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ЛЕЙТРАГИН ПОВЫШАЕТ ТРАНСКРИПЦИЮ ГЕНА СИРТУИН 6  
В УСЛОВИЯХ ОСТРОГО ВОСПАЛЕНИЯ ЛЕГКИХ У МЫШЕЙ

И.А. Помыткин, Н.С. Огнева*, Н.В. Петрова, Ю.В. Фокин, В.В. Слободенюк, 
Н.А. Леднева, В.Н. Каркищенко

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

Сиртуины — НАД-зависимые гистоновые деацетилазы III класса — представлены у млекопита-
ющих семью изоформами, отличающимися друг от друга субстратной селективностью и внутри-
клеточной локализацией. Ядерные сиртуины 1 (SIRT1) и 6 (SIRT6) деацетилируют компоненты 
провоспалительных сигнальных путей, играя ключевую роль в разрешении воспаления. Лейтра-
гин — пептидный агонист δ-опиоидных рецепторов, является представителем нового перспектив-
ного класса противовоспалительных препаратов, известный механизм действия которых связан 
с  активацией транскрипции SIRT1. Цель настоящей работы заключалась в изучении влияния ин-
галяционного Лейтрагина на транскрипцию всех семи изоформ сиртуина млекопитающих в легких 
мышей C57BL/6Y в условиях моделирования острого воспаления легких и ОРДС. В работе впервые 
показано, что ингаляционное введение Лейтрагина статистически значимо повышает транскрип-
цию SIRT6 в легких в дополнение к уже известному эффекту активации транскрипции SIRT1 в усло-
виях воспаления. Таким образом, настоящая работа уточняет механизм противовоспалительного 
действия Лейтрагина, который заключается в повышении транскрипции SIRT1 и SIRT6, известных 
отрицательных регуляторов провоспалительных сигнальных путей, где транскрипционный фактор 
NF-κB играет ключевую роль.

Ключевые слова: Лейтрагин, сиртуин 1–6, ядерный фактор κB, цитокины, мыши C57Bl/6Y, 
острое воспаление легких, ОРДС
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование: работа выполнена в рамках государственного задания ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России по теме «Экспрессия сиртуинов как биомаркер в оценке функциональных состояний лабо-
раторных животных» (шифр: «Сирт-2024»).
Для цитирования: Помыткин И.А., Огнева Н.С., Петрова Н.В., Фокин Ю.В., Слободенюк В.В., Ледне-
ва Н.А., Каркищенко В.Н. Лейтрагин повышает транскрипцию гена Сиртуин 6 в условиях острого вос-
паления легких у мышей. Биомедицина. 2025;21(1):8–17. https://doi.org/10.33647/2074-5982-21-1-8-17
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Sirtuins are NAD-dependent class III histone deacetylases, represented in mammals by seven isoforms 
that differ in substrate specificity and intracellular localization. Nuclear sirtuins 1 (SIRT1) and 6 (SIRT6) 
deacetylate components of pro-inflammatory signaling pathways, playing a key role in the resolution 
of inflammation. Leitragin, a peptide agonist of δ-opioid receptors, is a representative of a new promising 
class of anti-inflammatory drugs, whose known mechanism of action is associated with the activation 
of SIRT1 transcription. The aim of this study was to investigate the effect of inhaled Leitragin on the 
transcription of all seven isoforms of mammalian sirtuins in the lungs of C57BL/6Y mice under conditions 
of acute lung inflammation and ARDS modeling. This study is the first to demonstrate that inhalation 
of Leitragin significantly increases SIRT6 transcription in the lungs, in addition to the previously known effect  
of activating SIRT1 transcription under inflammatory conditions. This work clarifies the anti-inflammatory 
action of Leitragin, which involves the upregulation of SIRT1 and SIRT6 transcription, known negative 
regulators of pro-inflammatory signaling pathways where the NF-κB transcription factor plays a key role.
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Введение
Пептидные агонисты δ-опиоидных рецеп-

торов обладают высокой противовоспали-
тельной активностью и представляют собой 
новый класс противовоспалительных пре-
паратов, эффективность которых показана 
как в доклинических, так и клинических ис-
следованиях. В частности, δ-агонист D-Ala2-
D-Leu5-энкефалин (DADLE) при внутри- 
венном введении повышал выживаемость 
крыс в условиях сепсиса, вызванного 
проколом и лигированием слепой кишки, 
снижая в крови уровни таких медиаторов 
воспаления, как фактор некроза опухоли 
(TNF-α), интерлейкин-1β (IL1-β) и белок 
бокс 1 высокой подвижности (HMGB1) 
[14]. При интравентрикулярном введении 
DADLE защищал мозг от повреждений, 
вызванных ишемией-реперфузией, ингиби-
руя провоспалительный сигнальный путь 
активации ядерного фактора κВ (NF-κB) 
и снижая уровни TNF-α и IL1-β в мозге [7]. 
Агонист δ-опиоидных рецепторов D-Ala2-

динорфин 1-6 (Лейтрагин) при ингаляци-
онном введении повышал выживаемость 
мышей C57BL/6Y на модели острого по-
вреждения легких (acute lung injury, ALI), 
вызываемого липополисахаридом, здесь 
и далее обозначенной как модель остро-
го воспаления легких и респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС) [1], снижая 
транскрипцию медиаторов воспаления, та-
ких как интерферон-α (IFN-α) и -β (IFN-β), 
цитокины TNF-α, IL1-β, интерлейкин-6 
(IL-6) [2], а также снижая уровни секреции 
провоспалительного HMGB1 [9]. В кли-
нических исследованиях Лейтрагин также 
показал эффективность как противовоспа-
лительный препарат и был зарегистриро-
ван в качестве лекарственного препарата 
для лечения COVID-19.

Механизм противовоспалительного дей-
ствия Лейтрагина существенно отлича-
ется от механизмов коммерчески доступ-
ных противовоспалительных препаратов 
других классов и включает активацию  
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транскрипции сиртуина 1 (SIRT1) [9], ги-
стоновой деацетилазы III класса, играющей 
ключевую роль в разрешении воспаления 
[15]. Класс III гистоновых деацетилаз мле-
копитающих включает помимо SIRT1 еще 
шесть изоформ сиртуинов, в т. ч. сиртуины 
2 (SIRT2), 3 (SIRT3), 4 (SIRT5), 5 (SIRT5), 
6 (SIRT6) и 7 (SIRT7), которые отличают-
ся друг от друга селективностью к белкам-
субстратам и внутриклеточной локализа-
цией [12]. Неизвестно, насколько эффект 
Лейтрагина на транскрипцию SIRT1 явля-
ется селективным, или Лейтрагин также 
может активировать транскрипцию других 
изоформ сиртуинов, среди которых SIRT6 
также обладает противовоспалительными 
свойствами и способен блокировать дей-
ствие транскрипционного фактора NF-κB, 
снижая уровень ацетилирования гистона 
H3K9 [10].

Цель работы — изучить влияние инга-
ляционного Лейтрагина на транскрипцию 
всех известных изоформ сиртуина мле-
копитающих в легких мышей C57BL/6Y 
в условиях моделирования острого воспа-
ления легких и ОРДС.

Материалы и методы
Расходные материалы
α-Галактоцерамид (α-GalCer) и липо-

полисахарид (LPS) (E.   coli 055:B5) были 
приобретены в “Sigma-Aldrich” (“Merck”, 
США). Гексапептид Лейтрагин (H-Tyr-
DAla-Gly-Phe-Leu-Arg-OH диацетат) был 
приобретён в ООО «Бион» (Россия). Набор 
РНК-экстран для извлечения РНК был 
приобретён в ООО «Синтол» (Россия). 
Набор РЕВЕРТА-L для синтеза кДНК был 
получен от ООО «АмплиСенс» (Россия). 
Золетил 100, седамидин и антиседан 
были получены от “Virbac” (Франция), 

“Interchemie” (Нидерланды) и “Orion Phar-
ma” (Финляндия). Все остальные реаген-
ты были приобретены в “Sigma-Aldrich” 
(“Merck”, США).

Лабораторные животные
Исследования проводились в ФГБУН 

НЦБМТ ФМБА России на мышах линии 
C57BL/6Y, самцах в возрасте 10–12 недель, 
средней массой 20±2,0 г. Животные были 
получены из филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.) 
и отобраны в эксперимент методом рандо-
мизации. Мышей содержали в микроизоля-
торной системе Rair IsoSystem по 6 особей 
в группе. Животные соответствовали ка-
тегории улучшенных конвенциональных. 
В качестве рациона получали стандартный 
комбикорм гранулированный полнораци-
онный для лабораторных животных (экс-
трудированный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-
2001 Р.5. Водопроводная очищенная вода 
всем животным давалась ad libitum в стан-
дартных поилках. Животные содержались 
в контролируемых условиях окружающей 
среды при температуре воздуха 18–22°С, 
относительной влажности 60–70% и искус-
ственном освещении с циклом 12/12.

Исследования проводились в соответ-
ствии с Директивой 2010/63/EU Европей-
ского парламента и Совета о защите жи- 
вотных, используемых в научных це-
лях от 22.09.2010; Базельской декла-
рацией (2011); Федеральным законом 
от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении ле-
карственных средств»; ГОСТ 53434-2009 
от 02.12.2009 «Принципы надлежащей ла-
бораторной практики (GLP)»; Решением 
Совета Евразийской экономической комис-
сии от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении 
Правил проведения исследований биологи-
ческих лекарственных средств Евразийского 
экономического союза»; Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 81 «Об утверждении пра-
вил надлежащей лабораторной практи-
ки Евразийского экономического союза 
в сфере обращения лекарственных средств»; 
Решением Коллегии Евразийской эконо-
мической комиссии от 26.11.2019 № 202 
«Об утверждении Руководства по доклини-
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ческим исследованиям безопасности в це-
лях проведения клинических исследований 
и регистрации лекарственных препаратов»; 
Руководством по проведению доклиниче-
ских исследований лекарственных средств 
[5]; Руководством по лабораторным жи-
вотным и альтернативным моделям в био-
медицинских исследованиях [4]. Все экс-
перименты были одобрены биоэтической 
комиссией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

Модель острого воспаления лёгких
Животным моделировали острое воспа-

ление легких и ОРДС последовательным 
введением α-GalCer ингаляционно в дозе 
1 мкг/мышь и через 24 ч — липополисаха-
рида E. coli в дозе 300 мкг/мышь с добав-
лением 100 мкг/мышь мурамилпептида 
и 10 мкл/мышь полного адъюванта Фрейнда, 
здесь и далее обозначаемой как «LPS», 
интратрахеально под инъекционным на-
ркозом, состоящим из комбинации препа-
ратов — Золетил 100 (“Virbac”, Франция) 
и Медитамидин («Api-San», Россия) в дозе 
12,5 и 1 мг/кг соответственно, а также сразу 

после проведения хирургической манипу-
ляции вводился Антиседан (“Orion Pharma”, 
Финляндия) подкожно в дозе 2,5 мг/кг, 
что способствовало снятию нежелательных 
эффектов на организм мыши и быстрому 
выходу из наркоза.

Группы и введение препаратов
Животные были рандомизированы в две 

группы по 6 животных в каждой. В контроль-
ной группе животные через 30  мин после 
инъекции LPS получили 100 мкл физ. р-ра 
однократной ингаляцией. Во второй группе 
животные получили 0,1 мг/кг Лейтрагина 
в виде 100 мкл р-ра с концентрацией 
0,02 мкг/мл. Через 30 мин после введения 
Лейтрагина или физ. р-ра животные были 
выведены из эксперимента. Образцы тка-
ни легких, извлеченные после эвтаназии 
животных, помещались в пробирку типа 
Eppendorf объёмом 2 мл.

ПЦР в реальном времени
Общую РНК экстрагировали из образцов 

лёгких с помощью набора «РНК-экстран» 
(«Синтол», Россия) и переводили в ком-

Таблица. Олигонуклеотидные праймеры и зонды
Table. Oligonucleotide primers and PCR probes\

Ген Праймер/Зонд Нуклеотидная последовательность

SIRT1 mus
F
R
Z

5′- TCCTTGGAGACTGCGATGTT-3′
5′- ATGAAGAGGTGTTGGTGGCA-3′
ROX — TGAGTTGTGTCATAGGCTAGGTGGT-BHQ2

SIRT2 mus
F
R
Z

5′- GGCTCAGGATTCAGACTCGG-3′
5′- CTCCCACCAAACAGATGACC-3′
ROX — GTGGAGAGGCAGAGATGGACTTCCT-BHQ2

SIRT3 mus
F
R
Z

5′- TATGGGCTGATGTGATGGCG-3′
5′- GAGGACTCAGAACGAACGGC-3′
ROX — TACTGGCGTTGTGAAACCCGACATT-BHQ2

SIRT4 mus
F
R
Z

5′- GCACTCTGATGTCCAAAGGC-3′
5′- TTACCAGAAGGCGACACAGC-3′
ROX — CAATGCCGCTCCAACTCTGAATCCT-BHQ2

SIRT5 mus
F
R
Z

5′- CGAACGCCAAGCACATAGCC-3′
5′- GGTTGGGTTCTTTGCTCCGC-3′
ROX — CGCTGGAGGTTACTGGAGAAAATGG-BHQ2

SIRT6 mus
F
R
Z

5′-TGGACTGGGAGGACTCGTTG-3
5′- GTTGACAATGACCAGACGGC-3
ROX — CGGGACCTGATGCTCGCTGATGAGG-BHQ2

SIRT7 mus
F
R
Z

5′- CAGGAGGAGGTGTGTGATGA-3
5′- CTTAGGTCGGCAGCACTCAC-3
ROX — AGGCACTTGGTTGTCTACACGGGCG-BHQ2
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Рис. 1. Среднее содержание мРНК сиртуинов SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 и SIRT7 в легких ин-
тактных мышей C57BL/6Y (n=3) по данным анализа ПЦР в реальном времени. Уровень мРНК SIRT1 принят 
за 1,0.
Fig. 1. Mean mRNA levels of SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6, and SIRT7 sirtuins in the lungs of intact 
C57BL/6Y mice (n=3) according to real-time PCR. The mRNA level of SIRT1 was set to 1.0.

плементарную ДНК с помощью набора 
«РЕВЕРТА-Л» («АмплиСенс», Россия) 
в соответствии с инструкциями производи-
телей. Уровни транскрипции генов, коди-
рующих белки SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, 
SIRT5, SIRT6 и SIRT7, в исследуемых про-
бах определяли с помощью амплификатора 
CFX-96 (“Bio-Rad”, США) с использовани-
ем специфических праймеров и флуорес-
центных зондов, указанных в табл.

В качестве референсного гена был выбран 
ген GAPDH. Результаты измерений представ-
ляли как кратное изменение уровней мРНК 
целевого гена через 30 мин после введения 
препаратов (n=6) относительно соответству-
ющего значения у интактных животных.

Статистический анализ
Критерий Колмогорова—Смирнова при-

меняли для выбора параметрических или не-
параметрических методов статистического 

анализа. Статистический анализ проводили 
с помощью U-критерия Манна—Уитни с ис-
пользованием программного обеспечения 
GraphPad Prism v.8.3.0 (США). Были исполь-
зованы следующие обозначения: М — сред-
нее, m — стандартная ошибка, n — объём 
выборки, р — достигнутый уровень значи-
мости. Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Результаты исследований
ПЦР-анализ в реальном времени показы-

вает, что транскриптом сиртуинов в легких 
интактных мышей представлен в основ-
ном двумя ядерными сиртуинами SIRT1 
и SIRT6, чьи абсолютные уровни мРНК 
на три-пять порядков превышают уровни 
мРНК остальных изоформ сиртуинов мле-
копитающих SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5 
и SIRT7 (рис. 1).
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Рис. 2. Эффект Лейтрагина на транскрипцию сиртуинов в легких мышей C57BL/6Y (n=6) с острым воспа-
лением легких, индуцированным липополисахаридом (LPS). Схема эксперимента (А). Уровни мРНК SIRT1 (Б), 
SIRT2 (В), SIRT3 (Г), SIRT4 (Д), SIRT5 (Е), SIRT6 (Ж) и SIRT7 (З) в легких животных, индуцированных липополи-
сахаридом и получавших ингаляционно Лейтрагин (LPS+Лей) или физ. р-р (LPS+Фр). M±m (n=6). ns — p>0,05; 

* — p<0,05; ** — p<0,01 по сравнению с контролем (LPS+Фр).
Fig. 2. Leitragin effect on sirtuin transcription in the lungs of C57BL/6Y mice (n=6) with acute lung inflammation 
induced by lipopolysaccharide (LPS). Experimental design (A). mRNA levels of SIRT1 (Б), SIRT2 (В), SIRT3 (Г), 
SIRT4 (Д), SIRT5 (Е), SIRT6 (Ж), and SIRT7 (З) in the lungs of animals induced with lipopolysaccharide and treated 
with inhaled Leitragin (LPS+Лей) or saline (LPS+Фр). M±m (n=6). ns — p>0.05; * — p<0.05; ** — p<0.01 
compared to the control (LPS+Фр).

Интратрахеальное введение липопо-
лисахарида ведет к повышению в легких 
уровней мРНК всех изоформ сиртуинов 
относительно уровней, наблюдаемых у ин-
тактных животных. Содержание мРНК ос-
новных ядерных сиртуинов SIRT1 и SIRT6 
повышается в 3,7 и 1,7 раза, а уровни мРНК 
минорных сиртуинов SIRT2, SIRT3, SIRT4, 

SIRT5 и SIRT7 повышаются в 36, 40, 56, 3 
и 1,7 раза соответственно. Ингаляционное 
введение Лейтрагина животным, индуци-
рованным липополисахаридом, вызывает 
статистически значимое повышение в лег-
ких уровней мРНК SIRT1 в 5,7 раза (p<0,01; 
рис. 2Б), мРНК SIRT2 — в 16 раз (p<0,01; 
рис. 2В), мРНК SIRT3 — в 23 раза (p<0,01; 
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рис. 2Г), мРНК SIRT5 — в 4,7 раза (p<0,01; 
рис. 2Е), мРНК SIRT6 — в 6,4 раза (p<0,01; 
рис.  2Ж) и мРНК SIRT7 — в 19,9 раза 
(p<0,01; рис.  2З) по сравнению с соответ-
ствующими уровнями мРНК у животных 
с острым воспалением легких, получавших 
ингаляционно физ. р-р. При этом Лейтрагин 
не имел статистически значимого влияния 
на транскрипцию SIRT4 (p=0,937; рис. 2Д) 
в легких по сравнению с контролем.

Обсуждение результатов
В настоящей работе впервые показа-

но, что агонист δ-опиоидных рецепторов 
Лейтрагин при ингаляционном введении 
повышает транскрипцию сиртуинов 2, 3, 5, 
6 и 7 в легких в условиях острого воспале-
ния легких и ОРДС в дополнение к обнару-
женному нами ранее положительному эф-
фекту Лейтрагина на транскрипцию SIRT1 
[1, 2, 9].

