЕ 

И.А. Помыткин1,*, В.В. Писарев2, М.Е. Меркулов2, Е.Б. Кузнецова3, Е.А. Салина3,  
А.Ю. Малыгин4, Н.Н. Каркищенко1
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Дирекорд — оригинальный препарат, содержащий действующее вещество дихолинсукцинат, улуч-
шающее чувствительность инсулиновых рецепторов в нейронах к инсулину. Целью работы был 
подбор оптимальной дозировки и изучение эффективности, безопасности и переносимости препа-
рата у пациентов с ишемическим инсультом в раннем восстановительном периоде. 132 пациента 
после первого ишемического инсульта в каротидной системе, подтверждённого компьютерной или 
магнитно-резонансной томографией, с давностью инсульта от 3 нед. до 2 мес., средний возраст — 
64,35±8,03 года, рандомизировали в три терапевтические группы. В первой группе (n=44) паци-
ентам вводили внутримышечно Дирекорд в дозе 400 мг/сут., во второй (n=44) — Дирекорд в дозе  
600 мг/сут. и в третьей — плацебо в течение двух недель. Ответом на терапию считалось улучше-
ние неврологического статуса, функционального состояния и когнитивных функций пациентов: как 
минимум двукратное снижение общего счёта по шкале NIHSS, общий счёт по шкале Бартел ≥95, 
общий счёт по шкале MoCA ≥26. Через 4 недели после начала исследования в первой группе на те-
рапию ответили 15 (34,1%) пациентов, во второй группе — 19 (43,2%), в третьей группе — 8 (18,2%) 
пациентов. Анализ с использованием точного критерия Фишера выявил статистически значимое 
отличие между группами (p=0,036). Эти результаты позволяют утверждать, что препарат статисти-
чески и клинически значимо превосходит плацебо при двухнедельной внутримышечной терапии в 
дозе 600 мг/сут. у пациентов с ишемическим инсультом в каротидной системе в раннем восстано-
вительном периоде. Профиль безопасности препарата Дирекорд при использовании в различных 
режимах терапии не отличается от такового для плацебо. Предполагается, что исследование III фазы 
позволит подтвердить полученные в данном исследовании предварительные результаты. 

4.0
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PHASE II CLINICAL TRIAL OF DIREKORD: RANDOMIZED, 
DOUBLE-BLIND, PLACEBO-CONTROLLED, PARALLEL GROUP, 

AND PROSPECTIVE STUDIES TO SELECT OPTIMAL DOSAGE AND 
TO STUDY THE EFFICACY, SAFETY, AND TOLERABILITY  

IN ISCHEMIC STROKE PATIENTS   
IN THE EARLY RECOVERY PERIOD

Igor A. Pomytkin1,*, Vladimir V. Pisarev2, Mikhail E. Merkulov2, Elena B. Kuznetsova3, 
Ekaterina A. Salina3, Alexander Yu. Malygin4, Nikolay N. Karkischenko1
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Direkord is an original drug containing the active substance of dicholine succinate, which improves the 
sensitivity of insulin receptors in neurons to insulin. The aim of the work was to select an optimal dosage 
and to study the efficacy, safety, and tolerability of Direkord, a solution for intramuscular injection, in isch-
emic stroke patients in the early recovery period. In total, 132 patients after the first ischemic stroke in the 
carotid system, confirmed by computed or magnetic resonance imaging, with the stroke remoteness from 
3 weeks to 2 months and the mean age of 64.35±8.03 years, were randomized into three treatment groups. 
Patients in the first (n=44) and second (n=44) groups received Direkord intramuscularly for two weeks 
at a dose of 400 mg/day and 600 mg/day, respectively. Patients in the third group received placebo. The 
treatment response was assessed in terms of improved neurological status, functional state, and cognitive 
functions, including at least a two-fold decrease in the total score on the NIHSS scale, the total score on 
the Barthel scale ≥95, and the total score on the MoCA scale ≥26. Four weeks after the onset of the study, 
34.1, 43.2, and 18.2% of the patients responded to therapy in the first, second, and third group, respective-
ly. An analysis based on the Fisher’s exact test revealed a statistically significant difference between the 
groups (p=0.036). These results suggest that Direkord is statistically and clinically significantly superior 
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to placebo at a two-week intramuscular therapy at a dose of 600 mg/day in patients with ischemic carotid 
stroke in the early recovery period. The safety profile of Direkord when used in various therapy regimens 
does not differ from that of placebo. The phase III study should confirm the preliminary results obtained 
in the current work.
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Введение
Дирекорд — оригинальный препарат, со-

