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ОТ ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА
FROM EDITOR-IN-CHIEF

Новая стратегия развития журнала «Фармакокинетика 
и фармакодинамика»: от фундаментальной  

фармакологии к единой платформе разработки  
современных лекарственных средств

Дорофеев В. Л.
 ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  

Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Введение. Журнал «Фармакокинетика и фармакодинамика», издаваемый с 2004 года, прошёл путь от узкоспециализированного издания по 

клинической фармакокинетике до авторитетного рецензируемого журнала, включённого в перечень ВАК (категория 1), в Единый государственный 
перечень научных изданий — «Белый список» (уровень 2) и базу данных DOAJ. Вызовы в сфере разработки современных лекарственных средств 
требуют пересмотра редакционной политики и расширения тематических границ.

Цель. Представить стратегическое видение развития журнала, направленное на трансформацию издания в междисциплинарную платформу, 
охватывающую полный жизненный цикл создания лекарственного средства — от молекулярного дизайна до клинического применения.

Основные положения. Стратегия базируется на трёх ключевых векторах: 1) институциональный — обновление состава редколлегии, смена главного 
редактора и формирование международного редакционного совета; 2) тематический — интеграция смежных специальностей (1.4.16. Медицинская 
химия, 3.3.6. Фармакология, клиническая фармакология, 3.4.1. Промышленная фармация и технология получения лекарств, 3.4.2. Фармацевтическая 
химия, фармакогнозия) для создания единой логистической цепочки публикаций; 3) международный — ребрендинг с возможной сменой названия 
для позиционирования журнала как глобального игрока в области трансляционной фармакологии и фармацевтических наук, включая подачу в 
Scopus и PubMed Central.

Заключение. Реализация представленной концепции позволит кардинально расширить пул авторов, повысить цитируемость и занять лидиру-
ющие позиции среди отечественных и зарубежных журналов фармацевтического профиля, став главным интегратором научных знаний в области 
создания инновационных лекарственных препаратов.
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New development strategy of the journal "Pharmacokinetics and Pharmacodynamics": from fundamental pharmacology  
to the integrative platform for the development of modern medicines

Vladimir L. Dorofeev
Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 
Introduction. The journal "Pharmacokinetics and Pharmacodynamics", published since 2004, has evolved from a narrowly focused periodical on clinical 

pharmacokinetics to a reputable peer-reviewed journal included in the Supreme Attestation Commission list (K1), in the Unified State List of Scientific 
Publications — "White List" (level 2) and the DOAJ database. The challenges in the area of modern medicines development require a revision of editorial 
policy and an expansion of thematic boundaries.

Objective. To present a strategic vision for the journal's development, aimed at transforming the publication into an interdisciplinary platform covering 
the entire lifecycle of a medicinal product — from molecular design to clinical application.

Key points. The strategy is based on three key vectors: 1) institutional — renewal of the editorial board, change of the editor-in-chief, and formation of an 
international editorial council; 2) thematic — integration of related specialties (1.4.16. Medicinal Chemistry, 3.3.6. Pharmacology, Clinical Pharmacology, 3.4.1. 
Industrial Pharmacy and Medicines Manufacturing Technology, 3.4.2. Pharmaceutical Chemistry, Pharmacognosy) to create a unified publication logistics 
chain; 3) international — rebranding with a possible name change to position the journal as a global player in the field of translational pharmacology and 
pharmaceutical sciences, including submission to Scopus and PubMed Central.

Conclusion. The implementation of this concept will dramatically expand the pool of authors, increase citation rates, and secure a leading position among 
national and international pharmaceutical journals, becoming the main integrator of scientific knowledge in the field of innovative drug development.

Keywords: pharmacokinetics; pharmacodynamics; development strategy; translational pharmacology; medicinal chemistry; industrial pharmacy; editorial 
policy; scientific journals; Scopus; rebranding
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Уважаемые коллеги,  
дорогие читатели и авторы!

Этот номер журнала «Фармакокинетика и фарма-
кодинамика» выходит в переломный для нашего изда-
ния момент. Принимая на себя обязанности главного 
редактора, я осознаю всю полноту ответственности 
за судьбу журнала, который на протяжении более чем 
двадцати лет служит площадкой для специалистов  
в области фундаментальной фармакологии.

От себя хочу поблагодарить доктора медицин-
ских наук, профессора, заслуженного деятеля на-
уки Российской Федерации Жердева Владимира 
Павловича, который длительное время выступал в 
качестве бессменного лидера журнала, формировал 
его повестку из интересных работ, отражающих 
тренды фармакологической науки.

Дорогой Владимир Павлович, от всего сердца по-
здравляю Вас с 80-летием! Позвольте выразить Вам 
огромную благодарность и глубочайшее уважение 
за Ваш богатый жизненный опыт, высокую квали-
фикацию и неоценимый вклад, который Вы внесли 
в работу журнала и лаборатории фармакокинетики 
НИИ фармакологии им. В.В. Закусова, в развитие 
научных исследований в данной сфере в нашей стра-
не. Желаю Вам крепкого здоровья, бодрости духа, 
благополучия и всего самого наилучшего!