Транскриптом сиртуинов в легких мы-
шей C57BL/6Y представлен главным обра-
зом двумя ядерными сиртуинами SIRT1 
и SIRT6. Содержание мРНК остальных 
пяти сиртуинов, определенное методом 
ПЦР в реальном времени у здоровых ин-
тактных животных, было на три-пять по-
рядков ниже, чем содержание мРНК SIRT1 
и SIRT6. Индукция воспаления легких ли-
пополисахаридом E. coli вызывает повы-
шение транскрипции всех исследованных 
сиртуинов, но и в этих условиях среди всех 
изоформ сиртуинов по-прежнему преобла-
дают мРНК SIRT1 и SIRT6, составляя в сум-
ме более 99% от всего транскриптома сир-
туинов в воспаленных легких.

Ингаляционное введение Лейтрагина мы-
шам с индуцированным липополисахари-
дом острым воспалением легких ведет к ста-
тистически значимому повышению уровней 
мРНК SIRT1 и SIRT6 в легких (p<0,01) 
по сравнению с уровнями, достигаемыми 
у контрольных животных при ингаляци-
онном введении физ. р-ра. Этот результат 
позволяет уточнить механизм противово-

спалительного действия Лейтрагина при ин-
галяционном введении. Согласно получен-
ным в настоящей работе данным эффект 
Лейтрагина связан не только с активацией 
транскрипции SIRT1, но еще и с активацией 
транскрипции SIRT6, который также обла-
дает противовоспалительными свойствами.

Известно, что противовоспалительный 
эффект SIRT1 связан с его деацетилаз-
ной активностью. В частности, SIRT1 де-
ацетилирует транскрипционный фактор  
NF-κB [16], снижая его транскрипцион-
ную активность [11]. SIRT1 блокирует 
опосредуемую NF-κB экспрессию прово-
спалительных цитокинов IL-6 и TNF-α, 
деацетилируя гистоны H3K9 [17] и H4K16 
[6] соответственно. Кроме того, SIRT1 де-
ацетилирует сайты ядерной локализации 
в составе HMGB1, что предотвращает 
транслокацию HMGB1 из ядра во внекле-
точное пространство, предупреждая тем 
самым активацию провоспалительного 
сигнального пути HMGB1/TLR4/NF-κB  
[8,  13]. Противовоспалительная актив-
ность SIRT6 связана с его способностью 
деацетилировать гистон H3K9 и тем самым 
блокировать транскрипцию генов прово-
спалительных цитокинов, регулируемых 
транскрипционным фактором NF-κB [10]. 
С указанными выше данными о характере 
противовоспалительной активности SIRT1 
и SIRT6 полностью согласуются наблю-
даемые противовоспалительные эффекты 
Лейтрагина [2, 3, 9]. Так, активация транс-
крипции SIRT1 Лейтрагином ведет к сниже-
нию ацетилирования HMGB1 и снижению 
его внеклеточных концентраций в бронхо-
легочной жидкости в условиях воспаления 
[9]. Активация Лейтрагином транскрипции 
SIRT1 и SIRT6, которые, как известно, бло-
кируют действие NF-κB [6, 8, 10, 11, 13, 16, 
17], полностью согласуется с наблюдаемым 
снижением транскрипции провоспалитель-
ных цитокинов TNF-α, IL1-β и IL-6 при ин-
галяционном введении Лейтрагина мышам 
с острым воспалением легких и ОРДС [2, 3].
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Заключение
В настоящей работе впервые изучены 

эффекты Лейтрагина, пептидного агониста 
δ-опиоидных рецепторов, на транскрипцию 
всех известных семи изоформ сиртуинов 
млекопитающих в условиях острого воспа-
ления легких. Впервые показано, что инга-
ляционное введение Лейтрагина статисти-
чески значимо повышает экспрессию мРНК 
SIRT6 в легких животных с моделирован-
ным острым воспалением легких и ОРДС. 
Также впервые показано, что Лейтрагин 
статистически значимо повышает транс-
крипцию минорных сиртуинов 2, 3, 5 
и 7 в легких в условиях острого воспаления, 
но этот эффект Лейтрагина не является ос-
новным, т.к. содержание мРНК указанных 
сиртуинов в общем транскриптоме сиртуи-
нов не превышает 1%.

Полученные в настоящей работе резуль-
таты позволяют уточнить механизм проти-
вовоспалительного действия Лейтрагина, 
который, согласно полученным новым 

данным, определяется способностью 
Лейтрагина активировать транскрипцию 
ядерных сиртуинов 1 и 6 в условиях вос-
паления. Известный механизм противово-
спалительного действия сиртуинов 1  и  6 
связан с их способностью согласованно 
блокировать действие провоспалитель-
ного транскрипционного фактора NF-κB 
путем деацетилирования самого фактора 
(эффект SIRT1) и гистонов (эффекты SIRT1 
и SIRT6). Дополнительно к этому SIRT1 по-
давляет провоспалительный сигнальный 
путь HMGB1/TLR4/NF-κB, препятствуя се-
креции HMGB1 во внеклеточное простран-
ство в условиях воспаления.

Таким образом, полученные в настоящей 
работе результаты уточняют механизм про-
тивовоспалительного действия Лейтрагина, 
который заключается в повышении транс-
крипции сиртуинов 1 и 6, известных отри-
цательных регуляторов провоспалительных 
сигнальных путей, где транскрипционный 
фактор NF-κB играет ключевую роль.
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ОПТИМИЗАЦИЯ ОЧИСТКИ АНТИГЕННЫХ КОМПЛЕКСОВ 
KLEBSIELLA PNEUMONIAE МЕТОДОМ ДИАФИЛЬТРАЦИИ  

ОТ ГИДРОКСИЛАМИНА

Д.С. Мартынова, А.В. Солдатенкова*, А.А. Калошин, С.А. Лазарев,  
О.М. Афанасьева, Н.А. Михайлова

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова» 
105064, Российская Федерация, Москва, Малый Казенный пер., 5а

Распространенность и антибиотикорезистентность бактерий группы ESKAPE вызывает труд-
ности в  их профилактике и лечении. В лаборатории протективных антигенов ФГБНУ «НИИВС 
им.  И.И.  Мечникова» ведется разработка иммуностимулирующих препаратов для профилактики 
заболеваний, вызываемых некоторыми представителями этой группы, в т. ч. Klebsiella pneumoniae. 
При выделении протективного антигена в качестве инактивирующего агента в процессе производ-
ства препарата используется гидроксиламин, обладающий токсичными для организма человека 
свойствами. Очистку конечного продукта от него затрудняет полисахаридная капсула, выделяемая 
K. pneumoniae. Цель работы состояла в оценке эффективности используемых для диафильтрации 
различных отмывающих растворов и их влияния на специфическую активность и химический 
состав получаемых антигенных комплексов K. pneumoniae. В исследовании использовали штамм 
K. pneumoniae 204, выращенный глубинным культивированием. Клетки полученной культуры вы-
деляли методом центрифугирования и инактивировали гидроксиламином. Удаление инактивиру-
ющего агента проводили методом ультрафильтрации в режиме диафильтрации с использованием 
воды или буферов Tris-HCl pH=9,0 различных концентраций. Полученные антигены оценивали по 
содержанию остаточного гидроксиламина, полисахаридов, белка методом Лоури, нуклеиновых кис-
лот методом Спирина и специфической активности методом РТПГА. Получены образцы антигенсо-
держащей жидкости K. pneumoniae 204. При использовании в процессе удаления гидроксиламина 
буферов Tris-HCl pH=9,0 содержание гидроксиламина снижалось до допустимых значений (менее 
1 мкг/мл) при использовании 25-кратного объема раствора в любой из исследованных концентра-
ций. Тогда как при использовании дистиллированной воды в качестве очищающего раствора в тех 
же объемах добиться аналогичного результата не получалось. Проведен анализ химического соста-
ва полученных антигенных комплексов. Применение буферного раствора Tris-HCl pH=9,0 10 мМ 
для удаления гидроксиламина из антигенсодержащей жидкости K. pneumoniae оптимально и не вли-
яет на химический состав и активность ее антигенных комплексов.

Ключевые слова: K. pneumoniae, культивирование, гидроксиламин, ультрафильтрация, диафиль-
трация
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EFFECT OF WASHING SOLUTIONS ON DIAFILTRATION 
EFFICIENCY AND PROPERTIES OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE 

ANTIGENIC COMPLEXES 

Daria S. Martynova, Alena V. Soldatenkova*, Alexei A. Kaloshin, Sergey A. Lazarev,  
Olga M. Afanasyeva, Natalia A. Mikhailova
Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera 

105064, Russian Federation, Moscow, Maliy Kazenniy Alleyway, 5а

The prevalence and antibiotic resistance of ESKAPE bacteria cause difficulties in the prevention and treat-
ment of their infections. Specialists of the Protective Antigen Laboratory of I.I. Mechnikov Scientific Re-
search Institute of Vaccines and Serums continue work on  developing immunostimulating drugs for the pre-
vention of diseases caused by some representatives of this group, including Klebsiella pneumoniae. When 
producing a drug and isolating a protective antigen, hydroxylamine is used as an inactivating agent. Purifi-
cation of the final product from this toxic substance is complicated by a polysaccharide capsule secreted by 
K. pneumoniae. In this work, we evaluate the diafiltration efficiency of various washing solutions and their 
effect on the specific activity and chemical composition of the resulting antigen complexes of K. pneumo-
niae. To that end, a submerged cultured strain of K. pneumoniae 204 was used. The cells of the resulting 
culture were isolated by centrifugation and inactivated with hydroxylamine. The inactivating agent was 
removed by ultrafiltration in diafiltration mode using water or Tris-HCl buffers (pH=9.0) of  various con-
centrations. The as-obtained antigens were assessed in terms of the content of residual hydroxylamine, 
polysaccharides, protein by the Lowry method, nucleic acids by the Spirin method, and specific activity 
by hemagglutination inhibition assay. Samples of antigen-containing fluid of K. pneumoniae 204 were ob-
tained. The use of Tris-HCl buffers (pH=9.0) for hydroxylamine removal led to a reduction in the hydroxyl-
amine content to acceptable values (less than 1 μg/mL) when using a 25-fold volume of  the solution in any 
of the studied concentrations. At the same time, the use of distilled water as a purifying solution in  similar 
volumes did not produce a comparable result. The chemical composition of the resulting antigenic com-
plexes was analyzed. The use of a Tris-HCl buffer solution (pH=9.0) at a concentration of 10 mM proves 
optimal for removing hydroxylamine from an antigen-containing fluid of K. pneumoniae, having no effect 
on the chemical composition and activity of its antigen complexes.
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Введение
В течение последних десятилетий группа 

ESKAPE представляет серьезную проблему 
для здравоохранения. Данная группа состо-
ит из бактерий, обладающих наиболее вы-
сокой резистентностью к широкому спектру 
коммерчески доступных антибиотиков и яв-
ляющихся наиболее частыми возбудителями 
инфекций, связанных с оказанием медицин-
ской помощи (ИСМП): Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Acinetobacter baumanni, Pseudomonas 
aeruginosa и Enterobacter spp. В связи с эко-
номическими и технологическими затруд-
нениями темпы внедрения новых антибак-
териальных препаратов отстают от скорости 
формирования устойчивости штаммов дан-
ных бактерий к антибиотикам [11]. В свя-
зи с этим возникает необходимость разра-
ботки иммуностимулирующих препаратов 
для профилактики и лечения заболеваний, 
вызываемых ESKAPE-патогенами и в част-
ности K. pneumoniae.

K. pneumoniae можно обнаружить пра-
ктически во всех средах обитания, вклю-
чая почву, сточные воды [8], поверхность 
растений [5, 7], организм человека [6] 
и животных [10, 15], а также на поверх-
ности медицинского оборудования [12]. 
K.  pneumoniae может передавать свои де-
терминанты множественной лекарствен-
ной устойчивости (MDR) другим видам 
бактерий [14]. Среди ее вирулентных фак-
торов можно отметить фимбрии, благодаря 
которым бактериальная клетка адгезирует 
к тканям организма; белок наружной мем-
браны OmpA, предотвращающий актива-
цию эпителиальных клеток дыхательных 
путей; белки наружной мембраны OmpK36, 
KpnO и OmpK26, отсутствие которых по-
вышает резистентность бактерии к цефало-
споринам и карбапенемам; обильная кап-
сула из полисахаридов, которая защищает 
клетки от опсонизации и фагоцитоза и ин-
гибирует Toll-подобные рецепторы TLR2 
и TLR4, что, в свою очередь, затормажива-

ет экспрессию интерлейкина 8 и подавляет 
воспалительный процесс [9].

В лаборатории протективных антигенов 
ФГБНУ «НИИВС им. И.И. Мечникова» ве-
дется разработка технологии производства 
лекарственного средства для профилакти-
ки бактериальных и вирусных инфекций 
на основе антигенов условно-патогенных 
бактерий, стимулирующих врожденный 
иммунитет. В его состав входят антигенные 
комплексы K. pneumoniae, E. coli, P. vulgaris 
и S. aureus.

Технология получения антигенного ком-
плекса K. pneumoniae включает выделение 
растворимых антигенов из инактивиро-
ванных гидроксиламином бактериальных 
клеток. Поскольку инактивирующий агент 
обладает токсическими свойствами, 
то для его удаления проводят диализ либо 
ультрафильтрацию в режиме диафильтра-
ции. Однако капсула из полисахаридов 
и вязкая слизь (hypermucoviscosity) K. pneu-
moniae [13] затрудняют удаление гидрок-
силамина до допустимых в лекарственных 
средствах значений (т.е. менее 1  мкг/мл). 
По нашему предположению, слизистая кап-
сульная оболочка закупоривает поры филь-
тра при ультрафильтрации, что осложняет 
очистку антигенсодержащей жидкости 
от гидроксиламина. Для решения этой про-
блемы необходимо оптимизировать режим 
ультрафильтрации антигенсодержащей 
жидкости и подобрать наиболее эффектив-
ный отмывающий раствор.

Цель работы — оценить эффективность 
используемых для диафильтрации различ-
ных отмывающих растворов и их влияния 
на специфическую активность и химиче-
ский состав получаемых антигенных ком-
плексов K. pneumoniae.

Материалы и методы
Использованные бактериальные штаммы
В исследовании использовали штаммы 

K. pneumoniae 204 из уникальной науч-
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ной установки «коллекция микроорганиз-
мов III–IV групп патогенности НИИВС 
им. И.И. Мечникова».

Глубинное культивирование 
K. pneumoniae
Культуру K. pneumoniae из ампул высе-

вали в пробирки с жидкой питательной 
средой и инкубировали в течение 4 ч в тер-
мостате при температуре 37°C. Далее куль-
туру первого пассажа пересевали на ма-
трацы со стерильным питательным агаром 
и выращивали в течение 18±2 ч в термо-
стате при температуре 37°C. После смы-
ва с питательной среды стерильным физ. 
р-ром клетки суспендировали и засевали 
в ферментер ФА 10 («Проинтех», Россия) 
в среду, состав которой был предваритель-
но подобран экспериментально. В процессе 
культивирования контролировали темпера-
туру, pH, аэрацию и концентрацию микроб-
ных клеток.

Получение антигенсодержащей
жидкости
Биомассу после культивирования из-

бавляли от культуральной жидкости цен-
трифугированием при температуре 5±1°С 
и ускорении 17800 g. Осадок разводили 
в дистиллированной воде до 20×109 КОЕ/мл, 
контролируя концентрацию в соответствии 
с ОФС.1.7.2.0008.15 «Определение концен-
трации клеток микроорганизмов» визуаль-
ным методом [2]. Полученную суспензию 
инактивировали гидроксиламином в кон-
центрации 1 г/л в течение 60±2 ч при тем-
пературе 48±1°С. Из полученной суспензии 
методом центрифугирования или микро-
фильтрации удаляли обломки разрушенных 
микробных клеток.

Получение антигенных комплексов 
K. pneumoniae
Удаление гидроксиламина из антигенсо-

держащей жидкости проводили методом 
ультрафильтрации в режиме диафильтрации 
на установке FF-holder Cobetter (“Cobetter”, 
Китай) с гидрофильными полиэфирсуль-
фоновыми кассетами UFELA0010010P,  

имеющими предел отсечения 10 кДа 
(“Cobetter”, Китай).

Вначале проводили концентрирование 
антигенсодержащей жидкости до 1 л. Затем 
доводили объем концентрата до 10 л отмы-
вающим р-ром и также осуществляли кон-
центрирование до 1 л, повторяя процедуру 
шесть раз. В одном случае на всех стадиях 
диафильтрации в качестве отмывающего 
р-ра использовали только дистиллирован-
ную воду, в другом случае на первых трех 
стадиях использовали буферные р-ры Tris-
HCl pH=9,0 с различной концентрацией 
(10; 12,5; 25 и 50 мМ).

Полученные препараты антигенных ком-
плексов высушивали методом лиофилиза-
ции.

Оценка химического состава
антигенных комплексов
Содержание остаточного гидроксилами-

на определяли согласно МУК 4.1/4.2.588–
96 «Методы контроля медицинских имму-
нобиологических препаратов, вводимых 
людям» [1]. Содержание остаточного 
гидроксиламина рассчитывали с помо-
щью линейного калибровочного графика 
в диапазоне концентраций солянокисло-
го гидроксиламина (“SRL”, Индия) от 0,2 
до 10 мкг/мл с шагом 0,2 мкг/мл.

Определение содержания общего белка 
выполняли методом Лоури. Реактив А (2 г 
Na2CO3 («Ленреактив», Россия) в 100 мл 
0,1 М NaOH («Диаэм», Россия) смеши-
вали с реактивом Б (1,26 г CuSO4·5H2O 
(«Химмед», Россия) в 250 мл 1% раство-
ра Na3C6H5O7·5,5H2O («Химмед», Россия) 
в соотношении 49:1 и добавляли к 400 мкл 
образцов в объеме 2 мл, через 10 мин по-
сле перемешивания добавляли реактив 
Фолина (“Panreac Applichem”, Испания), 
разбавленный в дистиллированной воде 
1:1, и, перемешав, оставляли в темном ме-
сте на 45 мин при комнатной температуре. 
Для построения линейного калибровочного 
графика использовали р-р бычьего сыворо-
точного альбумина (БСА) (“Sigma-Aldrich”, 
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США) с концентрациями 20, 40, 80, 100, 
160 и 200 мкг/мл. Определяли оптическую 
плотность при длине волны 750 нм в кювете 
с толщиной стенки 10 мм с дистиллирован-
ной водой в качестве раствора сравнения.

Содержание сахаров определяли соглас-
но ОФС.1.2.3.0019.15 «Определение са-
харов спектрофотометрическим методом» 
пункт 1.1 «Метод определения с антроно-
вым реактивом» [4]. Для построения кали-
бровочного графика использовали р-р глю-
козы («Лаверна», Россия) в концентрации 
0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 и 0,1 мг/мл.

Содержание нуклеиновых кислот опреде-
ляли согласно ОФС.1.7.2.0018.15 «Опреде-
ление нуклеиновых кислот по методу 
Спирина в биологических лекарственных 
препаратах» [3].