держащий в качестве действующего вещест-
ва дихолинсукцинат, соль холина и янтарной 
кислоты 2:1. Дихолинсукцинат — доказан-
ный в доклинических исследованиях ней-
рональный инсулин-сенситайзер, повы-
шающий чувствительность инсулиновых 
рецепторов в нейронах к низким субопти-
мальным концентрациям инсулина [5–7]. 
Ишемический инсульт сопровождается 
постинсультной инсулиновой резистент-
ностью — сниженным биологическим 
ответом на эндогенный инсулин [1–4]. 
Статистически значимая положительная 
корреляция между индексом инсулиновой 
резистентности HOMA-IR и значениями 
шкалы тяжести инсульта NIHSS наблюда-
лась у пациентов без диабета, перенёсших 
ишемический инсульт, причём пациенты 
с высокими значениями индекса HOMA-IR 
имели повышенный риск неблагоприятно-
го клинического исхода. Поэтому разработ-
ка средств, улучшающих чувствительность 
к инсулину в постинсультном периоде, яв-
ляется обоснованным подходом к лечению 
ишемического инсульта. 

Ранее результаты первой фазы клиниче-
ских исследований показали, что препарат 

Дирекорд обладает хорошим профилем 
безопасности и может быть рекомендован 
для дальнейшего изучения в исследовании 
с участием пациентов. 

Целью работы был подбор оптимальной 
дозировки и изучение эффективности, без-
опасности и переносимости лекарственного 
препарата Дирекорд, р-р для внутримышеч-
ного введения, у пациентов с ишемическим 
инсультом в раннем восстановительном пе-
риоде. 

Материалы и методы
Место проведения 
и регламентирующие документы
Рандомизированное, двойное слепое, 

плацебо-контролируемое, с параллельны-
ми группами, проспективное исследова-
ние по подбору оптимальной дозировки 
и изучению эффективности, безопасности 
и переносимости лекарственного препарата 
Дирекорд, р-р для внутримышечного введе-
ния, у пациентов с ишемическим инсультом 
в раннем восстановительном периоде было 
проведено с 12.11.2018 по 15.06.2019 г. 
в трёх клинических центрах, одобренных 
Минздравом России: государственном уч-
реждении здравоохранения «Саратовская 
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городская клиническая больница № 9» 
(ГУЗ СГКБ № 9, г. Саратов), государ-
ственном учреждении здравоохране-
ния Ярославской области «Клиническая 
больница № 2» (ГБУЗ ЯО «КБ № 2», г. 
Ярославль) и государственном бюджетном 
учреждении здравоохранения Тверской 
области «Областной клинический лечеб-
но-реабилитационный центр» (ГБУЗ ТО 
«ОКЛРЦ», г. Тверь). Клиническое иссле-
дование II фазы проводили в соответствии 
с утверждённым протоколом и этическими 
принципами Хельсинкской Декларации 
Всемирной медицинской ассоциации, ме-
ждународными принципами Надлежащей 
клинической практики (ICH GCP), 
и регламентировалось действующим за-
конодательством РФ: Конституция РФ; 
Федеральный закон от 21.11.2011 № 323-
ФЗ «Об основах охраны здоровья граждан 
в Российской Федерации»; Федеральный за-
кон от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении 
лекарственных средств»; Национальный 
стандарт Российской Федерации 
ГОСТ Р 52379-2005 «Надлежащая кли-
ническая практика» от 27.09.2005  
№ 232-ст); Постановление Правительства 
РФ от 13.09.2010 № 714 «Об утверждении 
типовых правил обязательного страхования 
жизни и здоровья пациента, участвующе-
го в клинических исследованиях лекарст-
венного препарата»; Приказ Минздрава 
России от 01.04.2016 № 200н «Об утвер-
ждении правил надлежащей клинической 
практики»; Приказ Росздравнадзора № 1071 
от 15.02.2017 «Об утверждении порядка 
осуществления фармаконадзора»; Приказ 
Минпромторга России от 14.06.2013 
№ 916 (ред. 18.12.2015) «Об утверждении 
Правил надлежащей производственной 
практики»; Правила регистрации и экс-
пертизы лекарственных средств для ме-
дицинского применения (Решение ЕАЭС 
от 03.11.2016 № 78); Правила надлежащей 
клинической практики ЕАЭС (Решение 
ЕАЭС от 03.11.2016 № 79); Решение ЕАЭС 

№ 87 об утверждении правил фармаконад-
зора; Постановление Правительства РФ 
от 18.05.2011 № 393 «О внесении изме-
нений в Типовые правила обязательного 
страхования жизни и здоровья пациента, 
участвующего в клинических исследовани-
ях лекарственного препарата»; Разрешение 
№ 14 от 17.01.2018 на проведение клиниче-
ского исследования, выданное Минздравом 
России. Протокол исследования, Брошюра 
исследователя, Информационный листок 
пациента с формой информированного со-
гласия на участие в исследовании и образец 
Индивидуальной регистрационной карты 
были одобрены Советом по этике и ло-
кальными этическими комитетами меди-
цинских организаций. Всем добровольцам 
в ходе разъяснительной беседы и в пись-
менной форме была предоставлена исчер-
пывающая информация, касающаяся всех 
аспектов проводимого исследования.