Вызовы времени / The challenges of the time

Текущие вызовы требуют от нас новых реши-
тельных стратегических шагов.

Фундаментальные изыскания в таких практиче-
ских сферах, как фармация и биомедицина, должны 
трансформироваться в прикладные исследования, 
направленные на разработку современных лекар-
ственных средств. Таковы требования времени и 
фактический запрос государства, вкладывающего 
финансовые средства в Программу фундаменталь-
ных научных исследований в Российской Федера-
ции на долгосрочный период (2021–2030 годы), 
утверждённую распоряжением Правительства РФ 
от 31 декабря 2020 г. № 3684-р. Не будем забывать, 
что подавляющее большинство фундаментальных 
исследований в России осуществляется бюджет-
ными организациями из средств, выделяемых на 
выполнение государственного задания. Полагаю, не 
ошибусь в своей позиции, что конечным результатом 
освоения этих средств хотелось бы видеть не годовые 
отчёты для регулятора и Российской академии наук, 
а продукты, которые в нашем случае попадут в фар-
мацевтический ритейл или клиническое отделение.

Современная разработка лекарственных средств 
характеризуется сопряжением наук о жизни с ма-
тематикой, физикой, информатикой. Всё более 
существенную роль в развитии биомедицины и фар-

мации играет глобальное изменение технологического 
уклада, сопровождающееся формированием синергии 
биотехнологий, информационных технологий и ис-
кусственного интеллекта. Растёт доля биологических 
лекарственных препаратов при параллельном сохра-
нении в перспективе «малыми молекулами» позиции 
драйверов роста мирового рынка. Большое внимание 
уделяется разработке высокотехнологичных лекар-
ственных препаратов (генная терапия, клеточная 
терапия и тканевая инженерия). Рынок и регуляторные 
требования формируют запрос на решение проблем 
неудовлетворённых медицинских потребностей, в том 
числе в отношении лечения орфанных заболеваний.

Существенным вызовом выступает разработка 
оригинальных лекарственных препаратов. Данный 
процесс на международной арене с каждым годом тре-
бует всё более существенного финансирования, охва-
тывает большие временные интервалы (до 10–15 лет 
и более), при этом демонстрирует невысокую резуль-
тативность — не более нескольких сотых долей про-
цента синтезированных соединений в итоге успешно 
проходят все этапы доклинических и клинических 
исследований и попадают на рынок.

По-прежнему остаётся проблемой эффективная 
стыковка результатов научных изысканий организа-
ций, финансируемых из государственного бюджета,  
с реалиями и потребностями фармацевтического рынка.

В отношении нашего журнала необходимо также 
принимать во внимание повышение требований  
к изданиям, глобальную конкуренцию за авторов и 
необходимость вхождения в международные базы 
данных, в том числе Scopus, PubMed Central.

От фундаментальной фармакологии к единой науке 
о лекарственных средствах / From fundamental 

pharmacology to integrative medicines science

Исторически наш журнал, начиная с 2004 г. как 
«Клиническая фармакокинетика» и с 2012 г. в те-
кущем формате, фокусировался на публикации 
результатов исследований, в ходе которых изучались 
фармакокинетические процессы (всасывание, рас-
пределение, метаболизм и выведение лекарственных 
средств) во взаимосвязи с фармакологическими 
эффектами (фармакодинамикой). 

Помимо указанных исследований, процесс раз-
работки современных лекарственных средств ох-
ватывает чрезвычайно широкий спектр решаемых 
задач и используемых инструментов и направлен на 
формирование базовой триады в отношении всех 
лекарственных средств во всех законодательных ак-
тах международного и российского права: качество, 
эффективность и безопасность.

Разработка лекарственного средства начинается 
с этапа проектирования его структуры. Инструмен-
тарий медицинских химиков в том числе включает  
в себя in silico моделирование лекарственных средств 
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с применением высокопроизводительных вычис-
лений на центральных процессорах и видеокартах. 
Молекулярный докинг, молекулярная динамика, 
фармакофорное моделирование дополняются ана-
лизом потенциальной фармакокинетики и токсич-
ности in silico (ADMET-анализ). Всё более широко в 
разработку лекарственных средств внедряются тех-
нологии искусственного интеллекта (ИИ). В период 
2015–2023 гг. количество молекул на мировой арене, 
дизайн которых осуществлялся с применением ИИ, 
проходящих клинические исследования, увеличился 
от 1 до 67 (IFPMA, «Facts & Figures»).

Исследования in vitro, выступая ключевым зве-
ном, обеспечивающим сопряжение медицинской 
химии и последующих изысканий in vivo, позволяют 
проводить структурно-функциональный анализ 
новых соединений, выявляя зависимость между 
химической структурой и биологической активно-
стью, корректировать химический синтез, оценивать 
лиганд-рецепторные взаимодействия, тестировать 
метаболическую стабильность, что критически важно 
для дальнейшей оптимизации молекул.

Исследования в сфере лекарственной токсико-
логии, в том числе генетической и репродуктивной 
токсикологии, направлены на построение комплекса 
знаний о безопасности лекарственного средства. 