Определение специфической 
активности антигенных комплексов
Специфическую активность полученного 

клебсиллезного антигена определяли ме-
тодом реакции торможения пассивной ге-
магглютинации (РТПГА) с использованием 
эритроцитарного диагностикума клебсиел-
лы пневмонии («ООО Био-Диагностика», 
Россия).

Для проведения реакции в лунки 96-лу-
ночного планшета для иммунологиче-
ских реакций вносили разбавленный р-р 
исследуемого антигена K. pneumoniae 
в концентрации 0,01 мг/мл в объеме 50 мкл 
и делали последовательные двукратные 
разведения в физ. р-ре. Затем в лунки план-
шета добавляли 50 мкл 2 ГАЕ, содержащей 
антитела к K. pneumoniae сыворотки, титр 
которой определяли заранее методом ре-
акции прямой гемагглютинации (РПГА). 
Перемешивали содержимое лунок путем 
встряхивания и помещали в термостат 
с температурой 37±1°С на 25±5 мин, а за-
тем прибавляли по 25 мкл диагностикума. 
Учет результатов проводили по четырех-
крестной системе. Отсчет минимальной 
тормозящей дозы (МТД) проводили с пер-
вой лунки ряда. Абсолютное количество 

антигенного комплекса в первой лунке со-
ставляло 5 мкг. За 1 МТД принимали наи-
меньшее количество антигена в мкг, при ко-
тором отмечали торможение РПГА не более 
чем на один крест.

Статистическая обработка результатов
Статистическую обработку данных про-

водили с помощью программы Microsoft 
Excel 2016, используя для построения кали-
бровочных графиков линейную регрессию.

Количественные данные представлены 
в виде медианы (Me) и интерквантильного 
размаха (Q1; Q3). Для сравнения более двух 
независимых групп применяли непараме-
трический критерий Краскела—Уоллиса. 
При вычислении post-hock теста исполь-
зовали критерий Манна—Уитни. Значения 
р<0,05 считали статистически значимыми.

Результаты и их обсуждение
Проведена серия культивирований 

K.  pneumonia 204 в ферментере, в резуль-
тате получены 17 образцов антигенсодер-
жащей жидкости K. pneumonia 204. Из них 
три образца очищены с использованием 
дистиллированной воды в качестве от-
мывающего р-ра для диафильтрации, три 
образца — с использованием 50 мМ, три — 
с 25 мМ, три — 12,5 мМ и пять — с исполь-
зованием 10 мМ Tris-HCl pH=9,0. Измеряли 
содержание остаточного гидроксиламина 
после каждой стадии очистки (табл. 1). 
У всех вариантов, очищенных с помощью 
буферных р-ров на основе Tris-HCl pH=9,0, 
содержание гидроксиламина снизилось 
до допустимых значений (менее 1 мкг/мл) 
на пятом цикле, в то время как у образцов, 
очищенных с помощью дистиллированной 
воды, не удалось провести эффективный 
процесс диафильтрации. Даже после ше-
стого цикла очистки с дистиллированной 
водой содержание гидроксиламина состав-
ляло более 10 мкг/мл во всех трех образ-
цах, поэтому эти образцы не использовали 
в последующих исследованиях химическо-
го состава антигенных комплексов.
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Для анализа химического состава (общий 
белок, содержание полисахаридов и ну-
клеотидов) и специфической активности 
методом РТПГА образцы антигенных ком-
плексов лиофилизировали и растворяли 
в дистиллированной воде до концентрации 
1 мг/мл. Минимальная тормозящая доза 
полученных антигенов в РТПГА соответ-
ствовала нормативным значениям для всех 
полученных вариантов и составляла от 0,01 
до 0,04 мкг (табл. 2).

Содержание общего белка в образцах 
антигена штамма K. pneumonia 204 соста-
вило от 30,79 до 41,99 мкг, полисахари-
дов — от 0,48 до 0,65 мг, нуклеиновых кис-
лот — от 9,76 до 11,71 мкг на 1 мг антигена. 

Статистически значимых различий в хими-
ческом составе между образцами, получен-
ными с использованием буферных р-ров 
Tris-HCl pH=9,0 различной концентрации, 
не обнаружено (табл. 2). В связи с этим 
для эффективной очистки антигенсодер-
жащей жидкости K. pneumonia выбран бу-
ферный р-р Tris-HCl pH=9,0 с наименьшей 
концентрацией (10 мМ).

Заключение
В результате проведенных исследований 

показано, что применение для диафильтра-
ции антигенсодержащей жидкости K.  pneu-
moniae дистиллированной воды в каче-
стве отмывающего р-ра не обеспечивает  

Таблица 1. Содержание остаточного гидроксиламина в образцах антигенов в процессе ультрафильтрации, мкг/мл
Table 1. Content of residual hydroxylamine in antigen samples during the ultrafiltration process, μg/mL

Отмывающий 
раствор

Дистиллированная 
вода (n=3)

Tris-HCl pH 9,0
50 мМ (n=3) 25 мМ (n=3) 12,5 мМ (n=3) 10,0 мМ (n=5)

№ стадии 
ультрафиль-

трации

1 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0
2 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0
3 >10,0 6,4±4,2 6,8±3,9 5,4±3,3 4,2±0,8

4 >10,0 1,95±1,7 1,1±0,1 1,5±0,1 1,1±0,2

5 >10,0 0,63±0,26 0,87±0,17 0,66±0,2 0,56±0,28

6 >10,0 0,4±0,22 0,31±0,17 0,32±0,2 0,4±0,19

Таблица 2. Результаты оценки химического состава и специфической активности антигенных комплексов 
K. pneumonia 204
Table 2. Chemical composition and specific activity of antigen complexes of K. pneumonia 204

Концентрация 
Tris-HCl, мМ

Общий белок
(мкг в 1 мг АГ)

Me (Q1;Q3)

Полисахариды
(мг в 1 мг АГ)

Me (Q1;Q3)

Нуклеиновые 
кислоты

(мкг в 1 мг АГ)
Me (Q1;Q3)

Специфическая 
активность (РТПГА, 

мкг)
Me (Q1;Q3)

50 30,79
(27,21; 35,38)

0,52
(0,38; 0,66)

9,92
(9,43; 10,25)

0,04
(0,04; 0,59)

25 36,08
(34,57; 38,09)

0,48
(0,39; 0,49)

9,76
(7,64; 11,06)

0,04
(0,04; 0,04)

12,5 41,71
(37,20; 48,01)

0,65
(0,52; 0,66)

11,47
(11,10; 11,95)

0,04
(0,04; 0,04)

10 41,99
(33,01; 48,26)

0,46
(0,42; 0,50)

11,71
(11,06; 13,01)

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

p-value 1–2=0,11
1–3=0,02*
1–4=0,04*
2–3=0,02*
2–4=0,2
3–4=0,5

1–2=0,81
1–3=0,91
1–4=0,50
2–3=0,65
2–4=0,59
3–4=0,25

1–2=0,54
1–3=0,01*
1–4<0,01*
2–3=0,65
2–4<0,01*
3–4=0,67

–

Примечания (здесь): * — статистически значимые различия (p<0,05); АГ — антиген; РТПГА — реакция тор-
можения пассивной гемагглютинации.
Notes (here): * — statistically significant differences (p<0.05); АГ — antigen; РТПГА — hemagglutination inhibi-
tion assay.
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снижение содержания гидроксилами-
на до допустимых значений (менее  
1 мкг/мл) в получаемом антигенном ком-
плексе. Буферные р-ры на основе Tris-HCl 
pH=9,0 с различной концентрацией позво-
ляют эффективно очистить антигенный 
комплекс от гидроксиламина. Все иссле-
дованные концентрации Tris-HCl (50; 25; 
12,5 и 10 мМ) снижают уровень гидрок-
силамина с одинаковой эффективностью. 
Статистически значимого различия в со-
держании полисахаридов и нуклеиновых 
кислот между антигенами, полученными 
при очистке буферами Tris-HCl pH=9,0, 
не обнаружено. При уменьшении концен-

трации Tris-HCl в буфере наблюдается 
увеличение содержания белков в получен-
ных образцах. Однако специфическая ак-
тивность антигенных комплексов штамма 
K. pneumonia 204 остается в пределах нор-
мативных значений независимо от содер-
жания белка. Следовательно, в технологии 
получения антигенного комплекса опти-
мально использовать р-р Tris-HCl pH=9,0 
в концентрации 10 мМ.

Таким образом, для оптимизации очист-
ки антигенных комплексов K. pneumoniae 
от гидроксиламина при применении метода 
диафильтрации эффективно использование 
буферного р-ра на основе Tris-HCl pH=9,0.
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РАЗРАБОТКА СТАНДАРТНОГО ОБРАЗЦА  
ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ОЦЕНКИ СТАБИЛИЗАТОРОВ 

УГЛЕВОДНОЙ ПРИРОДЫ МЕТОДОМ ИОНООБМЕННОЙ ВЭЖХ

А.С. Минеро*, О.Б. Рунова, О.В. Фадейкина, Р.А. Волкова, О.Б. Устинникова
ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Минздрава России 

127051, Российская Федерация, Москва, Петровский б-р, 8, стр. 2

Количественное определение вспомогательных веществ является фармакопейным требовани-
ем оценки качества биологических лекарственных препаратов. Для определения стабилизаторов 
углеводной природы (сорбитол, маннитол, трегалоза, глюкоза, лактоза, сахароза и мальтоза) ранее 
в  ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России была разработана методика ионообменной ВЭЖХ с им-
пульсным амперометрическим детектированием. Для рутинного воспроизведения методики необ-
ходим стандартный образец внутрилабораторного контроля анализа, т. к. проверка пригодности 
хроматографической системы является обязательной процедурой для всех хроматографических ме-
тодик контроля качества фармацевтических субстанций и лекарственных препаратов. Кроме того, 
использование единых стандартных образцов позволяет получать сопоставимые результаты испы-
таний в  разных лабораториях. В результате проведенных исследований разработаны состав и фор-
ма выпуска стандартного образца контроля стабильности определения стабилизаторов углеводной 
природы. Присвоена аттестованная характеристика — диапазон значений фактора разрешения меж-
ду парами пиков сорбитол/маннитол и маннитол/трегалоза 1,8–2,4 и 2,1–2,9 соответственно. Другим 
парам пиков (трегалоза/глюкоза, глюкоза/лактоза, лактоза/сахароза и сахароза/мальтоза) присвоена 
полуколичественная аттестованная характеристика — фактор разрешения не менее 3,0.

Ключевые слова: стандартный образец, анионообменная ВЭЖХ, стабилизаторы углеводной 
природы
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
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Минеро А.С., Рунова О.Б., Фадейкина О.В., Волкова Р.А.,  Устинникова О.Б.  
«Разработка стандартного образца для количественной оценки  

стабилизаторов углеводной природы методом ионообменной ВЭЖХ»

Quantitative determination of excipients is a pharmacopoeial requirement for assessing the quality of bio- 
logical medicinal products. For determination of carbohydrate stabilizers (sorbitol, mannitol, trehalose, 
glucose, lactose, sucrose, and maltose), the Scientific Center for Expert Evaluation of Medical Products 
of  the Ministry of Health of the Russian Federations prescribes the method of anionic exchange HPLC 
with pulse amperometric detection. Routine application of this method requires a reference material of in-
tralaboratory analytical control, since the suitability of  chromatographic systems must be checked prior 
to use of all chromatographic methods for quality control of pharmaceutical substances and medicinal prod-
ucts. In addition, certified reference materials permit interlaboratory comparison of test results. In this study, 
we set out to develop the composition and a release form of a certified reference material for stability con-
trol of determination of carbohydrate stabilizers. The range of the resolution factor between the peak pairs 
of  sorbitol/mannitol and mannitol/trehalose was used as a certified characteristic, being1.8–2.4 and 2.1–2.9, 
respectively. For other peak pairs (trehalose/glucose, glucose/lactose, lactose/sucrose, and sucrose/maltose), 
a semi-quantitative certified characteristic was assigned, i.e., a resolution factor of at least 3.0.
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Введение
К биологическим лекарственным препа-

ратам (далее — БЛП) в соответствии с тер-
минологией Государственной Фармакопеи 
РФ, фармакопеи Евразийского экономиче-
ского союза (ЕАЭС), Европейской фармако-
пеи (ЕФ), а также управления по контролю 
за продуктами и лекарствами США (FDA) 
относят вакцины, кровь и ее компоненты, 
аллергены, соматические клетки, препараты 
генной терапии, ткани и рекомбинантные 
терапевтические белки. К перечисленным 
группам лекарственных средств относятся 
препараты, которые в соответствии с распо-
ряжением Правительства РФ от 12.10.2019 
№ 2406-р (ред. от 16.04.2024) входят в пере-
чень жизненно необходимых и важнейших 
лекарственных препаратов.

Ряд таких препаратов в качестве стаби-
лизаторов содержат вещества углеводной 
природы, например ферментные препараты 
(«Глуразим», «Церезим»), факторы свер-

тывания крови («Октофактор», «Адвейт», 
«Нувик», «Энплейт» и т. д.), препараты ре-
комбинантных моноклональных антител 
(«Дупиксент»), соматропины, иммуногло-
булины нормальные человеческие и спе-
цифические иммуноглобулины, вакцины 
в соответствии с национальным календарем 
профилактических прививок и календарем 
профилактических прививок по эпидемиче-
ским показаниям, а также вакцины для про-
филактики новой коронавирусной инфек-
ции COVID-19. Данные вещества вносят 
в состав готового препарата с целью при-
дания определенных физико-химических 
и биофармацевтических свойств, а также 
для обеспечения контролируемой или про-
лонгированной доставки лекарств [5, 11, 12].

Анализ состава БЛП, зарегистрированных 
в РФ, показал, что самыми распространен-
ными вспомогательными веществами угле-
водной природы являются маннитол и саха-
роза, примерно в 3 раза реже используются  
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сорбитол, трегалоза, лактоза, мальтоза и глю-
коза. Кроме того, в состав некоторых БЛП 
перечисленные углеводы входят в различ-
ных комбинациях друг с другом [8].

Одним из обязательных показателей 
оценки качества лекарственных препара-
тов является количественное определение 
вспомогательных веществ. Для определе-
ния содержания стабилизаторов углеводной 
природы (сорбитол, маннитол, трегалоза, 
глюкоза, лактоза, сахароза и мальтоза) ра-
нее в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
была разработана методика ионообменной 
ВЭЖХ с импульсным амперометрическим 
детектированием [2, 3]. Проверка пригодно-
сти хроматографической системы является 
обязательной процедурой для всех хрома-
тографических методик контроля качества 
фармацевтических субстанций и лекарст-
венных препаратов [9, 10]. Целью тести-
рования пригодности системы является 
подтверждение стабильной работы хрома-
тографической системы, обеспечивающей 
получение приемлемых результатов оценки 
качества лекарственного препарата. Для это-
го проверяют такие параметры, как фактор 
симметрии пиков, эффективность колонки, 
фактор разрешения для критических пар 
пиков, относительные стандартные откло-
нения площадей и времен удерживания 
пиков и др. параметры с использованием 
стандартного образца. Таким образом, раз-
работка соответствующего стандартного 
образца является актуальной.

Цель работы — разработать стандарт-
ный образец для оценки разрешающей 
способности хроматографической системы 
при определении стабилизаторов углевод-
ной природы методом анионообменной 
ВЭЖХ в биологических лекарственных 
препаратах.

Материалы и методы
В процессе разработки и аттестации кан-

дидата в стандартный образец (СО) исполь-

зовали воду очищенную и деионизован-
ную с помощью системы Mili Q, Millipore, 
реактивы фирмы Sigma Aldrich (сорбитол 
(≥98%), маннитол (≥98%), трегалоза ди-
гидрат (≥99%), глюкоза (≥98%), лактоза 
(≥98%), сахароза (≥99,5%), мальтоза (≥95%), 
азид натрия и раствор натрия гидроксида 
в воде 50% для ионной хроматографии).

Хроматографическое определение осу-
ществляли на ионных хроматографах Dionex 
ICS 5000+ и Dionex ICS 6000+ с импульс-
ным амперометрическим детектированием. 
Разделение осуществляли в изократическом 
режиме, на хроматографической колонке 
CarboPac PA1 размером 4×250 мм, с пред-
колонкой CarboPac PA1 размером 4×50 мм. 
В исследовании использовали колонки 
и предколонки двух серий. Состав подвиж-
ной фазы — 160 мМ р-р натрия гидроксида, 
объем инжекции — 10 мкл, скорость потока 
подвижной фазы — 1 мл/мин, температура 
хроматографической колонки — 20°С [2, 3]. 
Полученные хроматограммы обрабатыва-
ли с помощью программного обеспечения 
Chromeleon.

Результаты исследований
Разработка кандидата в СО, оценка 
стабильности, обоснование выбора 
аттестованной характеристики
Состав (количество и концентрацию ста-

билизаторов, растворитель, консервант) 
и объем розлива кандидата в СО определя-
ли исходя из области применения методики 
анионообменной ВЭЖХ (от 1 до 50 мкг/мл) 
[2, 3]. В состав вошли два полиола (сорби-
тол и маннитол), моносахарид (глюкоза) 
и четыре дисахарида (трегалоза, лактоза, 
сахароза и мальтоза). Исходные растворы 
готовили гравиметрически так, чтобы ко-
нечная концентрация каждого компонента 
в составе смеси составляла около 25 мкг/мл.  
В качестве растворителя использовали деи-
онизованную воду. В качестве консерванта 
использовали азид натрия в концентрации 
0,05%. Перед розливом в ампулы раствор 
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фильтровали через мембранный фильтр 
из полиэфирсульфона с размером пор 
0,2 мкм.

Раствор хранили в месте, защищенном 
от солнечного света, при температуре 2–8ºС. 
Стабильность раствора оценивали методом 
естественного старения в реальном време-
ни по результатам экспериментальных ис-
следований (n=7), проведенных в течение 
14  мес. Типичная хроматограмма р-ра кан-
дидата в СО представлена на рисунке.

Как показано на рисунке, на хроматограм-
ме водного р-ра консерванта отсутствуют 
пики со временем удерживания пиков ком-
понентов кандидата в СО.

В качестве контролируемых параметров 
для каждого компонента установили фактор 
разрешения между пиками, фактор симметрии, 
эффективность (число теоретических таре-
лок), а также соотношение площадей и высот 
соответствующих пиков свежеприготовленно-
го раствора и кандидата в СО (табл. 1).