Критерии отбора
В исследовании участвовали 132 па-

циента, мужчины и женщины в возрасте 
от 45 до 80 лет включительно, после пер-
вого ишемического инсульта в каротидной 
системе, подтверждённого компьютерной 
или магнитно-резонансной томографией, 
с давностью инсульта не менее 3 недель 
и не более 2 мес. от момента появления 
неврологической симптоматики, с оцен-
кой по шкале тяжести инсульта NIHSS от 3 
до 8 баллов включительно, оценкой по шка-
ле когнитивных функций MoCA менее 24 
баллов, при наличии письменного инфор-
мированного согласия, подписанного па-
циентом или его законным представителем, 
а также готовые и способные к заполнению 
необходимых шкал и выполнению графи-
ка посещений. Критериями невключения 
были геморрагический инсульт, тотальная 
афазия, наличие возникших до инсульта со-
путствующих заболеваний, таких как значи-
мое ограничение двигательной активности, 
психические заболевания, деменция; не-
врологические заболевания, такие, как эпи-
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лепсия, болезнь Паркинсона, рассеянный 
склероз; декомпенсированный сахарный 
диабет, алкоголизм, наркотическая зависи-
мость, злоупотребление психоактивными ве-
ществами в анамнезе, почечная недостаточ-
ность, тяжёлая печёночная недостаточность 
или аномальные значения лабораторных по-
казателей на скрининге, тяжёлые сердечно-
сосудистые или церебро-сосудистые заболе-
вания в анамнезе, системное инфекционное 
заболевание, неконтролируемая артериаль-
ная гипертензия с высокими показателями 
артериального давления выше 220/110 мм 
рт. ст. Кроме того, в исследование не включа-
лись женщины с сохранённым потенциалом 
деторождения; лица с известной гиперчувст-
вительностью к любому из компонентов пре-
парата; а также лица, принимавшие участие 
в исследовании любого экспериментального 
или зарегистрированного лекарственного 
препарата, изделия медицинского назначе-
ния или биологического агента в течение 1 
мес. до момента включения. 

Исследуемый препарат
В исследовании использован оригиналь-

ный препарат Дирекорд производства ООО 
«Эллара» (Россия), р-р для внутримышеч-
ного введения, действующее вещество — 
дихолинсукцинат, 100 мг/мл. Химическое 
наименование: N-(2-гидроксиэтил)-N,N,N-
триметиламмония сукцинат (2:1).

План исследования
Пациенты, прошедшие стадию скринин-

га и подписавшие информированное согла-
сие, были рандомизированы в три группы 
по 44 пациента и получали Дирекорд вну-
тримышечно по 200 мг (2 мл) два раза в день 
в течение 14 дней (группа 1); Дирекорд вну-
тримышечно по 200 мг (2 мл) три раза в день 
в течение 14 дней (группа 2); или плацебо 
внутримышечно по 200 мг (2 мл) три раза 
в день в течение 14 дней (группа 3). Чтобы 
соблюсти маскировку, пациенты груп-
пы 1 дополнительно получали одну инъек-
цию плацебо в день. План исследования по-
казан на рисунке.

Оценка эффективности
Первичной конечной точкой эффектив-

ности была выбрана доля пациентов, отве-
тивших на проводимую терапию. Ответом 
на терапию считается улучшение функцио-
нального состояния, когнитивных функций 
и неврологического статуса пациентов: 
как минимум двукратное снижение обще-
го счёта по шкале тяжести инсульта NIHSS, 
общий счёт по шкале Бартел ≥95, общий 
счёт по шкале MoCA≥26. 

Оценка безопасности
Безопасность терапии оценивалась по ча-

стоте нежелательных явлений (НЯ); динами-
ке жизненно важных показателей; динамике 
лабораторных параметров; ЭКГ в 12 отведе-
ниях и данным физикального осмотра.