Следует также принимать во внимание, что раз-
работка лекарственного средства не может осущест-
вляться в отрыве от его понимания как будущего 
коммерческого продукта, который должен характе-
ризоваться установленными законом параметрами, 
а также адекватными потребительским свойствами 
на протяжении всего срока годности. На первый 
план в этом смысле выходят вопросы фармацевти-
ческой разработки: выбор лекарственной формы, 
разработка состава и технологии лекарственного 
препарата, в том числе с использованием методов 
математического планирования и моделирования, 
обеспечение биодоступности лекарственных средств 
с низкой проницаемостью и растворимостью, стан-
дартизация фармацевтической субстанции и ле-
карственного препарата с применением широкого 
спектра аналитических методов, использование 
современных технологий и цифровых инноваций 
с целью повышения эффективности производства 
и обеспечения качества продукции. Результаты на-
учных исследований в процессе фармацевтической 
разработки выступают неотъемлемой частью обще-
го технического документа, формируемого в целях 
регистрации лекарственного препарата.

Применение указанных подходов в России опи-
рается на современную регуляторную базу — норма-
тивные правовые акты Евразийского экономическо-
го союза, которые существенно изменили требования 
к обращению лекарственных средств. С 1 января 
2021 г. регистрация лекарственных препаратов для 
медицинского применения осуществляется в соот-

ветствии с Правилами, утверждёнными решением 
Совета Евразийской экономической комиссии от 
3 ноября 2016 г. № 78 и установившими подачу 
регистрационного досье в современном формате 
общего технического документа. Решениями Совета 
ЕЭК утверждены актуальные правила Союза, опре-
деляющие требования ко всему жизненному циклу 
лекарственного препарата — так называемые надле-
жащие практики: лабораторная (GLP), клиническая 
(GCP), производственная (GMP), дистрибьюторская 
(GDP), практика фармаконадзора (GVP).

Одновременно евразийское регулирование пре-
доставляет и новые возможности в отношении до-
ступа к лекарственным препаратам. В соответствии 
с указанными Правилами регистрации (раздел VII 
«Установление пострегистрационных мер») может 
быть осуществлён вывод на рынок лекарственных 
препаратов с учётом одного из возможных режимов: 
регистрация лекарственного препарата в исклю-
чительных случаях (при невозможности провести 
исследования в регулярном формате), условная реги-
страция лекарственного препарата (для обеспечения 
неудовлетворённых медицинских потребностей с обя-
зательством завершить необходимые исследования).

В связи с этим стратегическая миссия журнала 
заключается в его становлении как платформы, 
объединяющей все этапы разработки современных 
лекарственных средств с учётом актуальных регуля-
торных требований и перспективных достижений 
науки. Нам необходимо создать среду, где меди-
цинский химик, биохимик, фармаколог, генетик, 
биоинформатик, токсиколог, технолог, аналитик и 
клиницист смогут говорить на одном языке и видеть 
конечный результат своей работы в контексте общей 
цели — создания качественного, эффективного и 
безопасного лекарственного препарата.

Расширение тематического спектра и новые спе-
циальности / Expansion of the subject range  

and new specialties

Логическим следствием указанной миссии вы-
ступает расширение тематики журнала. С текущего 
года мы начинаем активно принимать и публиковать 
статьи по трём новым для нас специальностям, по 
которым присуждаются учёные степени, органич-
но дополняя существующую специальность 3.3.6. 
Фармакология, клиническая фармакология:

1.4.16. Медицинская химия;
3.4.1. Промышленная фармация и технология по-

лучения лекарств;
3.4.2. Фармацевтическая химия, фармакогнозия.
Включение данных направлений — не механи-

ческое расширение рубрик. Это создание сквозного 
«конвейера» публикаций: от in silico моделирова-
ния лекарственных средств через in vitro, in vivo и  
ex vivo исследования эффективности и безопасно-
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сти на животных, разработку состава и технологии 
лекарственного препарата, стандартизацию лекар-
ственного средства (фармацевтической субстанции  
и лекарственного препарата) и далее — к трансфе-
ру технологии на промышленную площадку инду-
стриального партнёра, клиническим исследованиям,  
а также мониторингу эффективности и безопасности 
лекарственных препаратов, находящихся в обращении.

Мы надеемся, что такой подход привлечёт  
в журнал широкий круг исследователей, работающих 
над созданием оригинальных, воспроизведённых и био-
аналоговых (биоподобных) лекарственных препаратов.

Ребрендинг: смена парадигмы и поиск нового 
имени / Rebranding: A paradigm shift and the search 

for a new name

Соответствие новым специальностям неизбежно 
ставит вопрос о смене названия. Текущее название 
«Фармакокинетика и фармакодинамика», являясь 
нашим брендом и историческим наследием, в гла-
зах химика, технолога и аналитика может создавать 
барьер. В связи с этим для достижения амбициозной 
цели — стать лидером среди отечественных журналов 
по всем аспектам создания лекарственных средств — 
нам необходим ребрендинг.

Мы рассматриваем этот процесс максимально 
взвешенно. На первом этапе возможен компро-
миссный вариант: сохранение основного названия 
с добавлением подзаголовка, раскрывающего новые 
тематики. Это позволит сохранить преемственность 
индексации и плавно подвести читателей к переменам.