Как показано в табл. 1, значения фак-
тора разрешения, полученные для каж-
дого пика на хроматограммах кандидата 
в СО, составили более 2, эффективность 
хроматографической колонки для каждо-
го пика — более 5500, фактор симметрии 
не более 1,6. Полученные результаты со-
ответствуют рекомендуемым требованиям 

Таблица 1. Параметры пиков на хроматограммах кандидата в СО в течение 14 мес. (n=7)
Table 1. Peak parameters in the chromatograms of CRM candidate over 14 months (n=7)

Компонент

Фактор 
разрешения 

между пиками
(Хср/RSD, %)

Фактор 
симметрии
(Хср/RSD, %)

Эффективность 
колонки

(Хср/RSD, %)

Соотношение 
площадей пиков

(Хср/RSD, %)

Соотношение 
высот пиков
(Хср/RSD, %)

Сорбитол 2,2/5,0 1,57/12,0 6547/10,8 1,06/3,4 1,11/5,6

Маннитол 2,6/5,4 1,39/10,9 6365/11,1 0,97/1,8 1,03/3,2

Трегалоза 6,0/5,2 1,13/6,8 5516/7,0 0,94/3,2 0,98/1,0

Глюкоза 10,4/5,9 1,13/5,0 6528/11,2 1,00/2,4 0,99/1,9

Лактоза 4,2/7,1 1,11/4,9 5185/10,1 1,00/2,0 0,99/1,5

Сахароза 11,0/7,6 1,04/2,4 5233/13,4 1,00/2,4 1,00/2,1

Мальтоза – 1,02/1,9 5149/15,3 0,99/2,0 1,00/2,1

Рис. Типичная хроматограмма кандидата в СО (черная) и водного р-ра натрия азида 0,05% (синяя).
Fig. Typical chromatogram of CRM candidate (black) and 0.05% aqueous sodium azide solution (blue).
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Государственной фармакопеи РФ («фактор 
разрешения не менее 1,5; фактор симме-
трии 0,8–1,8; эффективность — не менее 
2000 теоретических тарелок» [6, 9]), фарма-
копеи Евразийского экономического союза 
и Европейской фармакопее («фактор раз-
решения не менее 1,5; фактор симметрии 
0,8–1,5; эффективность — не менее 2000 
теоретических тарелок») [6, 7]. Высоты 
и площади пиков каждого компонента 
на хроматограммах кандидата в СО и све-
жеприготовленных растворов соответству-
ют друг другу (соотношение около 1).

Кроме вышеперечисленных параметров 
для оценки стабильности кандидата в СО 
оценивали стабильность абсолютного и от-
носительного времени удерживания пиков 
каждого компонента в условиях воспроиз-
водимости (табл. 2, 3).

Как показано в табл. 2, абсолютные вре-
мена удерживания пиков полиолов и трега-
лозы практически не меняются на протяже-
нии всего периода хранения кандидата в СО 
(RSD не более 1,5%), тогда как времена 
удерживания остальных компонентов р-ра 
(глюкозы, лактозы, сахарозы и мальтозы) 
имеют большой разброс (RSD более 1,9%). 
Такое поведение пиков на хроматограммах, 
предположительно, может быть следст-

вием влияния незначительных колебаний 
содержания натрия гидроксида в составе 
подвижной фазы, приготовленной в усло-
виях воспроизводимости (в разные дни, 
разными аналитиками). Пики глюкозы, 
лактозы и сахарозы могут быть установле-
ны в качестве реперных, т. к. они находятся 
в середине хроматографического профиля 
(рис.). При этом время удерживания пика 
глюкозы наиболее стабильно в условиях 
воспроизводимости. Таким образом, были 
рассчитаны времена удерживания пиков 
каждого компонента СО относительно вре-
мени удерживания пика глюкозы (табл. 3).

Как показано в табл. 3, относительные 
времена удерживания пиков каждого ком-
понента относительно пика глюкозы име-
ют достаточно стабильные значения (RSD 
не более 1,6%).

Таким образом, в качестве аттестованной 
характеристики кандидата в СО можно вы-
брать один или несколько параметров пика 
из вышеперечисленных (эффективность 
хроматографической колонки, фактор сим-
метрии, абсолютное или относительное 
время удерживания и разрешение между 
пиками). Эффективность хроматографиче-
ской колонки за весь период наблюдений 
значительно выше минимальных фармако-

Таблица 2. Оценка стабильности кандидата в СО по времени удерживания пиков каждого компонента (n=7)
Table 2. Evaluation of the stability of CRM candidate based on the retention time of peaks of each component (n=7)

Время удерживания 
пика, мин Сорбитол Маннитол Трегалоза Глюкоза Лактоза Сахароза Мальтоза

Среднее значение 2,468 2,749 3,142 4,286 7,550 9,556 17,954
Стандартное отклонение 0,038 0,040 0,041 0,082 0,168 0,183 0,533

RSD, % 1,54 1,46 1,30 1,91 2,23 1,92 2,97

Таблица 3. Оценка стабильности кандидата в СО по времени удерживания пиков каждого компонента, отно-
сительно пика глюкозы (n=7)
Table 3. Evaluation of the stability of CRM candidate based on the retention time of peaks of each component relative 
to the glucose peak (n=7)

Время удерживания 
пика, мин Сорбитол Маннитол Трегалоза Глюкоза Лактоза Сахароза Мальтоза

Среднее значение 0,58 0,64 0,73 1,00 1,76 2,23 4,19
Стандартное отклонение 0,006 0,006 0,007 0,000 0,012 0,016 0,065

RSD, % 1,03 0,94 0,96 0,00 0,68 0,72 1,55
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пейных требований, а фактор симметрии 
уже имеет довольно узкий диапазон зна-
чений по фармакопейным требованиям. 
В свою очередь, фактор разрешения, явля-
ясь отношением разницы между времена-
ми удерживания пиков к сумме их ширин 
на полувысоте, позволяет одновременно 
контролировать и разрешение между пика-
ми, и время удерживания. Следовательно, 
наиболее значимым параметром является 
фактор разрешения между пиками.

Таким образом, в качестве аттестованной 
характеристики кандидата в СО целесо-
образно установить допустимый диапазон 
значений фактора разрешения между пара-
ми пиков сорбитол/маннитол и маннитол/
трегалоза, т. к. они имеют критически близ-
кие и в то же время достаточно стабильные 
времена удерживания.

Значения фактора разрешения между 
пиками трегалоза/глюкоза, глюкоза/лакто-
за, лактоза/сахароза и сахароза/мальтоза 
значительно больше, чем значение мини-
мального фактора разрешения, установлен-
ного регуляторными требованиями, однако 
имеют большой разброс — RSD 5,9–7,5% 
(табл.  1). Поэтому для пиков трегалоза/
глюкоза, глюкоза/лактоза, лактоза/сахароза 
и сахароза/мальтоза целесообразно устано-
вить полуколичественную аттестованную 
характеристику в виде минимально допу-
стимого значения фактора разрешения.

Присвоение аттестованной 
характеристики
Для установления значений аттестован-

ной характеристики СО испытания прово-
дили два оператора на двух хроматографи-
ческих системах с применением колонок 
разных серий. Объем выборки — 46.

Диапазон значений фактора разреше-
ния между парами пиков рассчитывали 
как среднее значение Xср.±2S, где S — 
стандартное отклонение при n=46 [1, 4]. 
Полученные данные приведены в табл. 4.

Таким образом, в качестве значения ат-
тестованной характеристики для кандидата 

в СО установлен диапазон значений фактора 
разрешения между парами пиков сорбитол/
маннитол 2,10±0,32 и маннитол/трегалоза 
2,50±0,36. Для пар пиков трегалоза/глюкоза, 
глюкоза/лактоза, лактоза/сахароза и сахаро-
за/мальтоза установлена полуколичествен-
ная аттестованная характеристика в виде 
минимально допустимого значения фактора 
разрешения — не менее 3,0. При установле-
нии данной величины, помимо эксперимен-
тальных данных, учитывали фармакопей-
ные требования к минимально допустимому 
значению фактора разрешения.

Выводы
В результате проведенных исследо-

ваний разработан стандартный образец 
для внутрилабораторного контроля каче-
ства методики количественного определе-
ния стабилизаторов углеводной природы 
в составе биологических лекарственных 
препаратов методом ионообменной ВЭЖХ 
с импульсным амперометрическим детек-
тированием. Стандартный образец пред-
ставляет собой р-р семи стабилизаторов 
углеводной природы (сорбитол, манни-
тол, трегалоза дигидрат, глюкоза, лак-
тоза, сахароза и мальтоза моногидрат) 
с концентрацией каждого компонента около  
25 мкг/мл, разлитый в стеклянные ампулы 
по 2 мл. Консервант — азид натрия в конеч-
ной концентрации 0,05%.

Показана стабильность стандартного 
образца в течение минимум 14 мес. На ос-
новании оценки стабильности времен удер-
живания компонентов стандартного образ-
ца, а также значений фактора разрешения 
проведен выбор аттестованной характери-
стики и установлено ее значение: диапазон 
значений фактора разрешения между па-
рами пиков сорбитол/маннитол 2,10±0,32 
и маннитол/трегалоза 2,50±0,36; мини-
мально допустимое значение фактора раз-
решения для пар пиков трегалоза/глюкоза, 
глюкоза/лактоза, лактоза/сахароза и сахаро-
за/мальтоза — не менее 3,0.
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Таблица 4. Значения факторов разрешения для пар пиков на хроматограммах кандидата в СО
Table 4. Resolution factor values for peak pairs in chromatograms of CRM candidate 

№ Оператор Сорбитол/
маннитол

Маннитол/
трегалоза

Трегалоза/
глюкоза

Глюкоза/
лактоза

Лактоза/
сахароза

Сахароза/
мальтоза

1

Оператор 1
Хроматограф 1

Колонка 2
(n=6)

2,20 2,60 6,07 10,47 4,28 11,15

Стандартное отклонение 0,11 0,14 0,23 0,56 0,31 0,78

2

Оператор 1
Хроматограф 1

Колонка 1
(n=10)

2,3 2,7 6,1 10,9 4,6 11,5

Стандартное отклонение 0,07 0,07 0,05 0,07 0,05 0,05

3

Оператор 2
Хроматограф 1

Колонка 1
(n=10)

2,2 2,7 6,1 10,9 4,6 11,6

Стандартное отклонение 0,05 0,04 0,03 0,10 0,00 0,05

4

Оператор 1
Хроматограф 2

Колонка 1
(n=10)

2,0 2,3 5,9 10,6 4,3 11,8

Стандартное отклонение 0,04 0,03 0,13 0,15 0,00 0,14

5

Оператор 1
Хроматограф 1

Колонка 2
(n=10)

2,0 2,4 5,7 9,7 4,0 10,2

Стандартное отклонение 0,04 0,04 0,16 0,08 0,05 0,18
Среднее значение 2,1 2,5 6,0 10,5 4,4 11,3
Стандартное отклонение 0,16 0,18 0,22 0,52 0,26 0,65
Значение аттестованной 
характеристики (Xср±2СКО) 2,1±0,32 2,5±0,36 не менее 3,0
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ЭФФЕКТЫ ВЫСОКИХ КОНЦЕНТРАЦИЙ D-ГЛЮКОЗЫ  
НА АКТИВНОСТЬ АМПА И НМДА РЕЦЕПТОРОВ  

ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ ГИПЕРГЛИКЕМИИ НА СРЕЗАХ МОЗГА

А.А. Мокрушин
ФГБУН «Институт физиологии им. И.П. Павлова» РАН 

199034, Российская Федерация, Санкт-Петербург, наб. Макарова, 6

На переживающих срезах мозга обонятельной коры мозга крыс исследовали влияния различных 
концентраций D-глюкозы (0,5; 1; 3; 5; 7; 10; 12; 14; 17; 20; 22; 25 мМ) на изменения активностей 
АМПА и НМДА ионотропных глутаматергических механизмов. Зависимость амплитуд АМПА 
и НМДА потенциалов от концентрации D-глюкозы была куполообразной. Малые концентрации (0,5; 
1; 3; 5 мМ) вызывали прогрессивное увеличение амплитуд АМПА и НМДА потенциалов. При кон-
центрации глюкозы во внеклеточной среде 7, 10 мМ амплитуды АМПА и НМДА потенциалов были 
максимальными и стабильными. При концентрации D-глюкозы 14 мМ активности АМПА и НМДА 
механизмов снижались и при дальнейшем увеличении углевода необратимо блокировались. Долго-
временная посттетаническая потенциация (модель неассоциативного обучения) развивалась только 
при концентрации D-глюкозы 10 мМ. Белок теплового шока (Мв 70 кДа) протектировал активности 
АМПА и НМДА механизмов от негативного действия высокой гипергликемической концентрации 
D-глюкозы 14 мМ. Полученные данные показывают реакции АМПА и НМДА механизмов при раз-
витии гипергликемии. Данную модель можно использовать для поиска веществ при защите нейро-
нальных механизмов в нервной ткани при развитии гипергликемического сахарного диабета.

Ключевые слова: срезы мозга крыс, АМПА, НМДА механизмы, D-глюкоза, гипергликемия
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Мокрушин А.А.  
«Эффекты высоких концентраций D-глюкозы на активность  

АМПА и НМДА рецепторов при моделировании гипергликемии на срезах мозга»

The effects of various D-glucose concentrations (0.5; 1; 3; 5; 7; 10; 12; 14; 17; 20; 22; and 25 mM) were 
studied using brain slices of the rat olfactory cortex to determine changes in the activities of AMPA and 
NMDA ionotropic glutamatergic mechanisms. The dependence of the amplitudes of the AMPA and NMDA 
potentials on D-glucose concentrations was dome-shaped. Lower concentrations (0.5; 1; 3; 5 mM) caused 
a progressive increase in the amplitudes of AMPA and NMDA potentials. Under D-glucose concentra-
tions in the extracellular medium of 7 and 10 mM, the amplitudes of AMPA and NMDA potentials were 
maximal and stable. Under a D-glucose concentration of 14 mM, the activities of AMPA and NMDA 
mechanisms decreased and, following a further increase in carbon, were irreversibly blocked. Long-term 
post-tetanic potentiation (model of non-associative learning) developed only at a D-glucose concentration 
of 10 mM. Heat shock protein (Mw70 kDa) protected the activities of AMPA and NMDA mechanisms from 
the negative effects of high hyperglycemic D-glucose concentration of 14 mM. The data obtained indicate 
the response of AMPA and NMDA mechanisms during the development of hyperglycemia. This model can 
be used to search for substances to protect neuronal mechanisms in the nervous tissue during the develop-
ment of hyperglycemic diabetes mellitus.

Keywords: rat brain slices, AMPA, NMDA mechanisms, D-glucose, hyperglycemia
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Введение
Сахарный диабет — серьезное заболе-

вание, снижающее качество жизни людей. 
В мире распространенность этого заболева-
ния постоянно возрастает. У больных диабе-
том возникает высокое содержание глюкозы 
в крови (гипергликемия). При этом проис-
ходят нарушения во многих органах и тка-
нях, но особенно серьезные и негативные 
возникают в ЦНС, что проявляется в ког-
нитивных нарушениях. Глюкоза является 
основным источником энергии для мозга 
млекопитающих, необходимым для под-
держания нормальной мозговой функции. 
Повышение внеклеточной концентрации 
глюкозы приводит к развитию гиперглике-
мического состояния, и это является основ-
ным триггером диабетических когнитивных 
нарушений [7, 13, 15]. Когнитивные дефи-

циты наблюдались и в экспериментальных 
моделях диабета, такие как нарушение сен-
сорного восприятия, а также дефицит рабо-
чих и пространственных функций памяти. 
Более того, выявлено развитие негативных 
изменений процессов обучения и формиро-
вания памяти [8, 12, 23, 24]. В опытах на жи-
вотных эти изменения проявились при раз-
витии долговременной посттетанической 
потенциации (ДПП), которая рассматрива-
ется как экспериментальная модель обуче-
ния и формирования памяти [2].

Известно, что развитие ДПП связано с ак-
тивацией ионотропных глутаматергических 
рецепторных АМПА (α-амино-3-гидрокси-
5-метилизоксазол-4-пропионовая кислота) 
и НМДА (N-метил-D-аспартат) механизмов. 
Однако гиперактивация НМДА рецепторов 
вызывает повреждение нейронов за счет 
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увеличения внутриклеточной концентрации 
ионов кальция. Эти изменения индуциру-
ют целый комплекс нарушений в клетках: 
образование свободных радикалов, акти-
вация протеаз, фосфолипаз и эндонуклеаз. 
Обнаружено, что пролонгация таких изме-
нений в нейронах приводит к серьезным 
нейродегенеративным заболеваниям, таким 
как ишемический инсульт, травма и эпилеп-
сия [14, 22].

Учитывая, что ионотропные глутаматер-
гические рецепторные механизмы являются 
ключевыми в адаптации организма к окру-
жающей среде, для лечения диабетических 
нарушений в мозге важно знать, какие из-
менения происходят в глутаматных АМПА 
и НМДА рецепторах при развитии гипер-
гликемии и возможна ли их защита от дей-
ствия высоких концентраций D-глюкозы.

Целью нашего исследования было опре-
деление характера изменений активностей 
АМПА и НМДА-зависимых механизмов 
при действии на них различных концент-
раций D-глюкозы. В работе мы сосредото-
чились на изучении процессов, связанных 
с развитием гипергликемии. Для выясне-
ния этих процессов опыты проводились 
на переживающих срезах обонятельной 
коры мозга крыс, чтобы получить ответ, 
как модифицируются активности этих ре-
цепторных механизмов при моделировании 
гипергликемических изменений АМПА 
и НМДА механизмов.

Материалы и методы
В опытах использовали белых крыс-

самцов популяции линий Wistar массой 
180–200 г. Протокол исследования одобрен 
Этическим комитетом Института физиоло-
гии им. И.П. Павлова РАН.

Исследования проведены на тангенциаль-
ных срезах обонятельной коры мозга крыс 
толщиной 400–500 мкм. Крыс декапитиро-
вали, извлекали головной мозг и готовили 
срезы специальным резаком [1, 2]. Срезы 

переносили в стеклянную виалу объемом 
1 мл с искусственной цереброспинальной 
жидкостью (ИЦЖ), составом (мМ): 124,0 
NaCl; 5,0 KCl; 2,6 CaCl2; 1,24 KH2PO4; 1,2 
MgSO4; 3,0 NaHCO3; 10,0 глюкозы; рН=7,3 
при 37°С. Флаконы со срезами устанавли-
вали в аппарат Варбурга (Германия) и пре-
инкубировали в течение 1 ч.

Затем срезы переносили в регистраци-
онную камеру электрофизиологической 
установки [4], непрерывно перфузировали 
ИЦЖ со скоростью 2,0 мл/мин и прово-
дили регистрацию электрической актив-
ности. При электрической стимуляции 
латерального обонятельного тракта (ЛОТ) 
внеклеточно регистрировали фокальные 
потенциалы (ФП). ФП является много-
компонентным потенциалом и состоит 
из пресинаптического компонента, ко-
торый отражает активность проводящих 
волокон ЛОТ  — суммарный потенциал 
действия (ПД ЛОТ), и постсинаптических 
компонентов, которые отражают актива-
цию ионотропных глутаматергических ре-
цепторов   — АМПА потенциал и НМДА 
потенциал (рис. 1).