Статистический анализ
Выборочные параметры, приводимые 

в таблицах, имеют следующие обозна-
чения: М — среднее, s — стандартное 
отклонение, n — объём анализируемой 
подгруппы, р — достигнутый уровень зна-
чимости. Критерии Шапиро — Уилка либо 
Колмогорова — Смирнова применялись 
для выбора параметрических или непара-
метрических методов анализа. При оценке 
эффективности терапии первичная точ-
ка анализировалась с помощью точного 
критерия Фишера на основе статистиче-
ской гипотезы, что терапия с применени-
ем исследуемого препарата не превосхо-
дит по эффективности терапию плацебо. 
Показатели безопасности, а также их из-
менения представлены с помощью описа-
тельной статистики по визитам и терапев-
тическим группам. Сравнение по визитам 
между группами проводилось на основе 
критерия χ2 Пирсона или точного крите-
рия Фишера. Средние значения количест-
венных показателей безопасности (жиз-
ненные показатели, результаты общего 
и биохимического анализа крови), а также 
их средние изменения по сравнению с ис-
ходными значениями сравнивались между 
группами с помощью однофакторного ана-
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Рис. План исследования
Fig. Study plan
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лиза ANOVA с терапией в качестве факто-
ра. Динамика количественных показателей 
безопасности относительно исходных зна-
чений оценивалась и сравнивалась для пре-
парата исследования и плацебо с помощью 
дисперсионного анализа ANOVA с повто-
ряющимися измерениями. Критический 
уровень значимости принимался равным 
5%. Статистический анализ проводился 
при помощи статистического пакета R 3.4. 

Результаты и их обсуждение
Исходные демографические и антропо-

метрические характеристики пациентов 
суммированы в табл. 1. Критерий χ2 не выя-
вил статистически значимых различий меж-
ду группами по распределению мужчин 
и женщин (p>0,05). Дисперсионный ана-
лиз ANOVA с терапией в качестве фактора 
не выявил статистически значимых разли-
чий между терапевтическими группами 
(p>0,05) ни по одному из следующих пока-
зателей: возраст, масса тела, рост и индекс 
массы тела (ИМТ). Сопутствующую тера-
пию получали 100% пациентов во всех трёх 
терапевтических группах.

Анализ первичной конечной 
точки эффективности
Первичная конечная точка анализирова-

лась сразу после окончания терапии (ви-
зит 3) и через 2 недели после её окончания 
(визит 4). На визите 3 ни один пациент 
ни в одной из исследуемых групп не отве-
тил на терапию, исходя из заданных кри-
териев ответа. Однако на визите 4 было 
зафиксировано, что в группе 1 (Дирекорд,  
2×200 мг/сут.) на терапию ответили 
15 (34,1%) пациентов, в группе 2 (Дирекорд, 
3×200 мг/сут.) — 19 (43,2%) и в группе 3 
(Плацебо) — 8 (18,2%) пациентов (табл. 2). 
Точный критерий Фишера выявил статисти-
чески значимое отличие между группами 
(p=0,036). Таким образом, отвергается ну-
левая гипотеза о том, что Дирекорд не пре-
восходит по эффективности плацебо в ле-
чении пациентов с ишемическим инсультом 
в раннем восстановительном периоде.

Наибольшее количество пациентов, от-
ветивших на терапию, было выявлено 
в группе тех, кто получал Дирекорд в дозе  
600 мг/сут., — на 25% больше, чем в группе 
пациентов, получавших плацебо. Данный 

Таблица 1. Исходные характеристики пациентов
Table 1. Baseline characteristics of patients

Показатель
Группы

Дирекорд, 2×200 Дирекорд, 3×200 Плацебо
Пол: женщины / мужчины 26 / 18 20 / 14 18 / 26

Возраст, лет (M±s) 66,52±7,12 62,82±8,27 63,70±8,32

Масса тела, кг (M±s)   76,90±11,11    77,99±10,12    78,84±12,38

Рост, м (M±s)    1,65±0,07    1,70±0,07    1,69±0,06

Индекс массы тела, кг/м2 (M±s)  28,16±4,24   27,14±3,99  27,60±4,37

Таблица 2. Распределение пациентов, ответивших на терапию, на визите 4
Table 2. Distribution of patients who responded to therapy at visit 4

Показатель Результат
Группы

Дирекорд, 2 × 200 мг/сут. Дирекорд, 3 × 200 мг/сут. Плацебо
n % n % n %

Пациент ответил 
на проводимую терапию

Нет 29 65,9 25 56,8 36 81,8

Да 15 34,1 19 43,2 8 18,2

Помыткин И.А., Писарев В.В., Меркулов М.Е., Кузнецова Е.Б., 
Салина Е.А., Малыгин А.Ю., Каркищенко Н.Н. 
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результат позволяет утверждать, что препа-
рат Дирекорд статистически и клинически 
значимо превосходит плацебо при лечении 
ишемического инсульта в каротидной сис-
теме в раннем восстановительном периоде.