Кадровые изменения и редакционная политика / 
Personnel changes and editorial policy

Стратегия невозможна без изменений в команде.  
В состав редколлегии введены ведущие специалисты — 
доктора наук по каждой из указанных специально-

стей, по которым присуждаются учёные степени. Это 
обеспечит компетентную экспертизу статей на входе. 
Мы также планируем расширить состав редколлегии 
с привлечением авторитетных зарубежных учёных.

Кроме того, мы пересматриваем редакционную 
политику в части конфликта интересов и коммерче-
ских названий. Полагаем целесообразным использо-
вать в заголовках и по тексту статей международные 
непатентованные, химические или группировочные 
наименования лекарственных средств. Исполь-
зование торговых наименований лекарственных 
препаратов возможно (например, в разделе «Мате-
риалы и методы» или в случае исследований био-
эквивалентности) с декларированием источников 
финансирования. Мы внедряем политику незави-
симого рецензирования работ членов редколлегии, 
чтобы исключить конфликт интересов и повысить 
доверие к публикуемым материалам.

Заключение / Conclusion

Дорогие коллеги, мы стоим на пороге больших 
перемен. Превращение журнала «Фармакокинетика и 
фармакодинамика» в ведущую междисциплинарную 
платформу полного цикла создания лекарств — это 
не административная задача, а наш общий истори-
ческий шанс. Шанс консолидировать российское 
научное сообщество, создать авторитетный канал 
коммуникации между фундаментальной наукой и 
практической медициной, и, наконец, занять достой-
ное место на международной арене. Приглашаю вас 
к сотрудничеству, дискуссии и активному участию 
в жизни нашего общего журнала.

Главный редактор журнала 
«Фармакокинетика и фармакодинамика»  

д. фарм. н., профессор В.Л. Дорофеев



¹ 1. 2026 7 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

ОТ ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА
FROM EDITOR-IN-CHIEF

Подходы к экспериментальному моделированию  
нейровоспаления при нейродегенеративных  

заболеваниях: часть 2 — генетические модели
Фирстова Ю. Ю., Абдуллина А. А., Васильева Е. В., Зайнуллина Л. Ф.

 ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  
Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Применение генетических моделей для изучения нейровоспаления (НВ) затрагивает вопросы в области фармакологии, нейробиологии, иммуно-

логии и генной инженерии. Генетические модели необходимы для имитации конкретных молекулярных путей НВ, изучения причинно-следственных 
связей между функционированием генома, патологией и поведением, доклинической оценки терапевтических стратегий, направленных на специ- 
фические мишени. В настоящее время основные стратегии создания генетических моделей нацелены на воспроизведение ключевых патологий 
(модели с экспрессией мутантных форм генов предшественника амилоида (APP) и пресенилинов (PS) (APP/PS1, 5xFAD, 3xTg-AD, PDAPP, APP23, Tg2576); 
модели с экспрессией мутантных форм тау-белка (МАРТ-трансгенные мыши, rTg4510, PS19, P301S) и белка клеточного некроптоза MLKL( Tg-Mlkl-/-); 
модели, нацеленные на иммунные клетки ЦНС (CX3CR1-GFP/+, hM3Dq/hM4Di (DREADD), нокауты TREM2-ko) и конструирование трансгенных моделей 
животных с провоспалительным фенотипом (IL-1βXAT, гиперэкспрессия p25, нокауты фактора роста нервов (NGF)). 

Ключевые слова: нейровоспаление; генетические модели; β-амилоидный пептид; APP; пресенилин; тау-белок; NGF
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Approaches to experimental modeling of neuroinflammation in neurodegenerative diseases: part 2 — genetic models
Julia Yu. Firstova, Aliya А. Abdullina, Ekaterina V. Vasileva, Liana F. Zainullina

Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 
The use of genetic animal models plays a critical role in understanding the origin and biology of neuroinflammation and requires the involvement of 

pharmacology, neurobiology, immunology, and genetic engineering. Genetic models are crucial for mimicking particular molecular pathways of neuroinflammation 
and understanding the causal relationship between genotype, pathology, and behavior, that are impossible in postmortem or preclinical studies.

Nowadays the majority of strategies for creating genetic models focused on reproduction of certain pathological processes — transgenic models with 
mutant form of human amyloid precursor protein (APP) or the presenilin 1 (PS1) gene (e.g. APP/PS1, 5xFAD, 3xTg-AD, PDAPP, APP23, Tg2576), transgenic 
models expressing human tau-protein (e.g. rTg4510, PS19, P301S), models targeting CNS immune cells (e.g. CX3CR1-GFP/+, hM3Dq/hM4Di (DREADD), 
Trem2 ko), and transgenic animal models with proinflammatory phenotype (e.g. IL-1βXAT, overexpression of p25, knockout of nerve growth factor (NGF)).
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АНАЛИТИЧЕСКАЯ СТАТЬЯ
ANALYTICAL ARTICLE

Введение / Introduction

Преимуществом генетических моделей в сравне-
нии с классическими животными моделями заболе-
ваний является высокая специфичность, позволяю-
щая воздействовать на один ген или биохимический 
путь, что является перспективной платформой для 
тестирования таргетных биопрепаратов (антител к 
цитокинам, малых молекул), однако нужно учиты-
вать и ряд ограничений: 