АМПА и НМДА потенциалы (мкВ) 
регистрировали стеклянными микроэлек-
тродами, заполненными 1 M NaCl, с со-
противлением 1–5 мОм. Эти потенциалы 
возникали на электрические стимулы, по-
даваемые на ЛОТ от электростимулятора 
(ЭСУ-1, Россия) прямоугольной формы, 
длительностью 0,1 мс, интенсивностью 
1–3  В и частотой 0,003 Гц. Потенциалы 
усиливали (НТО, Россия), оцифровыва-
ли аналого-цифровым прибором (Е 20-10, 
Россия) и обрабатывали компьютерной 
программой «Анализ электрической актив-
ности нейронов» (Институт физиологии  
им. И.П. Павлова РАН, Россия).

Химические компоненты для приготов- 
ления инкубационных растворов и D-глю- 
козы были приобретены в фирме «Хим- 
реактив» (Россия), «БТШ70» (Институт ци-
тологии РАН).
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Статистическую обработку изменений 
амплитуд АМПА и НМДА потенциалов 
осуществляли с применением непараметри-
ческого параметра Вилкоксона—Манна—
Уитни (U-критерия). Цифровые данные 
выражали как среднее значение и его стан-
дартную ошибку. Уровень статистической 
значимости составлял р≤0,05.

Дизайн экспериментов по исследова-
нию эффектов различных концентраций 
D-глюкозы на срезы проводился в следую-
щей последовательности. Срезы в течение 
20 мин перфузировали ИЦЖ в проточной 
камере электрофизиологической установ-
ки [4] и регистрировали амплитуды АМПА 

и НМДА потенциалов (мкВ). Затем срезы 
перфузировали ИЦЖ с тем же солевым со-
ставом с добавлением D-глюкозы в концен-
трациях: 0,5; 1; 3; 5; 7; 10; 12; 14; 17; 20; 22; 
25 мМ в течение 20 мин и регистрировали 
АМПА и НМДА потенциалы.

Приготовление растворов с различной 
концентрацией D-глюкозы осуществляли 
следующим образом. Контрольная концен-
трация D-глюкозы была 10 мМ, посколь-
ку при этой концентрации жизнедеятель-
ность срезов, оцениваемая по амплитудам 
АМПА и НМДА потенциалов, сохранялась 
в течение более 1 ч. Другие концентрации 
D-глюкозы готовили либо снижением, либо 

Рис. 1. Экспериментальная модель для изучения эффектов различной концентрации D-глюкозы на ионотроп-
ные глутаматергические АМПА и НМДА рецепторы.
Примечание: срез мозга инкубировался в ИЦЖ с концентрацией D-глюкозы 10 мМ, затем переносился в ви-
алу с тестируемой концентрацией D-глюкозы. Для регистрации АМПА и НМДА потенциалов срез помещали 
в  регистрирующую камеру электрофизиологической установки. СЭ — стимулирующий электрод, РЭ — ре-
гистрирующий электрод. Справа на схеме: суммарный потенциал, регистрируемый в срезе в ответ на элек-
трическую стимуляцию ЛОТ с указанием регистрируемых компонентов: АМПА и НМДА потенциалы (мкВ), 
также суммарный потенциал действия проводящих волокон ЛОТ — ПДЛОТ (в работе не анализировался). Се-
рый профиль ФП — контроль, черный — ФП при действии изменений концентрации D-глюкозы. Пунктирная 
линия представляет изолинию — потенциал среза в состоянии покоя; стрелки показывают точки измерения 
амплитуд АМПА и НМДА потенциалов. Калибровка как указана.
Fig. 1. Experimental model for studying the effects of various D-glucose concentrations on ionotropic glutamatergic 
AMPA and NMDA receptors.
Note: a brain slice was incubated in a control ИЦЖ with a D-glucose concentration of 10 mM followed by placing 
in a vial with the tested concentration of D-glucose. To record the АМПА and НМДА potentials, the slice was placed 
in the recording chamber of an electrophysiological setup. СЭ is a stimulating electrode, РЭ is a recording electrode. 
On the right of the diagram: the total potential recorded in the slice in response to electrical stimulation of the ЛОТ 
with an indication of the recorded components: АМПА and НМДА potentials (μV), as well as the total action potential 
of the conductive fibers of the ЛОТ — ПДЛОТ (not analyzed in the study). The gray profile of the ФП is the control, 
the black one is the ФП under the influence of changes in the concentration of D-glucose. The dotted line represents 
the  isoline — the resting potential; the arrows indicate the measurement points of the amplitudes of the АМПА 
and  НМДА potentials. Calibration as indicated.
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увеличением до указанных концентраций. 
Для регуляции осмомолярности растворов 
с повышенной или пониженной концент-
рацией D-глюкозы применяли метод сни-
жения или увеличения концентрации NaCl, 
соответственно, в растворе до значений 
290–300 мОсм/кг, которые для крови счита-
ются нормальными, с помощью измерения 
на осмометре ОСКР-1М (Россия).

Срезы перфузировали ИЦЖ с одной 
из концентраций D-глюкозы в течение 
30  мин. В течение этого времени регис-
трировали амплитуды АМПА и НМДА 
потенциалов после воздействия на них со-
ответствующей концентрации D-глюкозы. 
Сопоставляя амплитуды АМПА и НМДА 
потенциалов при воздействии углевода с их 
контрольными значениями, определяли сте-
пень их изменений.

Опыты по исследованию D-глюкозы в раз-
ных концентрациях на развитие НМДА-
зависимой ДПП проводились в следую-
щей последовательности. Были выбраны 
три критические концентрации D-глюкозы 
на основании результатов наших исследова-
ний, представленных на рис. 2: 3, 10, 14 мМ. 
В каждом срезе в течение 15 мин регистри-
ровали амплитуды НМДА потенциалов, эти 
значения были контрольными. Затем прово-
дилась тетанизация ЛОТ электрическими 
импульсами с частотой 100 Гц длительно-
стью 15 с. Далее регистрировали амплиту-
ды НМДА потенциалов во временных ин-
тервалах, указанных на оси абсцисс рис. 3.

При исследовании протективных влияний 
белка теплового шока с молекулярной мас-
сой 70 кДа (БТШ70) последовательность 
экспериментов была следующей. При воз-
действии контрольных значений D-глюкозы 
(10 мМ) измеряли амплитуду НМДА потен-
циалов на отдельной группе срезов, и эти 
значения рассматривались как контроль-
ные. В другой группе срезов измерялась 
амплитуда НМДА потенциалов в концен-
трации D-глюкозы 14 мМ. Третья группа 
срезов сначала инкубировалась с БТШ70  

(70 мкг/мл) в течение 20 мин. После это-
го времени на срезы апплицировали 
D-глюкозу (14 мМ). После такой обработки 
срезов были измерены амплитуды НМДА 
потенциалов и сопоставлены со значениями 
амплитуд в контрольной группе.

Результаты исследований
В начале исследований в срезах были про-

тестированы эффекты различных концент-
раций D-глюкозы на активность ионотроп-
ных глутаматергических АМПА и НМДА 
рецепторов, определяемых по амплиту-
де потенциалов. Каждую концентрацию 
D-глюкозы тестировали на отдельной груп-
пе срезов. Зависимость амплитуд АМПА 
и НМДА потенциалов от концентрации 
D-глюкозы была куполообразной (рис.  2). 
Сначала были исследованы эффекты кон-
центраций 0,5 и 1 мМ глюкозы, которые 
соответствуют нормогликемии для мозга 
в условиях in vivo для крыс и человека [13, 
19]. При действии 1 мМ амплитуды АМПА 
и НМДА потенциалов глюкозы были ин-
гибированы и составляли 27±5 и 65±8 мкВ 
соответственно. Еще более выраженное уг-
нетение было при 0,5 мм амплитуды АМПА 
и НМДА потенциалов: до 40 и 10 мкВ 
(рис. 2).

Возрастающие концентрации действия 
глюкозы (3, 5, 7 мМ) вызывали увеличение 
амплитуд АМПА и НМДА потенциалов 
до 10 мМ, причем изменения этих кривых 
были конгруэнтны. Увеличение концентра-
ции D-глюкозы до 12 мМ вызывало сниже-
ние амплитуд АМПА и НМДА потенциа-
лов, но эти изменения были статистически 
недостоверны. Критические изменения 
с активностью АМПА и НМДА механизмов 
обнаружены при увеличении концентрации 
D-глюкозы до 14 мМ. Следует отметить, 
что АМПА-зависимые механизмы были бо-
лее устойчивы, чем НМДА-зависимые ме-
ханизмы (рис. 2). Испытания других более 
высоких концентраций (17, 20, 22, 25 мМ) 
D-глюкозы, которые соответствуют состоя-
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нию комы, выявили монотонный характер 
изменений АМПА и НМДА механизмов. 
Амплитуды резко снижались, и кривые 
изменений амплитуд АМПА и НМДА по-
тенциалов были параллельны оси абсцисс. 
Эти данные указывают, что активности 
ионотропных глутаматергических рецеп-
торов ингибируются при высоком уровне 
D-глюкозы. Восстановить активность этих 
механизмов не удалось при отмывании 
контрольным р-ром D-глюкозы (10   мМ), 
что свидетельствует о необратимости про-
цессов ингибирования.

Следующий этап работы заключался 
в исследовании эффектов различных кон-
центраций D-глюкозы на развитие ДПП, 
поскольку в клинике выявлено существен-
ное снижение процессов обучения и памяти 

при диабете. Известно, что НМДА рецеп-
торы «ответственны» за синаптическую 
пластичность в срезах обонятельной коры 
мозга [2].

При воздействии на срезы контрольной 
концентрации D-глюкозы (10   мМ) воз-
никала стабильная ДПП с фазой индук-
ции 5 мин и длительностью ДПП 70 мин 
(рис.   3). Нормогликемическая концент-
рация D-глюкозы (1   мм) вызывала только 
кратковременное увеличение НМДА по-
тенциалов на 26% по сравнению с состо-
янием до тетанизации. Эффекты влияния 
D-глюкозы (3   мМ) проявлялись только 
в развитии фазы индукции ДПП (5 мин). 
Затем амплитудные значения ДПП снижа-
лись во временном интервале 10–40 мин, 
что указывает на развитие сохраняющей-

Рис. 2. Эффекты воздействия D-глюкозы в различных концентрациях на амплитуды АМПА и НМДА потен-
циалов.
Примечание: стрелками указана контрольная концентрация D-глюкозы. Эффекты каждой концентрации 
D-глюкозы изучались на отдельной группе срезов (n=7). Каждая точка на кривых представляет собой усред-
ненные значения (мкВ). Различия амплитуд АМПА и НМДА потенциалов по сравнению с контрольными значе-
ниями определяли с помощью непараметрического U-критерия Вилкоксона—Манна—Уитни, р≤0,05 (*).
Fig. 2. D-glucose effects in various concentrations on the amplitudes of the AMPA and NMDA potentials.
Note: the arrows indicate the control concentration of D-glucose. The effects of each concentration of D-glucose were 
studied on a separate group of slices (n=7). Each point on the curves represents the mean values (μV). Differences 
in the amplitudes of the AMPA and NMDA potentials compared to the control values were determined using 
the nonparametric Wilcoxon–Mann–Whitney U-test, p≤0.05 (*).
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Рис. 3. Эффекты критически важных концентраций D-глюкозы (3, 14 мМ) по сравнению с контрольной кон-
центрацией (10 мМ) на развитие ДПП НМДА механизмов.
Примечание: каждая точка на кривых — суммарное значение при действии концентрации D-глюкозы 3 мМ 
(n=5); 10 мМ (n=6); 14 мМ (n=7). Различия амплитуд НМДА потенциалов по сравнению со значениями при 
концентрации D-глюкозы 10 мМ (контроль) определяли с помощью непараметрического U-критерия Вилкок-
сона—Манна—Уитни, р≤0,05. Подробности статистического анализа приведены в тексте.
Fig. 3. Effects of critically important concentrations of D-glucose (3, 14 mM) compared against the control 
concentration (10 mM) on the development of DPP of NMDA mechanisms.
Note: each point on the curves is the total value under the action of a D-glucose concentration of 3 mM (n=5); 10 mM 
(n=6); 14 mM (n=7). Differences in the amplitudes of NMDA potentials compared with the values at a D-glucose 
concentration of 10 mM (control) were determined using the nonparametric Wilcoxon–Mann–Whitney U-test, p≤0.05. 
Details of the statistical analysis are given in the text.

ся посттетанической депрессии (ПДД), 
что свидетельствует о необратимости угне-
тения (рис. 3). Данные на кривой при этой 
концентрации D-глюкозы достоверно от-
личаются от значений контрольной кривой 
(U-критерия Вилкоксона—Манна—Уитни, 
р≤0,05).

Особый интерес вызывают данные о разви-
тии ДПП при «критической» концентрации 
D-глюкозы 14 мМ — состояние комы (рис. 3). 
Фаза индукции ДПП была до 5 мин, но ам-
плитудные значения были меньше по сравне-
нию с действием D-глюкозы 3 и 10  мМ.

Во временном интервале 5–20 мин уве-
личивалась амплитуда НМДА потенциалов, 
которую следует рассматривать как крат-

ковременную потенциацию. С 20–40 мин 
наблюдалось прогрессивное снижение 
амплитуд ДПП, которое можно расценить 
как депрессию (рис. 3). В этом временном 
интервале данные статистически отли-
чаются от значений контрольной кривой 
(U-критерия, Вилкоксона—Манна—Уитни, 
р≥0,05).

Цель следующей серии опытов заключа-
лась в обнаружении вещества, протекти-
рующего глутаматергические рецепторы 
от негативных влияний диабетической/ко-
матозной концентрации D-глюкозы (14 мМ). 
В качестве протектора был использо-
ван БТШ70. Протективный эффект бел-
ка оценивался на сохранение активности 



41БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2025| Toм 21 | № 1 | 34–45

Мокрушин А.А.  
«Эффекты высоких концентраций D-глюкозы на активность  

АМПА и НМДА рецепторов при моделировании гипергликемии на срезах мозга»

НМДА механизмов (НМДА потенциалы). 
Последовательность экспериментов опи-
сана в разделе «Материалы и методы» 
и показана на рис. 4. Проведенные экспе-
рименты показали, что предварительная 
инкубация срезов БТШ70 протектировала 
амплитуду НМДА потенциалов от ингиби-
рующего влияния «коматозной» концент-
рации D-глюкозы 14 мМ (76 мкВ, контроль 
vice verce 67 мкВ, БТШ70 + D-глюкоза; U=12, 
n=7, р≤0,05) (рис. 4). Протективный эффект 
белка, как показали исследования, сохра-
нялся и при отмывании срезов от воздей-
ствия БТШ70 и D-глюкозы (76  мкВ, конт-
роль vice verce 78 мкВ, БТШ70 + D-глюкоза; 
U=11, n=7, р≤0,05) (рис. 4).

Обсуждение результатов
Таким образом, проведенные нами ис-

следования показывают, что активация 
ионотропных глутаматергических АМПА 
и НМДА рецепторов происходит трехфаз-
но. В первой фазе при действии нормогли-
кемических концентраций D-глюкозы (0,5; 
1 мМ) активности АМПА и НМДА механиз-
мов были ингибированы, очевидно, за счет 
недостаточного энергетического обеспе-
чения. Эти данные указывают на развитие 
гипогликемии и ишемического состояния 
нейронов мозга. Однако следует отметить, 
что при этих концентрациях D-глюкозы 
АМПА и НМДА механизмы продолжают 
выполнять свои функции. Они генерируют  

Рис. 4. БТШ70 (70 мкг/мл) защищает активность НМДА механизмов при действии высокой концентрации 
D-глюкозы (14 мМ).
Примечание: данные представляют собой средние значения (n=7). Различия амплитуд НМДА потенциалов 
по сравнению со значениями при концентрации D-глюкозы 10 мМ (контроль) определяли с помощью непараме-
трического U-критерия Вилкоксона—Манна—Уитни, р≤0,05. Пунктирная линия — уровень значений ампли-
туд при действии контрольной концентрации D-глюкозы (10 мМ).
Fig. 4. БТШ70 (70 μg/ml) protects the activity of NMDA mechanisms under the influence of an evaluated concentration 
of D-glucose (14 mM).
Note: the data represent mean values (n=7). Differences in the amplitudes of NMDA potentials compared to the 
values at a D-glucose concentration of 10 mM (control) were determined using the nonparametric Wilcoxon–Mann–
Whitney U-test, p≤0.05. The dotted line is the level of amplitude values under the influence of the control concentration  
of D-glucose (10 mM).
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электрические потенциалы и транслиру-
ют их другим нейронам в кортикальной 
нейросети, хотя и в редуцированном виде. 
При дальнейшем увеличении концентра-
ций D-глюкозы (3, 5 мМ) (первая фаза) 
активности АМПА и НМДА рецепторов 
возрастают. Во второй фазе в узком ди-
апазоне действия D-глюкозы (7, 10 мМ) 
активности АМПА и НМДА рецепторов 
были максимальными и стабильными, 
что указывает на максимальное обеспече-
ние работы АМПА и НМДА механизмов. 
Отметим, что обнаруженные нами измене-
ния активности АМПА и НМДА рецепто-
ров развиваются при действии концентра-
ций D-глюкозы во второй фазе и в клинике 
рассматриваются как гипергликемические. 
Вероятно, в таких диапазонах концентра-
ций D-глюкозы развивается эксайтотоксич-
ность, которая характеризуется выделением 
избыточных концентраций медиатора глу-
тамата из синаптических терминалей и нео-
братимым нарушением функционирования 
АМПА и НМДА механизмов. Такое предпо-
ложение подтверждается тем, что в гиппо-
кампе обнаружено резкое повышение кон-
центрации глутамата во внеклеточной среде 
и возникновение гиперактивности на ран-
ней стадии развития диабета [10].

В третьей фазе при действии D-глюкозы 
(14 мМ и более) усиливается гиперглике-
мическое ингибирование АМПА и НМДА 
механизмов. При интерпретации получен-
ных данных можно говорить, что гипер-
гликемические изменения АМПА и НМДА 
механизмов сначала активируются, затем 
необратимо блокируются.

В свете представленных эксперимен-
тальных данных возникает вопрос. Почему 
в настоящем исследовании контрольный 
оптимальный диапазон концентрации 
D-глюкозы был 10 Мм, тогда как в клинике 
принято считать, что верхний уровень нор-
мального уровня D-глюкозы в крови состав-
ляет 5,5–6,0 ммоль/л? Уровень D-глюкозы 
больше 15,2 ммоль/л и выше рассматрива-

ется как возникновение сахарного диабета 
[21]. Это противоречие объясняется тем, 
что в целом организме регуляция обмена 
D-глюкозы осуществлялась другими тка-
нями: печенью, поджелудочной железой 
(β-клетки), почками, поперечнополосаты-
ми мышцами. В срезах мозга такая сис-
темная регуляция D-глюкозы отсутствует, 
что делает этот экспериментальный объект 
оптимальным для исследования процессов 
начальных стадий реакции глутаматных 
рецепторных механизмов в «чистом» виде. 
Кроме того, установлено, что оптималь-
ный диапазон D-глюкозы для нормального 
и длительного (10–12 ч) функционирования 
срезов мозга составляет 10 мМ. Такая кон-
центрация D-глюкозы принята нами в каче-
стве контрольной.