Оценка безопасности
В исследовании было отмечено 6 НЯ 

у 6 (13,6%) пациентов в группе 1 (Дире-
корд, 2×200 мг/сут.), 3 НЯ у 3 (6,8%) паци-
ентов в группе 2 (Дирекорд, 3×200 мг/сут.) 
и 5 НЯ у 5 (11,4%) пациентов в группе 
плацебо. Статистически значимой разни-
цы между группами не выявлено (p=0,682, 
точный критерий Фишера). Все нежела-
тельные явления, возникшие у пациентов 
в ходе исследования, были лёгкой степени 
тяжести и завершились к моменту оконча-
ния исследования. Ни одно из НЯ не потре-
бовало отмены исследуемых препаратов 
или изменения режима терапии. В группе 1 
были зарегистрированы следующие НЯ: 
боль в животе — 2 (4,5%), гипертониче-
ский криз — 2 (4,5%), ОРВИ — 1 (2,3%), 
острый ринит — 1 (2,3%). В группе 2 были 
зарегистрированы следующие НЯ: ане-
мия — 1 (2,3%), головная боль — 2 (4,5%). 
В группе 3 были зарегистрированы сле-
дующие НЯ: боль при введении препара-
та — 1 (2,3%), головная боль — 1 (2,3%), 
головокружение — 1 (2,3%), острый ри-
нит — 1 (2,3%), повышение артериального 
давления — 1 (2,3%).

Случаев смерти и серьёзных НЯ в ходе 
исследования не было. 

Однофакторный дисперсионный ана-
лиз ANOVA с терапией в качестве фактора 
не выявил статистически значимых разли-
чий средних изменений показателей как об-
щего анализа крови, так и биохимического 
анализа крови между группами (p>0,05). 

Точный критерий Фишера показал, 
что распределение оценок норма/отклоне-
ния для значений показателей общего ана-
лиза крови и анализа мочи по визитам ста-
тистически значимо не отличалось между 
группами (p>0,05).

Дисперсионный анализ ANOVA показал 
статистически значимое снижение сред-
них значений систолического (p<0,001) 
и диастолического (p<0,001) артериаль-
ного давления в ходе исследования, сход-
ное для всех трёх терапевтических групп 
(p>0,05). Для показателя «частота сердеч-
ных сокращений» (ЧСС) дисперсионный 
анализ ANOVA не показал статистиче-
ски значимых отличий между группами 
(p>0,05). Для показателя «температура 
тела» дисперсионный анализ ANOVA по-
казал наличие статистически значимой 
динамики (повышение) средних значений 
(p=0,004), сходной во всех трёх терапевти-
ческих группах (p>0,05).

Распределение оценок норма/незначи-
мые/значимые изменения результатов ЭКГ 
в 12 отведениях анализировалось при по-
мощи точного критерия Фишера. Ни на од-
ном из визитов не выявлено статистически 
значимых различий в распределении оце-
нок между группами (p>0,05). 

Распределение оценок норма/отклонения 
результатов физикального осмотра анали-
зировалось при помощи точного критерия 
Фишера. Ни для одной из систем не выяв-
лено статистически значимых различий 
в распределении оценок между группами 
в ходе исследования (p>0,05).

Проведённый комплексный анализ по-
зволяет сделать вывод о том, что профиль 
безопасности исследуемого препарата при ис-
пользовании в различных режимах терапии 
не отличается от такового для плацебо.

Выводы:
1. Результаты рандомизированного, двой-

ного слепого, плацебо-контролируемого, 
с параллельными группами, проспектив-
ного исследования II фазы по подбору 
оптимальной дозировки и изучению эф-
фективности, безопасности и переносимо-
сти лекарственного препарата Дирекорд, 
действующее вещество дихолинсукцинат, 
позволяют утверждать, что препарат ста-
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тистически и клинически значимо пре-
восходит плацебо при двухнедельной вну-
тримышечной терапии в дозе 600 мг/сут. 
у пациентов с ишемическим инсультом 
в каротидной системе в раннем восстано-
вительном периоде.

2. Профиль безопасности препарата 
Дирекорд при использовании в различных 

режимах терапии не отличается от таково-
го для плацебо.

3. Предполагается, что исследование 
III фазы с достаточной статистической 
мощностью позволит подтвердить полу-
ченные в данном исследовании предвари-
тельные результаты.
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