– видоспецифичность иммунной системы чело-
века и мыши, макроглия существенно различается 
по профилю экспрессии генов и ответу на стимулы;

– упрощение патологии: нейродегенератив-
ные болезни у человека — многофакторные, и одна 
мутация не может воспроизводить всего спектра 
патологического состояния;

– проблема «суперпатологии»: чрезмерная экс-
прессия гена может приводить к артефактам, не 
релевантным для человека;
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– во многих моделях сложно определить, яв-
ляется ли воспаление триггером или следствием 
нейродегенерации; 

– отсутствие старения как ключевого фактора 
риска: большинство исследований проводят на мо-
лодых животных, тогда как у человека нейровоспа-
ление (НВ) прогрессирует с возрастом. 

В этой статье (часть 2) мы обсудим основные 
генетические модели НВ и опишем их особенности.

Трансгенные модели, воспроизводящие ключевые 
патологии

Модели, направленные на экспрессию мутантных 
форм генов предшественника амилоида (APP) и пресе-
нилинов (PS). Воспроизводят амилоидоз, активацию 
микроглии (фенотип «болезни-ассоциированной 
микроглии» — DAM) и астроглиоз.

Мыши PDAPP — одна из первых трансгенных 
моделей болезни Альцгеймера (БА), характеризу-
ется гиперэкспрессией человеческого амилоидного 
предшественника APP (amyloid precursor protein) с 
мутацией V717F под контролем промотора PDGF-β. 
В результате наблюдается 18-кратное увеличение 
уровня РНК гена APP и 10-кратное увеличение кон-
центрации белка APP, что в свою очередь приводит 
к накоплению Aβ. Особенностью данной модели 
является многократное увеличение концентрации 
Aβ42 — формы β-амилоида, более склонной к агре-
гации в области коры и гиппокампа, с последующей 
активацией астроцитов и микроглии, что, в свою 
очередь, вызывает НВ и нейродегенерацию [1]. 

APP/PS1 мыши экспрессируют химерный че-
ловеческий/мышиный APP с мутациями семейной 
формы БА. Эти мутации способствуют быстрому и 
устойчивому накоплению Aβ, что приводит к про-
должительной нейровоспалительной реакции и 
синаптической дисфункции в областях отложения 
сенильных бляшек и амилоидных агломератов [2].

5xFAD — линия трансгенных мышей, полученная 
путём введения двух генов человека с пятью мутаци-
ями. Модельные животные сверхэкспрессируют му-
тантный APP человека (А4) 695 со шведской (K670N, 
M671L), флоридской (I716V) и лондонской (V717I) 
мутациями семейной болезни Альцгеймера, и PS1 
человека, содержащий две мутации FAD — M146L 
и L286V. Экспрессия обоих трансгенов регулируется 
нейронспецифическими элементами мышиного 
промотора thy1 [3]. У мышей 5xFAD наблюдается 
повышенная экспрессия АРР, коррелирующая с 
ускоренным отложением амилоидных фрагментов 
Aβ1-40 и Aβ1-42 в головном мозге и спинномозговой 
жидкости, которая быстро увеличивается с возрас-
том. Гистологический анализ коры головного мозга и 
гиппокампа выявил значительное количество бляшек 
и образование нейрофибрилярных клубков, сопро-
вождающееся сильным НВ. Эти патологические 

признаки также значительно усиливаются с возрас-
том. Примерно на третьем месяце жизни одновре-
менно с образованием бляшек начинает развиваться 
астроглиоз и микроглиоз. У 5xFAD мышей снижены 
уровни белка синаптического маркера, повышены 
уровни p25, наблюдаются нейродегенеративные и 
когнитивные нарушения [4].

APP23. Животные этой модели экспрессируют 
человеческий APP 751 со шведской двойной мута-
цией (K670N/M671L) под влиянием нейронспеци-
фического мышиного промотора thy1, в результате 
экспрессия человеческого APP увеличивается в семь 
раз по сравнению с эндогенным содержанием APP у 
мышей дикого типа. Мыши APP23 характеризуются 
образованием в гиппокампе и неокортексе более 
устойчивых амилоидных бляшек, продукция которых 
экспоненциально растёт по мере старения. Данные 
отложения сопровождаются НВ, синаптической 
дисфункцией, утратой нейронов и гиперфосфори-
лированием тау-белка [5]. 

Tg2576 — ещё одна модель, гиперэкспрессиру-
ющая человеческий APP с двойной шведской му-
тацией, регулируемая промотором гена прионного 
белка хомяка. Эта мутация увеличивает продукцию 
β-амилоида обеих форм — Aβ42 и Aβ40. Tg2576 мыши 
демонстрируют относительно медленный темп об-
разования амилоидных бляшек, сопровождающийся 
дефицитом антиоксидантов в неокортексе — глута-
тионпероксидазы 1 (GPX1), супероксиддисмутазы -1 
и -2, а также наблюдаются глиоз, астроцитоз, на-
рушение обмена глюкозы и нейроденегеративные 
нарушения [6]. 