Трехфазный характер возрастающих 
концентраций D-глюкозы подтвердился 
в другой серии исследований при изучении 
ДПП, которую рассматривают как проявле-
ние процессов неассоциативного обучения 
и формирования памяти [21]. Отметим, 
что многие исследователи обнаружили не-
гативные влияния избыточных доз глюкозы 
на высшие формы деятельности нервной 
системы — обучение и память [6, 19, 21], 
что указывает на формирование когнитив-
ных нарушений.

В настоящей работе мы обнаружили, 
что ДПП значительно изменялась в кон-
центрации D-глюкозы 14 мМ по сравне-
нию с контрольной концентрацией углево-
да 10 мМ. Это проявлялось в уменьшении 
временных и амплитудных значений фазы 
индукции ДПП. Однако при этом развива-
лась кратковременная потенциация в тече-
ние 10 мин. Затем она трансформировалась 
в стабильную депрессию, развитие которой 
свидетельствует об ингибировании процес-
сов обучения и формирования следов памя-
ти. Увеличение концентрации D-глюкозы 
во внеклеточной среде до 20–25 мМ бло-
кировало развитие ДПП. Нарушения раз-
вития ДПП в срезах мозга подтверждаются  
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результатами исследования на срезах гиппо-
кампа крыс с экспериментально вызванным 
диабетом [5, 9, 18, 20], а также в нейронах 
соматосенсорной коры мышей с стрептозо-
тоциовым диабетом [10, 11, 21].

В результате проведенных исследований 
было обнаружено, что при низкой концен-
трации углевода (1, 3 мМ) не выявились 
основные признаки ДПП: фаза индукции 
и кратковременная потенциация. По на-
шему мнению, это свидетельствует о том, 
что процессы обучения и памяти блоки-
руются при развитии этого вида диабета. 
Такой вывод подтверждается результатами 
нарушения памяти у крыс при моделирова-
нии диабета первого типа [6].

Мы задались вопросом, возможно ли нор-
мализовать функции глутаматергических 
механизмов при больших гипергликеми-
ческих концентрациях D-глюкозы (14 мМ 
и более)? Ранее нами было выявлено, что бе-
лок теплового шока с молекулярной массой 
70 кДа (БТШ70) эффективно протектировал 
активность АМПА и НМДА-зависимых ме-
ханизмов от негативных влияний «тяжелой» 
10 мин аноксии [3].

Эту гипотезу мы проверили на наибо-
лее уязвимых к действию цитотоксических 
факторов — НМДА механизмах при реги-
страции НМДА потенциалов. Результаты 
исследований выявили, что предваритель-
ная инкубация срезов с БТШ70 способ-
ствовала сохранению активности НМДА 
механизмов от угнетающего влияния гипер-
гликемической концентрации D-глюкозы 
(14 мМ). Эти данные, по нашему мнению, 
свидетельствуют об эффективной защите 
НМДА механизмов БТШ70 при развитии 
такой стадии диабета. Следует подчеркнуть, 
что протективный эффект белка сохранял-
ся и при отмывании срезов от воздействия 
БТШ70 и D-глюкозы.

Подводя итог полученным данным, на во-
прос, поставленный выше, о возможности 
сохранить нормальное функционирование 
глутаматергических механизмов при дейст-

вии высоких концентраций, можно ответить 
утвердительно. Этот вывод подтверждается 
данными о протективных эффектах других 
веществ, например эксендина-4, который 
является структурным аналогом глюка-
гоноподобного пептида-1 у крыс с разви-
тием стрептозотоцинового диабета [24]. 
Нейропротекторный эффект обнаружен 
при испытании 3',4'-дигидроксифенилгли-
коля у крыс с диабетом первого типа [17].

Следует отметить, что существуют вещест-
ва эндогенного происхождения без негатив-
ных последствий с потенциальным протек-
тивным вектором действия. Такие, например, 
как КРФ-подобный белок мистиксин, кото-
рый защищал глутаматные рецепторы от тя-
желой аноксии (10 мин) [16]. Мы уверены, 
что будут найдены другие эффективные 
протекторы для защиты глутаматергиче-
ских механизмов в мозге от негативных вли-
яний развития диабета.

Заключение
Таким образом, мы на срезах мозга ими-

тировали начальные стадии развития ги-
пергликемии при действии различных 
концентраций D-глюкозы. Обнаружено, 
что ионотропные глутаматергические 
рецепторы (АМПА и НМДА) нелиней-
ным (трехфазным) образом реагируют 
на действие D-глюкозы при увеличении 
концентраций. При малых концентраци-
ях возникает ингибирование, при средних 
оптимальных (10 мМ) значениях — макси-
мальная активация; при больших — блокада 
активностей АМПА и НМДА механизмов. 
Неассоциативная модель обучения и па-
мяти — ДПП успешно развивалась только 
при оптимальной концентрации D-глюкозы. 
Удалось выявить, что БТШ70 эффективно 
протектировал активности АМПА и НМДА 
механизмов от негативного действия высо-
кой концентрации D-глюкозы. Для клиники 
важно, что полученные данные раскрывают 
различные этапы развития процессов са-
харной гипергликемии в нервной системе,  
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где «главный удар» принимают на себя 
АМПА и НМДА механизмы. Применение 
данной модели дает возможность провести 
скрининг фармакологических препаратов, 

защищающих нейрональные механизмы, 
как на начальных этапах развития разных 
стадий сахарного диабета, так и для изучения  
последствий диабетической нейропатии.
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Тип селекционного маркера и условия селекции являются одними из ключевых стадий при получе-
нии продуцентов, экспрессирующих рекомбинантные белки. Получение клеточных линий — проду-
центов афлиберцепта на основе клеток линии СНО и CHO-GS позволит сравнить и выявить наибо-
лее подходящий вариант клеточной линии для получения препарата. В результате работы получены 
по 10 моноклональных клеточных линий — продуцентов предполагаемого биоаналога афлиберцеп-
та на клеточных платформах СНО и СНО-GS. Продуктивность на 15 сут периодического культиви-
рования с подпиткой двух групп составила до 2,5 г/л. Наблюдали увеличение удельной клеточной 
продуктивности продуцентов с использованием платформы СНО-GS. Вывод: применение линии 
СНО-GS, ауксотрофной по глутамину, более предпочтительно, т. к. сравнимый выход целевого бел-
ка достигается при более низкой концентрации жизнеспособных клеток, что благоприятно скажется 
в дальнейшем на этапах очистки и выделения целевого белка.

Ключевые слова: клетки яичника китайского хомяка, СНО, получение клеточных линий, ауксо-
трофия по глутамину, афлиберцепт
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When creating cell lines expressing recombinant proteins, the type of selection marker and selection 
conditions are of essential importance. In this work, we aim to obtain and compare cell lines based on 
CHO and  CHO-GS as potential aflibercept producers to identify the most suitable cell line for obtain-
ing an  aflibercept biosimilar. As a result, 10 monoclonal cell lines-producers of a potential aflibercept 
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biosimilar were obtained based on СНО and CHO-GS cell platforms. In the two groups, the productivity 
on the 15th day of periodic cultivation with feeding achieved 2.5 g/L. The СНО-GS group showed an in-
crease in the specific cell productivity of aflibercept producers. The conclusion is made that the СНО-GS 
glutamine auxotroph line is a more preferable option. This cell line enables a comparable yield of target 
protein at lower concentrations of  viable cells, which has a favorable effect on further stages of purification 
and isolation of target protein.
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Введение
Тип селекционного маркера и условия 

селекции являются одними из ключевых 
факторов при получении продуцентов, 
экспрессирующих рекомбинантные белки. 
В биотехнологии для селекции продуцентов 
традиционно применяют экспрессионные 
векторы, содержащие гены, обеспечиваю-
щие клетке устойчивость к антибиотикам, 
например ген неомицин-фосфотрансфера-
зы, который позволяет трансфицированной 
клетке расти в присутствии антибиотика 
неомицина.

Вместе с тем существует ряд проблем 
применения селекции на основе антибио-
тиков:

1) антибиотики могут изменять экспрес-
сию гена клетки-хозяина, что может повли-
ять на продуктивность и/или качество про-
дукции [14];

2) могут подавлять рост клеточной куль-
туры и подавлять рост возможной контами-
нации во время разработки или производст-
ва препарата;

3) во время производства рекомбинантно-
го белка использование антибиотика может 
затруднить последующую очистку и вызо-
вет необходимость дополнительной ста-
дии очистки от его остаточных количеств, 
что приведет к удорожанию процесса со-
здания препарата в целом;

4) добавление селективного антибиотика 
в ростовую среду может привести к сниже-
нию высоких плотностей клеток и подавле-
нию жизнеспособности культуры;

5) наличие гена устойчивости к антиби-
отику может косвенно обусловить сниже-
ние количества экспрессируемого белка, 
поскольку даже в отсутствие селективно-
го агента ген будет транскрибироваться, 
тем самым способствуя дополнительному 
стрессовому состоянию клетки во время 
процесса секреции целевого белка [13];

6) бесконтрольное потребление/приме-
нение антибиотиков приводит к появлению 
резистентности/полирезистентности и но-
вых форм мутировавших бактериальных 
штаммов-контаминантов [7, 3].

По вышеуказанным причинам органы 
здравоохранения (FDA, EMEA, ВОЗ) уже 
рассматривают введение ограничений 
на использование антибиотиков во время 
разработки биофармпрепаратов даже на са-
мых ранних этапах и рекомендуют сводить 
к минимуму их использование, постепен-
но переходя на новые системы селекции 
и контроля качества [12].

Таким образом, можно предположить, 
что в скором времени к биофармацевти-
ческой отрасли будут применены новые 
стандарты производства рекомбинантных 
белковых препаратов, а именно: генно-



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

48 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2025| Toм 21 | № 1 | 46–57 

инженерные конструкции должны быть 
полностью лишены генов устойчивости 
к антибиотикам в своей структуре. В связи 
с этим возникает задача по созданию кле-
точной линии, тип селекции которой не бу-
дет связан с антибиотикоустойчивостью [4].

Для соответствия современным требова-
ниям и биобезопасности разработки лекар-
ственных препаратов более рационально 
использовать систему селекции, основан-
ную на механизмах ауксотрофии и марке-
рах метаболического пути клетки-хозяина 
(метаболическая селекция).

Одной из самых популярных мише-
ней для создания ауксотрофных клеточ-
ных линий является глутаминсинтетаза. 
Глутаминсинтетаза (GS, EC 6.3.1.2) пред-
ставляет собой фермент, который играет 
важную роль в метаболизме клетки, ката-
лизируя образование глутамина из глутама-
та и аммиака.

Ранее использовали систему селекции, 
где продуцентов отбирают под действием 
L-метионинсульфоксимина (MSX). MSX 
представляет собой низкомолекулярный 
необратимый ингибитор ферментативной 
активности GS. Клетки, трансфицирован-
ные экзогенным геном GS и геном интереса, 
культивируются в присутствии возрастаю-
щих доз MSX для ингибирования активнос-
ти GS с целью отбора клонов, продуцирую-
щих целевой белок. Увеличение доз МSХ 
приводило к выживанию клеток, которые 
имели более высокое число интегрирован-
ных экспрессионных кассет, содержащих 
GS, включая ген интереса [10]. Из недо-
статков данной системы следует отметить 
увеличение сроков генерации клеточной 
линии с повышением содержания ингиби-
рующего агента МSХ, а также снижение 
продуктивности целевого белка при отмене 
давления MSX, что в совокупности будет 
приводить к нестабильности продуцентов 
в дальнейшем [5, 11].

Более перспективным приемом в разра-
ботке платформ для получения стабиль-

ных клеточных линий стало получение 
мутантов с подавлением экспрессии гена 
GS. Поскольку продуценты могут расти 
на среде без глутамина, это позитивно 
сказывается на всем процессе культивиро-
вания, поскольку снижается накопление 
в среде ионов аммония, которые могут быть 
токсичны для продуцентов [10].

Цель работы заключалась в получе-
нии клонов — продуцентов афлиберцепта 
с использованием двух клеточных линий: 
СНО и полученной в нашей лаборатории 
линии СНО-GS, ауксотрофной по глутами-
ну, для сравнения ростовых и продукцион-
ных характеристик полученных клеточных 
культур для двух групп, а также исследова-
ние преимуществ использования клеточ-
ной линии СНО-GS.

Афлиберцепт представляет собой ре-
комбинантный гибридный белок, со-
стоящий из фрагмента второго домена 
рецептора VEGFR1 и третьего домена ре-
цептора VEGFR2, ковалентно связанных 
с Fc-фрагментом IgG1 человека. Рецептор 
VEGF обладает тирозинкиназной активно-
стью и активируется сигнальным белком 
VEGF (от англ. Vascular endothelial growth 
factor — фактор роста эндотелия сосудов) 
[2]. Афлиберцепт действует как рецептор-
ловушка для лигандов: фактора роста эн-
дотелия сосудов-A (VEGF-A) и фактора ро-
ста сосудов плаценты (PIGF) за счет своего 
строения, тем самым предотвращая связыва-
ние этих лигандов с рецепторами эндотелия, 
VEGFR-1 и VEGFR-2. Строение белка обес-
печивает его связывание с большинством 
факторов роста сосудов: VEGF-A, VEGF-B 
и PIGF, обеспечивая при этом локальное 
замедление и/или торможение роста сосу-
дистой ткани. В конечном итоге действие 
препарата замедляет разрастание сосудов, 
что используется в офтальмологии для лече-
ния неоваскулярной возрастной дегенерации 
желтого пятна [8], различных типов отека 
желтого пятна и диабетической ретинопатии 
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[9], а также дополнительно в качестве про-
тивоопухолевого препарата при различных 
формах раковых заболеваний [16].

Таким образом, создание отечественных 
высокотехнологичных препаратов реком-
бинантных терапевтических белков, таких 
как афлиберцепт, на основе клеточной ли-
нии, ауксотрофной по глутамину СНО-GS, 
будет способствовать реализации государст-
венной политики по развитию биофармацев-
тической отрасли в Российской Федерации 
и программы импортозамещения.

Материалы и методы
Клеточная линия СНО
Линия СНО-К1 (получена из НИЦ  

«Курчатовский институт» — ГосНИИгене-
тика), далее — СНО была адаптирована 
к суспензионному культивированию в среде, 
не содержащей сыворотку или другие ком-
поненты животного происхождения. Клетки 
СНО культивировали в среде BalanCD Growh 
A (“FUJIFILM IRVINE SCIENTIFIC INC”, 
США) при 37°С, 5% CO2, влажности более 
75% в CO2-инкубаторе (“Sanyo”, Япония).

Клеточная линия СНО-GS
Адаптированные к бессывороточному 

культивированию клетки СНО-GS, ауксо-
трофные по глутамину, культивировали 
на среде BalanCD Growh A без использования 
L-глутамина при 37°С, 5% CO2, влажности бо-
лее 75% в CO2-инкубаторе (“Sanyo”, Япония).

Дизайн Zn fingers и сборка плазмид 
для нокаута глутаминсинтетазы
Работа по сборке плазмид, кодирую-

щих нуклеазы цинковых пальцев (ZFN, 
Zink Finger Nucleases) pFok+ex5, pFok-ex5, 
pFok+ex7, pFok-ex7 (табл. 1) для нокаута 
глутаминсинтетазы, проводилась аналогич-
но протоколу, описанному в [6]. Для этого 
последовательности цинковых пальцев 
для внесения разрывов в 5 и 7 экзонах гена 
глутаминсинтетазы С. griseus были подо-
браны с помощью онлайн-ресурса http://zifit.
partners.org/ZiFiT/ChoiceMenu.aspx. Кодон-
оптимизированные нуклеотидные после-

довательности Fok+/- (https://www.addgene.
org/browse/article/28244338/) и Zn finger 
доменов были синтезированы TopGene 
Technologies (Канада). Последовательности 
Fok+ и Fok- (https://www.addgene.org/browse/
article/28244338/) были клонированы в век-
тор pсDNA3.1 (Invitrogen) по сайтам NheI/
ApaI, после чего в полученные конструкции 
по сайтам XbaI/BamHI были вставлены со-
ответствующие домены цинковых пальцев.

Нокаут гена GS (получение клеточной
линии CHO-GS)
Клетки CHO были одновременно 

трансфицированы плазмидами pFok+ex5,  
pFok-ex5, pFok+ex7, pFok-ex7 с использо-
ванием электропоратора MaxCyte согласно 
протоколу производителя. Для подтвержде-
ния нокаута глутаминсинтетазы был прове-
ден вестерн-блот клеточных лизатов с ис-
пользованием антител к глутаминсинтетазе 
согласно протоколу, описанному в работе [15].

Экспрессионные векторы для CНО
и СНО-GS, несущие ген белка
афлиберцепта
Кодон-оптимизированная для экспрессии 

в CHO последовательность афлиберцеп-
та, синтезированная TopGene Technologies 
(Канада), была клонирована в экспресси-
онные плазмиды с разными селективными 
маркерами: для СНО — ген устойчивости 
к пуромицину, для СНО-GS — ген глута-
минсинтетазы (рис. 1).

Расчет ростовых характеристик 
клеточных культур
Плотность жизнеспособных клеток, 

жизнеспособность культуры определя-
ли с помощью автоматического счетчи-
ка клеток Countess II FL Automated Cell 
Counter (“Thermo Fisher Scientific”, США). 
Кумулятивную клеточную плотность (ССD) 
и удельную продуктивность (Qp) вычисля-
ли по формулам, описанным в работе [1].

Трансфекция клеток линии СНО 
методом электропорации
Клетки линии СНО были трансфицирова-

ны препаратами линеаризованной плазми-
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ды, несущей ген афлиберцепта совместно 
с геном устойчивости к пуромицину (для 
трансфекции клеток линии CHO) или с ге-
ном глутаминсинтетазы (для трансфекции 
клеток линии CHO-GS). Перед трансфек-
цией определяли плотность жизнеспособ-
ных клеток и жизнеспособность культу-
ры. Клетки ресуспендировали в буфере 
для электропорации. В клеточную суспен-
зию вносили плазмидную ДНК и проводили 

электропорацию клеток в камерах ОС-100 
с использованием системы для трансфек-
ции MaxCyte STX (“MaxCyte”, США) по ин-
струкции производителя [1].