3xTg-AD представляет собой одну из наиболее 
биологически значимых моделей животных, опи-
санных на сегодняшний день, поскольку она вос-
производит все гистопатологические и поведенче-
ские признаки БА. Мыши 3xTg-AD содержат три 
генетических локуса, связанных с БА: человеческий 
PS1 M146V, человеческий APPSWE K670M/N671L 
и человеческий тау-белок P301L. У этих мышей на-
блюдаются патологии как в виде бляшек, так и в виде 
клубочков. Отложение Aβ прогрессирует, и в некото-
рых областях мозга уже в возрасте 3–4 месяцев обна-
руживается внутриклеточная иммунореактивность. 
Внеклеточные отложения Aβ появляются в возрасте 
6 месяцев в лобной коре головного мозга и стано-
вятся более обширными к 12 месяцам. Изменения с 
тау-белком происходят поздно; к 12–15-месячному 
возрасту в гиппокампе обнаруживаются скопления 
конформационно изменённого и гиперфосфорили-
рованного тау-белка. У этих мышей наблюдается 
дисфункция синаптической пластичности, включая 
дефицит долговременной потенциации (LTP), ко-
торый возникает до отложения внеклеточного Aβ, 
и когнитивные нарушения проявляются примерно 
в возрасте 3–4 месяцев [7]. 
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Модели с экспрессией мутантных форм тау-белка 
(МАРТ-трансгенные мыши) и белка клеточного  

некроптоза MLKL (Mixed-lineage kinase domain-like)
P301S — это генетическая модель мышей с му-

тацией P301S в гене тау-белка (MAPT), экспрес-
сирующая 383 изоформу человеческого тау-белка 
под влиянием мышиного промотора thy1. Для нее 
характерно накопление агрегатов тау-белка, нейро-
фибриллярных клубков, атрофия мозга, когнитивные 
нарушения и дисфункция двигательной системы. 
Уже на третьем месяце жизни у мышей наблюдается 
потеря синапсов в гиппокампе вследствие патоло-
гической активации микроглии и НВ [8, 9]. 

rTg4510 мыши экспрессируют человеческий тау-
белок, содержащий мутацию P301L, которая была 
связана с лобно-височной деменцией, и они ими-
тируют признаки человеческой тауопатии, вклю-
чая гиперфосфорилирование тау-белка, потерю 
нейронов и ухудшение памяти. Эта модель демон-
стрирует устойчивую агрегацию тау-белка и нейро-
дегенерацию, однако несколько факторов, помимо 
сверхэкспрессии hTau, усложняют интерпретацию 
результатов. Следует учитывать возможность по-
бочных эффектов, возникающих в результате вве-
дения трансгена в локус Fgf14. Нарушение работы 
этого гена, критичного для возбудимости нейронов, 
может независимо способствовать некоторым на-
блюдаемым поведенческим нарушениям, особенно 
тем, которые связаны с координацией движений и 
исследовательским поведением [10].

PS19 — трансгенные мыши PS19 сверхэкспрес-
сируют человеческую изоформу тау-белка, T34 и 
4 домен связывания с микротрубочками (1N4R) 
тау-белка с мутацией P301S под регуляторным кон-
тролем мышиного прионного промотора. Мыши 
PS19 являются популярной моделью для изуче-
ния патологии, агрегатов тау-белка, а также других 
симптомов, связанных с БА, таких как возрастные 
когнитивные нарушения. Нейродегенеративное 
заболевание у мышей PS19 обусловлено p16INK4a-
экспрессирующими эндотелиальными клетками  
и микроглией [11].

Tg-Mlkl−/− образованы путём скрещивания мы-
шей с нокаутом по белку клеточного некроптоза 
MLKL и трансгенных мышей с мутацией SNCA A53T. 
Эта новая модель точно имитирует прогрессирующие 
признаки болезни Паркинсона. Эксперименты in 
vitro показали, что ингибирование MLKL снижает 
гибель клеток, вызванную 6-гидроксидофамином и 
TNF-α или токсичными предварительно сформи-
рованными фибриллами α-Syn (PFF). Более того, 
снижение уровня MLKL приводило к улучшению 
двигательных симптомов, уменьшению НВ и сни-
жению экспрессии фосфорилированного α-Syn  
в областях чёрной субстанции (SN), коры голов-
ного мозга и полосатого тела трансгенных мышей 
A53T [12]. 

Модели, нацеленные на иммунные клетки ЦНС
CX3CR1-GFP/+ (и аналоги) — генетическая мо-

дель, которая используется для изучения роли ре-
цептора хемокина CX3CR1 в НВ. Модель исполь-
зуется как инструмент для визуализации активно-
сти моноцитов в мозге и иллюстрирует потенциал 
многофункционального флуоресцентного метода 
на основе Cx3cr1 (gfp/+) для анализа функции моно-
цитов in vivo [13].

hM3Dq/hM4Di (DREADD) в клетках микроглии 
позволяет хемогенетически активировать или пода-
влять специфические популяции иммунных клеток 
и изучать последствия для нейронов и поведения. 
DREADD-технология основана на создании мо-
лекул, активирующих клеточную сигнализацию 
мускариновых рецепторов. Модифицированная 
форма мускаринового рецептора человека M3 — 
hM3Dq (DREADD, связанный с Gq) используется 
для усиления нейрональной активности, в то время 
как hM4Di (DREADD, связанный с Gi/o) использу-
ется для подавления нейрональной активности [14].

TREM2-ko — генетическая модель НВ, в которой 
нокаутирован ген TREM2. TREM2 — трансмембран-
ный белок, который экспрессируется исключительно 
в микроглии головного мозга. Редкие варианты 
мутаций R47H, R62H и H157Y в гене TREM2 по-
вышают риск позднего начала БА. Модель мышей 
с нокаутом TREM2 R47H используется для изучения 
демиелинизации. Модель TREM2 H157Y — для изу-
чения развитии амилоидоза [15].

Модели системного воспаления, влияющего на мозг
Трансгенные животные с провоспалительным фе-

нотипом (IL-1β, p25, NGF)
IL-1βXAT — трансгенные мыши, гиперэкспрес-

сирующие человеческий IL-1β. Характерным прояв-
лением НВ является повышенная продукция IL-1β, 
что приводит к развитию микроглиоза и астроглиоза 
с хроническим повышением уровня провоспалитель-
ных цитокинов. Отличительной особенностью этой 
модели является отсутствие нейродегенеративных 
изменений в мозге, не изменяется синтез предше-
ственника β-амилоида, несмотря на наличие когни-
тивных нарушений. Данная модель может служить 
для воспроизведения НВ без нейродегенеративных 
изменений [16]. 

Трансгенная модель с гиперпродукцией субъединицы 
p25 циклинзависимой киназы 5 (CDK5). В норме в клет-
ках головного мозга экспрессируется субъединица 
р35, которая, образуя комплекс с CDK5, участвует в 
кортикогенезе, регуляции метаболизма синаптиче-
ских везикул, высвобождении нейротрансмиттеров 
и передаче сигналов. При патологии активируется 
расщепление субъединицы р35 до р25 за счёт воз-
действия кальций-зависимой киназы, что приводит 
к дисрегуляции CDK5 и развитию нейротоксических 
эффектов. У мышей с гиперпродукцией р25 раз-
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вивается НВ, гиперфосфорилирование тау-белка, 
когнитивный дефицит и накопление амилоида.  
В исследованиях на модели показано, что генети-
ческий нокдаун CDK5 может предотвращать об-
разование нерастворимого тау-белка в гиппокампе 
и ухудшение пространственной памяти у мышей с 
гиперпродукцией р25 [17].

Модели с дефицитом NGF (нокауты NGFR100W) — 
в основе данной модели лежит создание трансгенных 
животных, с мутацией в гене фактора роста нервов 
(NGF). У таких животных наблюдается развитие 
нейродегенеративных процессов, которые характе-
ризуются дефицитом зрительного распознавания и 
пространственной памяти, дегенерацией нейронов, 
холинергическим дефицитом, гиперфосфорилиро-
ванием тау-белка и появлением бляшек β-амилоида. 
На биохимическом уровне также наблюдается экс-
прессия ряда провоспалительных цитокинов, таких 
как IL-1β, TNF-α и IFN-γ-индуцированная АТФаза, 
за счёт развития аутоиммунной реакции [18]. 

Заключение / Conclusion

Современные генетические модели — это мощ-
ный, но ещё несовершенный инструмент для ис-
следования нейробиологии и фармакологической 
коррекции НВ. Экспертный анализ требует чёткого 
понимания, какой конкретный аспект НВ и на ка-
кой стадии изучается, учёта видовых ограничений 
и артефактов модели. Поэтому для отражения более 
полной картины многофакторного процесса ней-
ровоспаления необходимо сочетание генетических 
подходов с другими методами. Перспективным 
направлением в моделировании НВ является ком-
бинация генетических и химических триггеров, 
например, индукция нейропатологии системным 
воздействием токсинов на организм животных, 
подвергшихся генетической коррекции.
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Изучение нейропротекторного действие дипептидных  
миметиков NT-3 соединений ГТС-301 и ГТС-302  

на экспериментальной модели ишемического инсульта
Никифоров Д. М., Поварнина П. Ю., Гудашева Т. А.

ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  
Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Инсульт является одной из основных причин смертности и инвалидизации в мире, в связи с чем актуальна разработка новых средств его фарма-

котерапии. Белки семейства нейротрофинов (NGF, BDNF, NT-3, NT-4) являются эндогенными нейропротекторами, а также способствуют нейрорегене-
рации. Проблемы клинического применения нейротрофинов (низкая биодоступность, риск развития побочных эффектов) могут быть преодолены с 
помощью создания их фармакологически пригодных низкомолекулярных миметиков. В ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских 
и фармацевтических технологий» были сконструированы и синтезированы на основе β-изгиба 4-й петли NT-3 его димерные дипептидные миметики 
соединения ГТС-301 (гексаметилендиамид бис-(N-моносукцинил-L-аспарагинил-L-аспарагина)) и ГТС-302 (гексаметилендиамид бис-(N-γ-оксибутирил-
L-глутамил-L-аспарагина)).