Получение минипулов
Трансфицированные клетки высевали 

в плоскодонные 96-луночные планшеты 
по 100 мкл/лунку в среде BCD c селектив-
ными агентами. Минипулы культивировали 
в стационарных условиях в течение 14 сут 

Таблица 1. Плазмиды, использованные для нокаута глутаминсинтетазы
Table 1. Plasmids used for glutamine synthetase knockout

Плазмида Oписание

pFok+ex5 Плазмида для экспрессии Fok+ нуклеазы цинковых пальцев, специфичной к последователь-
ности 5-го экзона гена глутаминсинтетазы C. griseus

pFok-ex5 Плазмида для экспрессии Fok- нуклеазы цинковых пальцев, специфичной к последователь-
ности 5-го экзона гена глутаминсинтетазы C. griseus

pFok+ex7 Плазмида для экспрессии Fok+ нуклеазы цинковых пальцев, специфичной к последователь-
ности 7-го экзона гена глутаминсинтетазы C. griseus

pFok-ex7 Плазмида для экспрессии Fok- нуклеазы цинковых пальцев, специфичной к последователь-
ности 7-го экзона гена глутаминсинтетазы C. griseus

Рис. 1. Карты плазмид с геном афлиберцепта для линии СНО и СНО-GS.
Fig. 1. Plasmid maps with aflibercept gene for СНО and СНО-GS lines.

Плазмида для экспрессии белка афлиберцепт 
под контролем гибридного CMVe/hEF1 промотора, 

содержащая эукариотический селективный  
маркер устойчивости к пуромицину  

(ген пуромицин N-ацетилтрансферазы S. alboniger)

Плазмида для экспрессии белка афлиберцепт 
под контролем гибридного CMVe/hEF1 промото-
ра, содержащая эукариотический селективный 

маркер (ген глутаминсинтетазы С. griseus)
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при 37°С, 5% СO2 и влажности 70%. Затем 
проводили ряд скринингов по продуктивно-
сти минипулов методом ИФА.

Получение клонов-продуцентов
Клеточные пулы, экспрессирующие афли-

берцепт, были клонированы в полутвердую 
среду ClonaCell Flex (“STEMCELL”, Канада) 
с посевной концентрацией 10 клеток/мл. 
Планшеты с растущими колониями клонов 
инкубировали 10 сут при 37°С, в условиях 
5% СO2, 70% влажности в CO2-инкубаторе 
(“Sanyo”, Япония). Отбор клонов проводи-
ли с помощью роботизированной системы 
Clone Pix FL (“Molecular Devices”, США).

Иммуноферментный анализ
Для определения концентрации (продуктив-

ности, мг/л) рекомбинантного афлиберцепта 
в культуральной жидкости (КЖ) проводили 
иммуноферментный анализ (ИФА) в 96-лу-
ночных планшетах Maxi-sorb Microplates 
(“Nunc”, Дания). Для сорбции использовали 
поликлональные козьи антитела против им-
муноглобулина человека (“Sigma”, Япония). 
В качестве детектирующих антител использо-
вали поликлональные козьи антитела против 
иммуноглобулина человека, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (“Sigma”, Япония). 
В качестве стандарта использовали рефе-
рентный препарат афлиберцепт «EYLEA» 
(“Bayer”, Германия). Измерения проводили 
на спектрофотометре Benchmark Plus (“Bio-
Rad Laboratories”, США) при ОD-450.

Периодическое культивирование 
клеток с подпиткой
Культивирование клонов — продуцентов 

афлиберцепта проводили в биореакторах 
Ambr® 15 Cell Culture Bioreactor System 
(“Sartorius”, Германия). Посевная концен-
трация клеток составляла 0,3×106 клеток/
мл, в качестве добавки питательной сре-
ды использовали BalanCD CHO Feed 4 
(“FUJIFILM IRVINE SCIENTIFIC INC”, 
США). Культивирование клонов проводили 
в условиях 5% СО2 и 37°С при 800 об/мин 
на шейкере-инкубаторе Climo-Shaker ISF1-
XC (“Kuhner”, Германия).

Определение уровня лактата и глюкозы
Для определения уровня лактата и глюко-

зы в культуральной жидкости использовали 
прибор Biosen C–line (“EKF — diagnostic 
GmbH”, Германия) в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Хроматографическая очистка 
афлиберцепта
Хроматографическую очистку афли-

берцепта проводили с использованием 
системы AKTA Purifier (“GE”, Швеция). 
В качестве аффинного сорбента исполь-
зовали MabSelect SuRe. Культуральную 
жидкость, содержащую целевой белок, на-
носили на колонку, предварительно урав-
новешенную стартовым буфером (“Cytiva”, 
Швеция). По окончании нанесения сорбент 
последовательно промывали по 5 CV стар-
тового и кондиционирующего (50 мM аце-
тата натрия, рН=5,5) буферных р-ров. Белок 
элюировали р-ром, содержащим 50  мM 
ацетата натрия, рН=3,8. По окончании пер-
вой стадии рН элюата доводили до 7,5 2 M 
р-ром Трис-буфера. Концентрацию белка 
определяли по оптическому поглощению 
при 280  нм, используя в качестве коэффи-
циента экстинкции значение 1,16.

Статистический обсчет результатов
Выполнен в программе Graph Pad 

Prism  6. Использовали однофакторный 
дисперсионный анализ one–way ANOVA 
test или t–критерий Стьюдента (unpaired  
t-test). Pvalue<0,0001 = ****, Pvalue<0,001 = ***, 
Pvalue<0,01 = **, Pvalue<0,05 = *, ns — нет ста-
тистической разницы, данные представле-
ны в виде бокс-плотов.

Результаты исследований
Получение минипулов – продуцентов 

рекомбинантного афлиберцепта на осно-
ве клеточных платформ СНО и СНО-GS

Трансфекцию клеточных линий СНО 
и СНО-GS проводили методом электропо-
рации на приборе MaxCyte STX. Для транс-
фекции использовали плазмиды pGNR–
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СНО-afl и pGNR–СНОGS-afl с целевым 
геном, кодирующим афлиберцепт (рис. 1).

Через 24 и 48 ч после электропорации 
определяли жизнеспособность и плотность 
жизнеспособных клеток трансфицирован-
ных пулов (табл. 2), после чего рассевали их 
на минипулы в селективные условия на двад-
цать 96-луночных планшетов для каждой 
линии. В случае клеточной платформы СНО 
в качестве селективного агента использо-
вали антибиотик пуромицин; в случае кле-
точной платформы СНО-GS в качестве се-
лективных условий использовали ростовую 
среду без добавления L-глутамина.

Далее проводили ряд скринингов с по-
мощью ИФА, позволяющих выявить наи-
более продуктивные линии клеток из двух 
групп (рис. 2). 

В результате скрининга проб КЖ минипу-
лов из 96-луночных планшетов, максималь-
ная продуктивность линий на основе СНО 
составила около 40 мг/л, для продуцентов 
на основе СНО-GS — около 90 мг/л (рис. 2А) 
на 14-е сут стационарного культивирования. 
Лидерные 200 минипулов из каждой группы 
перенесли в больший объем селективной 
среды в 12-луночные планшеты, после чего 
культивировали при стационарных услови-
ях и проводили ИФА. Максимальная про-
дуктивность линий на основе СНО состави-
ла около 18 мг/л, для продуцентов на основе 
СНО-GS — около 32 мг/л (рис. 2B). Затем 
по 88 минипулов из каждой группы пере-
несли в больший объем селективной среды 
в 6-луночные планшеты и после стацио-
нарного культивирования провели анализ 

Таблица 2. Жизнеспособность клеточных пулов после трансфекции
Table 2. Cell pool viability after transfection

Клеточная 
линия

Плазмиды
Время после трансфекции, ч

24 48
VCD, ×106  
клеток/мл

Жизне-
способность, %

VCD, ×106  
клеток/мл

Жизне-
способность, %

СНО pGNR–СНО-afl 1,41 89 2,13 91

СНО-GS pGNR–СНОGS-afl 1,16 94 1,96 92

СНО Контроль 1,43 98 2,34 97

СНО-GS Контроль 0,65 93 1,49 93

Рис. 2. Продуктивность минипулов на основе клеточных платформ СНО и СНО-GS во время проведения 
скрининга методом ИФА, мг/л: А — 96-луночных планшетов; В — 12-луночных планшетов; С — 6-луночных 
планшетов; CHO — клоны-продуценты афлиберцепта на основе линии СНО; CHO-GS — клоны-продуценты 
афлиберцепта на основе линии СНО-GS.
Fig. 2. Minipool productivity based on СНО and СНО-GS cell platforms during ELISA screening, mg/L: A — 96-well 
plates; B — 12-well plates; C — 6-well plates; CHO — aflibercept-producing clones based on СНО line; CHO-GS — 
aflibercept-producing clones based on CHO-GS line. 

А B C
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продуктивности минипулов; максималь-
ная продуктивность линий в ходе скри-
нинга в 6-луночных планшетах на основе 
СНО составила 30 мг/л, для продуцентов  
на основе СНО-GS — 70 мг/л (рис. 2С). 
По результатам последнего скрининга ото-
брали лидирующие минипулы из каждой 
группы для клонирования.

Получение клонов — продуцентов ре-
комбинантного афлиберцепта на основе 
клеточных платформ СНО и СНО-GS

Клоны-продуценты получали с помощью 
автоматизированной системы отбора ко-
лоний Clone Pix FL. Для каждой выборки 
были получены около 1000 клонов. Для оп-
ределения наиболее продуктивных моно-
клональных клеточных линий проводили 
серию скринингов проб КЖ клонов методом 
ИФА (данные не приведены).

Лидерные клоны, по 10 из каждой группы, 
полученные после проведения серии скри-
нингов, адаптировали к шейкерному культи-
вированию, а затем культивировали 15 сут 
с подпиткой с использованием системы ми-
ни-биореакторов ambr™ 24 TAP Biosistems. 
Данная роботизированная система, прин-

цип работы которой описан в работе [14], 
предназначена для имитации условий про-
мышленного биореактора в минимальных 
объемах 10–15 мл и позволяет спрогнози-
ровать поведение культуры в условиях про-
мышленного реакторного культивирования. 
В роботизированной системе во время про-
цесса культивирования можно наблюдать 
уровень поступающих газов в мини-биоре-
актор (СО2 и О2), рН и уровень растворенно-
го кислорода в среде.

На рис. 3 отражены основные характери-
стики роста клонов — продуцентов афли-
берцепта на основе СНО и СНО-GS в дина-
мике. На рис. 4 представлены стандартные 
модели проведения культивирования 
в условиях мини-биореаторов ambr™ 24 
TAP Biosistems.

Во время периодического культивирова-
ния в роботизированной системе (рис. 4) 
к 15-м сут жизнеспособность клонов со-
ставляла в среднем 65±15% на основе СНО 
и 73±10% на основе СНО-GS (рис. 3А); 
концентрация жизнеспособных клеток со-
ставляла (16,1±5,8)×106 клеток/мл на основе 
СНО и (11,1±4,4)×106 клеток/мл на основе 

Рис. 3. Сравнение двух клеточных линий клонов-продуцентов афлиберцепта во время непрерывного культиви-
рования: А — жизнеспособность клеток, %; B — плотность жизнеспособных клеток, VCD, ×106 клеток/мл;  
C — волюметрическая продуктивность на 15 сут культивирования, мг/л; D — удельная продуктивность кле-
ток с 3 по 15 сут культивирования, (пг/(клетка×сут)). CHO — клоны-продуценты афлиберцепта на основе 
линии СНО; CHO-GS — клоны-продуценты афлиберцепта на основе линии СНО-GS.
Fig. 3. Comparison of two cell lines of aflibercept-producing clones during continuous cultivation: A — cell viability, 
%; B — viable cell density, VCD, ×106 cells/mL; C — volumetric productivity at 15 days of culturing, mg/L; D — 
specific cell productivity from 3 to 15 days of culturing, (pg/(cell×day)). CHO — aflibercept-producing clones based 
on CHO line; CHO-GS — aflibercept-producing clones based on CHO-GS line.
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Рис. 5. Содержание основных гликанов (%), характерных для полученного рекомбинантного афлиберцеп-
та, в сравнении с референтным препаратом Эйлея: А — сиалированные гликаны; В — маннозные остатки;  
С — галактозилированные гликаны; D — афукозилированные гликаны. CHO — клоны — продуценты афлибер-
цепта на основе линии СНО; CHO-GS — клоны — продуценты афлиберцепта на основе линии СНО-GS.
Fig. 5. Content of basic glycans (%) characteristic of the obtained recombinant aflibercept in comparison with  the ref-
erence drug Eylea: A — sialylated glycans; B — mannose residues; C — galactosylated glycans; D — afucosylated 
glycans. CHO — aflibercept-producing clones based on CHO line; CHO-GS — aflibercept-producing clones based 
on CHO-GS line.

СНО-GS (рис. 3B); концентрация целевого 
рекомбинантного белка клонов составляла 
1,33±0,67 г/л на основе СНО и 0,88±0,70 г/л 
на основе СНО-GS (рис.  3С); удель-
ная продуктивность клеток за все вре-
мя процесса (с  3 по 15 сут) составляла  
5,20±2,27 пг/клетка/сут на основе СНО 
и 6,10±2,75 пг/клетка/сут на основе СНО-GS 
(рис. 3D).

Несмотря на более высокую концент-
рацию целевого рекомбинантного белка 
на основе CHO, для промышленного ис-
пользования был выбран клон, обладаю-
щий наибольшей удельной продуктивно-
стью на основе СНО-GS.

На рис. 4 представлены результаты из-
мерения профиля гликозилирования после 
выделения полученного белка и его очистки. 
Важно отметить, что полученный профиль 
гликозилирования сравним с референтным 
препаратом «Эйлея» (рис. 5).

Обсуждение результатов
При разработке продуцентов рекомби-

нантного афлиберцепта с использованием 
двух родительских линий лидирующую по-

зицию по продуктивности занимала клеточ-
ная линия СНО-GS (рис. 2).

При культивировании с подпиткой 
в минибиореакторах наблюдали сравнимую 
для двух групп жизнеспособность культу-
ры (рис. 3А) и волюметрическую продук-
тивность целевого белка (рис. 3С), однако 
вместе с тем наблюдали статистически под-
твержденную разницу плотности жизнеспо-
собных клеток двух групп (рис. 3B). Также 
выявили, что удельная продуктивность 
клеток на основе СНО-GS выше: 6,10±2,75 
вместо 5,20±2,27 пг/клетка/сут на основе 
СНО (рис.  3D), данный параметр количе-
ственно определяет скорость экспрессии 
белка в единицу времени и является, на наш 
взгляд, ключевым. Удельная продуктив-
ность клеточных линий зависит от двух 
показателей: содержания (титра) белка (г/л) 
и концентрации жизнеспособных клеток. 
Соответственно, можно сделать вывод 
о том, что полученная клеточная линия 
СНО-GS более привлекательна для получе-
ния промышленных продуцентов при про-
чих равных условиях, экспрессируя сравни-
мое количество белка, а также имеет более 
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низкую плотность жизнеспособных клеток, 
что, в свою очередь, благоприятно влияет 
на последующие стадии очистки препарата 
(очистка белка, очистка препарата от белков 
клеток-хозяина, в нашем случае  — белков 
СНО, и пр.). При этом увеличение скорости 
образования продукта (удельная продук-
тивность) у продуцентов группы СНО-GS 
не повлияло на снижение качества посттран-
сляционных модификаций рекомбинантно-
го белка, в т. ч. профиля гликозилирования 
(рис. 5). По результатам, представленным 
на рис. 5, видно, что при сравнении клю-
чевых показателей гликозилирования аф-
либерцепта, полученного на основе СНО 
и СНО-GS, и референтного препарата ста-
тистически значимых отличий не выявлено.

Заключение и выводы
1. Получены моноклональные клеточные 

линии — продуценты рекомбинантного бел-
ка афлиберцепт на основе двух клеточных 
линий СНО и СНО-GS.

2. Сравнение двух клеточных линий СНО 
и СНО-GS от начала разработки до получе-
ния финальных клонов-продуцентов показа-
ло преимущество использования клеточной 
линии СНО-GS по показателю удельной 
продуктивности, качеству продукта, что, по-
видимому, обусловлено особенностями ее 
селекции по метаболическому маркеру.

3. По результатам проведенного исследова-
ния считаем, что для получения рекомбинант-
ных белков терапевтического назначения це-
лесообразнее использовать линию СНО-GS.
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Работа посвящена проблемам репродуктивного мужского здоровья, вызываемым патозооспермией, 
которая сопровождается снижением количества и подвижности сперматозоидов. Причиной патоло-
гии во многих случаях становится окислительный стресс. Известно, что морские водоросли повы-
шают устойчивость клеток. Перспективным решением является использование селенобогащенных 
бурых водорослей. Целью работы является доклиническое исследование эффективности биологи-
чески активной добавки, изготовленной на основе селенизированных бурых водорослей, на моде-
ли патоспермии (олиго- и астеноспермии) крыс. Патоспермию вызывали внутривенным введением 
этопозида. За 5 дней до и после введения этопозида животным внутрижелудочно вводили иссле-
дуемый препарат из расчета 10 мкг Se на 100 г массы животного и препарат сравнения — ламина-
рию, не обогащенную селеном. Введение препарата оказалось эффективным средством снижения 
степени выраженности олигоспермии. Общее число сперматозоидов у крыс, получавших селен- 
обогащенную ламинарию, возрастало на 41,2%, но процент подвижных форм оставался на уровне 
контрольных значений и не превышал 65%. Показано достоверное снижение количества свобод-
ных радикалов и возрастание антиоксидантной активности по сравнению с контролем (на 33 и 20% 
соответственно). Отмечена нормализация окислительно-восстановительного баланса клеток тести-
кулярной ткани до фоновых значений. У крыс, получавших необогащенную ламинарию, было от-
мечено существенное увеличение процента подвижных форм сперматозоидов (на 36%) и снижение 
количества свободных радикалов на 38,6%, хотя окислительно-восстановительный баланс в клетках 
тестикулярной ткани крыс этой группы не восстанавливался. Показано, что антирадикальный эф-
фект имеет большее значение для восстановления подвижности клеток, чем нормализация редокс-
потенциала. Таким образом, в модели патоспермии (олигоспермия, астеноспермия) биологически 
активная добавка на основе селенобогащенных бурых водорослей Saccharina japonica оказалась 
эффективным средством, стимулирующим продуктивность сперматогенеза.

Ключевые слова: Se-обогащенная ламинария, Saccharina japonica; сперматогенез, прооксидант-
но-антиоксидантный баланс
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This work addresses the issues of male reproductive health caused by pathozoospermia, which leads 
to a decrease in the number and motility of sperm cells. In many cases, this pathology is associated with ox-
idative stress. Seaweed is known to increase cellular resistance, making selenium-enriched brown algae 
(Saccharina japonica) a promising research object. In this paper, we report a preclinical study into the ef-
ficacy of a biologically active supplement obtained from selenium-enriched brown algae using modeled 
pathospermia (oligo- and asthenospermia) in rats. Pathospermia was induced by an intravenous adminis-
tration of etoposide. Five days before and after etoposide administration, the animals were intragastrically 
administered the supplement under study in the amount of 10 µg Se per 100 g of animal weight. Laminaria 
not enriched with selenium was used as a reference preparation. The supplement under study proved to be 
effective in reducing the severity of oligospermia. The total number of sperm cells in rats receiving sele-
nium-enriched laminaria increased by 41.2%; however, the share of motile forms remained at the level 
of  control values, not exceeding 65%. The study revealed a significant decrease in the number of free 
radicals and an increase in antioxidant activity compared to the control (by 33 and 20%, respectively). 
A normalization of the redox balance of testicular tissue cells against the background values was noted. 
In  rats receiving the control preparation, a significant increase in the share of motile forms of sperm cells 
(by 36%) and a decrease in the number of free radicals by 38.6% were observed, although the redox bal-
ance of testicular tissue cells was not restored. The antiradical effect was shown to be a more important 
factor in the restoration of cell motility than the normalization of the redox potential. Therefore, the studied 
biologically active supplement based on selenium-enriched brown algae (Saccharina japonica) proved 
effective in  stimulating spermatogenesis in modeled pathospermia (oligospermia, asthenospermia). 
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Введение
Проблема репродуктивного здоровья 

мужского населения приобрела в послед-
ние годы не только медицинское, но и со-
циальное значение [5]. За последние 50 лет 
продуктивность сперматогенеза мужчин 
в целом снизилась на 2 млн клеток [19]. 
Причиной патологии в половине случаев 
является патозооспермия, при которой в эя-
куляте наблюдаются различные отклонения 
от нормальных показателей спермограммы, 
в т.ч. низкая подвижность сперматозоидов 
(астенозооспермия) и снижение их количе-
ства (олигозооспермия).

Важную роль в патогенезе олиго-астено-
спермии играет окислительный стресс  — 
повреждение клеток сперматозоидов 
при переизбытке активных форм кислорода 
[7, 16]. Это связано с тем, что мембраны 
сперматозоидов содержат большое количе-
ство полиненасыщенных жирных кислот, 
а их цитоплазма обладает невысокой анти-
оксидантной активностью. В связи с этим 
зрелые мужские половые клетки очень чув-
ствительны к воздействию окислителей [25]. 
Известно, что морские водоросли повыша-
ют устойчивость клеток к окислительному 
стрессу и активно используются в производ-
стве фармацевтических препаратов [17, 24].

Важную роль в процессах сперматоге-
неза играют микроэлементы. Результаты 
многих исследований подтверждают зна-

чительное влияние селена на репродук-
тивную функцию [12, 22]. Селен в составе 
селенцистеина входит в активный центр 
глутатионпероксидазы — основного фер-
мента внутриклеточной антиокислитель-
ной системы, являясь ключевым факто-
ром активности антиоксидантной защиты. 
Показано, что этот микроэлемент обеспе-
чивает защиту сперматозоидов от актив-
ных форм кислорода [21]. Перспективным 
решением является увеличение активности 
морских бурых водорослей путем обогаще-
ния их селеном.

Цель работы — доклиническое изуче-
ние эффективности новой биологически 
активной добавки на основе селенобога-
щенной ламинарии на модели патоспермии 
(олиго- и астеноспермии) крыс.

Материалы и методы
Объектом исследования являлась биоло-

гически активная добавка к пище, изготов-
ленная на основе селенизированных бурых 
водорослей Saccharina japonica. В России 
этот вид известен под названием морская 
капуста и под устаревшим названием лами-
нария японская, т.к. ранее, до 2006 г., отно-
сился к роду Ламинария (Laminaria) [18].

Обогащение талломов ламинарии селе-
ном проводили по разработанному ранее 
методу [10]. Водоросли помещали в емкость 
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с морской водой, вносили р-р селенита на-
трия из расчета 0,5 мг Se/л и выдерживали 
в течение 10 сут при постоянной аэрации. 
Среда обновлялись ежедневно, соотноше-
ние массы водорослей и объема воды со-
ставляло 1:20. Обогащенное водорослевое 
сырье сушили в контролируемых условиях, 
измельчали и стандартизировали по селену 
до концентрации 50±2 мкг/г сухой массы. 
Контроль селена производили микрофлуо-
риметрическим методом с 2,3-диаминона-
фталином (CAS 771-97-1, “Acros Organics”, 
Бельгия) [6]. Стандартизированную се-
ленобогащенную ламинарию использо-
вали для производства биологически ак-
тивной добавки (СГР № АМ.01.08.01.003. 
R.000290.10.23). В качестве препарата срав-
нения использовали биомассу S. japonica, 
не обогащенную селеном, высушенную 
в аналогичных условиях. Содержание селе-
на в исходном водорослевом сырье состав-
ляло 1,8±0,3 мкг/г сухой массы.

Влияние селенизированной ламинарии 
на состояние репродуктивной системы по-
ловозрелых лабораторных крыс изучали 
на модели патоспермии, вызванной вве-
дением этопозида [1]. Этопозид является 
синтетическим производным подофилло-
токсинов, выделенных из подофилла щито-
видного (Podophyllium peltatum L.), исполь-
зуемым в медицинской практике в качестве 
противоопухолевого средства.

Механизм действия этопозида заключа-
ется в ингибировании топоизомеразы II 
путем воздействия на пространственную 
структуру фермента, что приводит к на-
рушению процесса репликации ДНК [11]. 
При этом препарат является не только ин-
гибитором топоизомеразной активности, 
но и прооксидантом вследствие нако-
пления свободных радикалов, образую-
щихся в процессе его метаболизма [15]. 
Введение этопозида сопровождается воз-
никновением и накоплением патологиче-
ских форм сперматозоидов, снижением 
их функциональной активности и нару-

шением генеративной функции семенни-
ков. Результатом является развитие пато-
спермии и нарушение репродуктивных 
функций организма [2, 9, 15].

Работа проведена с участием животных 
из питомника отдела эксперименталь-
ного биомедицинского моделирования 
НИИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга, г. Томск. 
Были использованы следующие критерии 
включения: клинически здоровые поло-
возрелые крысы-самцы линии SD (Sprague 
Dawley); возраст 12 недель; масса 250–400 г.

Исследование проводили с использова-
нием 28 животных — количество, доста-
точное для полной регистрации изучаемых 
эффектов. Исследование одобрено локаль-
ным этическим комитетом по биоэтике 
при НИИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга (код 
исследования 213092023). Содержание 
крыс осуществлялось в соответствии с пра-
вилами, принятыми Европейской конвен-
цией по защите позвоночных животных, 
применяемых для экспериментальных 
и иных научных целей (Страсбург, 1986), 
ГОСТ 33215-2014, ГОСТ 33216-2014 и др. 
[3, 4, 13, 14]. Период адаптации от приема 
до использования животных в исследова-
нии составил 10 сут. Здоровье животных 
при включении в эксперимент подтвержда-
лось ветеринарным врачом.

Животные были рандомизированы 
в четыре группы по 7 особей в каждой. 
Масса тела каждого животного в группе 
имела отклонение от среднего значения 
не более 10%. Каждому животному в клет-
ке присваивался индивидуальный номер. 
Идентификация осуществлялась цветовой 
меткой на теле красителем фукорцином.

Этопозид (etoposide, этопозид, Теvа, 
Израиль, МПД 30 мг/кг) вводили жи-
вотным внутривенно однократно в дозе  
30  мг/кг. За 5 дней до и после введения 
этопозида животным экспериментальных 
групп внутрижелудочно вводили иссле-
дуемый препарат (экспериментальная 
группа «Селен») и препарат сравнения  — 
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ламинарию, не обогащенную селеном 
(экспериментальная группа «Ламинария»). 
Препараты использовались в виде суспен-
зии на основе 1 %-го крахмального геля. 
Дозы препарата рассчитаны для каждого 
животного индивидуально исходя из мас-
сы тела. Масса селенизированной ламина-
рии рассчитывалась из расчета 10 мкг Se 
на 100  г массы животного, что соответст-
вовало 0,2 г БАД. Масса препарата сравне-
ния — 0,2  г порошка ламинарии на 100 г 
массы животного. Объемы для внутриже-
лудочного введения (5–6 мл) не превыша-
ли максимально допустимого для данного 
вида животных. Наблюдение за животны-
ми осуществлялось в течение всего перио-
да введения. Клинический осмотр про-
водился один раз в день, индивидуально 
по каждому животному, и включал визу-

альный осмотр в клетке без применения 
дополнительных инструментальных ме-
тодов. Дозы для введения рассчитывали 
на основании последних данных массы 
тела животных. Взвешивание проводили 
один раз в неделю.

Исследуемые группы сравнивали попар-
но: фон с контрольной группой; контроль-
ную группу — с животными, получавшими 
селенизированную ламинарию; контроль-
ную группу — с крысами, которым вводи-
ли только ламинарию (рис. 1).

Самцов подвергали эвтаназии на 11-е сут 
после окончания введения исследуемых 
веществ с использованием CO2-камеры. 
Выделяли семенник и хвостовую часть 
придатка семенника. Семенник помеща-
ли в физ. р-р для дальнейшего исследова-
ния уровня свободных радикалов, анти-

Рис. 1. Полная схема исследования эффективности селенобогащенной ламинарии на модели патоспермии ла-
бораторных крыс.
Fig. 1. Research design of a study into the efficacy of selen-enriched laminaria in modeled of pathospermia 
in laboratory rats.
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оксидантной активности, сперматозоиды 
хвостовой части семенника использовали 
для определения общего количества поло-
вых клеток (ОКС) и процента подвижных 
форм (ППФ).

Подсчет ОКС и ППФ производили со-
гласно методическим рекомендациям по из-
учению репродуктивной токсичности ле-
карственных средств [8] с использованием 
камеры Горяева и микроскопа «Микмед-6» 
(ОАО «Ломо», ув. ×600).

Антиоксидантную активность (АОА) 
и прооксидантную активность (Про) гомо-
генатов ткани определяли методом хеми-
люминесценции [20] с помощью кюветного 
биолюминометра Lumat LB9507 (“Berthold 
Technologies”, Германия), работающего в ре-
жиме счета фотонов, время экспозиции 0,1 с.

Количественную величину Про и АОА  
выражали в (RLU/мл)/сек, где RLU — 
относительная единица света relative 
light units = 10 фотонам. Окислительно-
восстановительный баланс (ОВБ, уровень 
окислительного стресса) тканевых гомоге-
натов рассчитывали как отношение величи-
ны светосуммы АОА к светосумме Про [20].

Измеряемые и расчетные показатели 
представлены в виде среднего и ошибки 
среднего с указанием достоверности раз-
личий между сравниваемыми группами 
по изучаемым показателям. Статистическая 
обработка результатов проводилась с при- 
менением U-критерия Манна—Уитни. 
Уровень значимости p<0,05 [23].

Результаты и их обсуждение
Введение этопозида крысам-самцам ини-

циировало у них появление признаков оли-
госпермии (снижение общего количества 
половых клеток) и астеноспермии (сниже-
ние подвижности спермиев). ОКС интакт-
ных крыс составило 78,7±10,7 млн, ППФ 
спермиев находился в пределах 80% от об-
щего количества сперматозоидов (рис. 2). 
В контрольной группе крыс, получавших 
этопозид, продуктивность сперматогене-

за снижалась до 55,6%, а ППФ — до 77% 
от фоновых значений (p<0,05%). Таким 
образом, разница ОКС и ППФ между 
контрольной и интактной группами состав-
ляла 44,4 и 18,25% соответственно.

Результаты показали, что введение селе-
нобогащенной ламинарии оказалось эф-
фективным средством снижения степени 
выраженности олигоспермии. Общее коли-
чество половых клеток у крыс, получавших 
этопозид в сочетании с препаратом селе-
нобогащенной ламинарии, статистически 
значимо возрастало на 41,2% по сравне-
нию с контролем. Однако процент подвиж-
ных форм у крыс этой группы оставался 
на уровне контрольных значений и не пре-
вышал 65% (табл. 1).

Введение ламинарии, не обогащенной се-
леном, не повлияло на продуктивность спер-
матогенеза, но приводило к возрастанию 
процента подвижных форм сперматозоидов. 
Этот показатель статистически значимо воз-
растал относительно контроля на 36%, до-
стигая верхних границ фоновых значений.

Литературные данные подтверждают тот 
факт, что селен способствует подвижности 
сперматозоидов [12, 21, 22], однако при этом 
большое значение имеет его концентрация. 
Имеются данные о том, что избыток селе-
на так же, как и его дефицит, отрицательно 
влияет на развитие яичек и сперматогенез, 
в то время как основные механизмы в этом 
отношении остаются неясными [26]. В свя-
зи с этим нельзя исключить, что отсутствие 
положительного действия селенобогащен-
ной ламинарии на процент подвижных 
форм спермиев может быть обусловлено 
высокой концентрацией селена в клетках 
тестикулярной ткани.

Оценка уровня антиоксидантной актив-
ности, активных форм кислорода и ОВБ по-
казала, что введение этопозида животным 
контрольной и экспериментальных групп 
привело к развитию окислительного стрес-
са. Уровень АОА в клетках тестикулярной 
ткани у крыс, получавших этопозид, был 
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снижен на 66,1%, а уровень свободных ра-
дикалов увеличился на 25,4% от фоновых 
значений интактных животных. ОВБ соста-
вил 52% от фоновых значений (табл. 2).

Группа животных, принимавших селе-
нобогащенную ламинарию, показала ста-
тистически значимое снижение количе-
ства свободных радикалов и возрастание  

показателя АОА по сравнению с контролем 
(на 33% и на 20% соответственно). Также 
отмечена нормализация окислительно-вос-
становительного баланса клеток тестику-
лярной ткани. У крыс, получавших селено-
богащенную ламинарию, этот показатель 
возрастал в 1,8 раза по сравнению с конт-

Рис. 2. Продуктивность сперматогенеза крыс на фоне сочетанного введения этопозида и селенобогащенной 
ламинарии. * — отличия статистически значимы с фоном, p<0,05 (U-критерий Манна—Уитни). # — отличия 
статистически значимы с группой контроля, p<0,05 (U-критерий Манна—Уитни).
Fig. 2. Productivity of spermatogenesis in rats under the action of combined administration of etoposide and selen-
enriched laminaria. * – statistically significant differences from the background values, p<0.05 (Mann–Whitney  
U-test). # – statistically significant differences from the corresponding control group, p<0.05 (Mann–Whitney U-test).

Таблица 1. Влияние селенобогащенной ламинарии на процент подвижных форм сперматозоидов при патоспер-
мии
Table 1. Effect of selen-enriched laminaria on the share of motile sperm forms in pathospermia

Группа животных (n=7) Количество подвижных форм сперматозоидов, %

Фон 80,06±4,31

Контроль 61,81±7,25*

Селен 64,92±3,28

Ламинария 84,28±3,39#

Примечание: * — различия достоверны по сравнению с фоном при p<0,05;
# — различия достоверны по сравнению с контролем при p<0,05.
Note: * – statistically significant differences from the background values, p<0.05 (Mann–Whitney U-test). # – statis-
tically significant differences from the control group, p<0.05 (Mann–Whitney U-test).
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ролем и практически достигал фоновых 
значений (табл. 2, рис. 3).

У крыс, получавших ламинарию, не обо-
гащенную селеном, средние значения уров-
ня АОА оказались сниженными по срав-
нению с контролем, но статистическая 
обработка показала, что различия между 
этими группами не значимы. Таким обра-

зом, не было выявлено восстановления 
окислительно-восстановительного балан-
са клеток тестикулярной ткани, но в то же 
время достоверно происходило снижение 
числа свободных радикалов — показатель 
Про снизился на 38,6%, что свидетельству-
ет о высокой антирадикальной активности 
препарата.

Таблица 2. Влияние сочетанного введения этопозида и селенобогащенной ламинарии на показатели окислитель-
но-восстановительных реакций в клетках тестикулярной ткани
Table 2. Effect of combined administration of etoposide and selen-enriched laminaria on the indicators of redox reac-
tions in testicular tissue cells 

Группа животных
(n=7)

АОА,
(RLU/мл)/сек)/г ткани)

Уровень свободных радикалов, 
(RLU/мл)/сек)/г ткани)

ОВБ,
(отн. ед.)

Фон 270,31±60,40 3,78±0,35 65,86±11,37

Контроль 178,16±55,28* 4,74±0,45* 34,33±9,88* 

Селен 215,64±63,00& 3,66±0,29# 62,11±19,06

Ламинария 89,80±24,49 2,91±0,33# 31,33±7,09

Примечание: * — различия достоверны по сравнению с фоном при p<0,05; # — различия достоверны 
по  сравнению с контролем при p<0,05; & — различия достоверны по сравнению с экспериментальной 
группой_L при p<0,05.
Note: * – statistically significant differences from the background values, p<0.05 (Mann–Whitney U-test). # – sta-
tistically significant differences from the control group, p<0.05 (Mann–Whitney U-test). & – statistically significant 
differences from the experimental group_L, p<0.05 (Mann–Whitney U-test).

Рис. 3. Влияние селенобогащенной ламинарии на показатели окислительно-восстановительных реакций 
в клетках тестикулярной ткани. * — отличия статистически значимы по сравнению с фоном, p<0,05  
(U-критерий Манна—Уитни). # — отличия статистически значимы по сравнению с группой контроля, p<0,05 
(U-критерий Манна—Уитни). & — отличия статистически значимы по сравнению с экспериментальной 
группой_L, p<0,05 (U-критерий Манна—Уитни).
Fig. 3. Effect of selenium-enriched laminaria on indices of redox reactions in testicular tissue cells. * – differences 
statistically significant compared to background, p<0.05 (Mann—Whitney U-test). # – differences statistically 
significant compared to the control group, p<0.05 (Mann—Whitney U-test). & – differences statistically significant 
compared to the experimental group_L, p<0.05 (Mann—Whitney U-test).
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Заключение
Таким образом, в модели патоспермии 

(олигоспермия, астеноспермия) селенобо-
гащенная ламинария оказалась эффектив-
ным средством, стимулирующим продук-
тивность сперматогенеза, что выразилось 
в увеличении общего количества половых 
клеток, приходящихся на хвостовую часть 
придатка семенника. Полученные резуль-
таты подтверждают данные литературы 
о влиянии селена на генерацию половых 
клеток [12, 21, 22]. Процесс сопровождал-
ся нормализацией окислительно-восстано-
вительного баланса клеток тестикулярной 
ткани, что связано со способностью селе-
на защищать сперматозоиды от активных 
форм кислорода.

Ламинария, не обогащенная селеном, 
не приводила к снижению степени выра-

женности олигоспермии, индуцируемой 
этопозидом, и не вызывала повышения ко-
личества сперматозоидов, но проявила вы-
раженные антирадикальные свойства. Это 
снижает нагрузку на половые клетки актив-
ными формами кислорода, индуцируемыми 
этопозидом, что коррелирует с литератур-
ными данными о способности морских во-
дорослей повышать устойчивость мужских 
половых клеток к окислительному стрессу 
[17, 24]. Также было отмечено существен-
ное увеличение процента подвижных форм 
сперматозоидов, хотя окислительно-восста-
новительный баланс в клетках тестикуляр-
ной ткани крыс этой группы не восстанав-
ливался. По-видимому, антирадикальный 
эффект имеет большее значение для восста-
новления подвижности клеток, чем норма-
лизация редокс-потенциала.
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