Целью  настоящего исследования было выявление возможной нейропротекторной активности у ГТС-301 и ГТС-302 на модели ишемического ин-
сульта на крысах, индуцированного окклюзией средней мозговой артерии (ОСМА). Дипептиды вводили внутрибрюшинно в дозе 1 мг/кг в течение 7 дней, 
первое введение было через 4 ч после моделирования ОСМА. На 3-и и 6-е сутки оценивали неврологический статус животных в тесте стимулирования 
конечностей, на 7-е сутки регистрировали объём инфаркта мозга с помощью морфометрии срезов, окрашенных хлоридом 2,3,5-трифенилтетразолия.

Результаты. Было установлено, что ГТС-302 снижает объём инфаркта мозга на 39 % по сравнению с нелечеными животными и статистически значимо 
улучшает неврологический статус на 3-и сутки после ОСМА. Соединение ГТС-301 было не активно. Различия в активности изученных соединений на 
модели ОСМА могут быть связаны с тем, что, как было ранее установлено in vitro, ГТС-302 активирует, подобно полноразмерному NT-3, все основные 
пути трансдукции сигнала нейротрофиновых Trk рецепторов — PI3K/Akt, MAPK/ERK и PLC-γ1, а ГТС-301 — только MAPK/ERK и PLC-γ1. Полученные  
в настоящем исследовании данные, а также результаты ранее проведённых нами исследований нейропротекторной активности дипептидных миме-
тиков NGF и BDNF в тех же условиях свидетельствуют о важности активации PI3K/Akt для проявления нейропротекторной активности дипептидных 
миметиков нейротрофинов на модели ОСМА. 

Ключевые слова: нейротрофины; NT-3; димерные дипептидные миметики; ишемический инсульт; нейропротекция
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Study of the neuroprotective effect of NT-3 dipeptide mimetics GTS-301 and GTS-302 on an experimental model of ischemic stroke

Dmitrii M. Nikiforov, Polina Yu. Povarnina, Tatiana A. Gudasheva
 Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract
Stroke is a leading cause of mortality and disability worldwide, so the development of new agents for its pharmacotherapy remains highly relevant. 

The proteins of the neurotrophin family (NGF, BDNF, NT-3, NT-4) act as endogenous neuroprotectors and promote neuroregeneration. Issues related to the 
clinical application of neurotrophins (low bioavailability, risk of side effects) may be overcome by creating pharmacologically suitable low-molecular-weight 
mimetics. In the Federal Research Center for Innovator and Emerging Biomedical and Pharmaceutical Technologies, two dimeric dipeptide mimetics of 
NT-3 compounds GTS-301 (bis-(N-monosuccinyl-L-asparaginyl-L-asparagine) hexamethylenediamide) and GTS-302 (bis-(N-γ-hydroxybutyryl-L-glutamyl-L-
asparagine) hexamethylenediamide) were designed and synthesized based on the β-turn of the 4th loop of NT-3.

The objective of the present study was to identify the potential neuroprotective activity of GTS-301 and GTS-302 using a rat model of ischemic stroke 
induced by middle cerebral artery occlusion (MCAO). The dipeptides were administered intraperitoneally at a dose of 1 mg/kg for 7 days, with the first 
injection occurring 4 hours after MCAO modeling. Neurological status was measured on days 3 and 6 using a limb-placing test, and brain infarct volume 
was recorded on day 7 via morphometry of 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride stained sections.

It was established that GTS-302 reduces brain infarct volume by 39 % compared to untreated animals and statistically significantly improves neurological 
status on day 3 after MCAO. Compound GTS-301 was inactive. The differences in the activity of the studied compounds in the MCAO model may be attributed 
to the fact that, as previously determined in vitro, GTS-302, similarly to full-length NT-3, activates all major signal transduction pathways of neurotrophin Trk 
receptors (PI3K/Akt, MAPK/ERK, and PLC-γ1), whereas GTS-301 activates only MAPK/ERK and PLC-γ1.

The data obtained in this study, along with results from our previous investigations of the neuroprotective activity of NGF and BDNF dipeptide mimetics 
under the same conditions, indicate the importance of PI3K/Akt pathway activation for the manifestation of neuroprotective activity by neurotrophin 
dipeptide mimetics in the MCAO model.
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Введение / Introduction

Инсульт является второй по распространённости 
среди неинфекционных заболеваний причиной смерт-
ности и одной из основных причин инвалидизации 
в мире. В 2021 году было зарегистрировано около  
12 миллионов инсультов, больше половины из ко-
торых привели к смерти [1]. Такая неутешительная 
статистика демонстрирует актуальность разработки 
новых средств фармакотерапии инсульта. В этой связи 
большое внимание привлекают эндогенные белки 
семейства нейротрофинов (NGF, BDNF, NT-3, NT-4), 
обладающие нейропротекторными и нейрорегенера-
тивными свойствами [2, 3]. 

Физиологические эффекты нейротрофинов в ос-
новном опосредованы специфическими тирозинки-
назными Trk рецепторами — TrkA, TrkB и TrkC [4]. 
Разные популяции нейронов экспрессируют все или 
только отдельные типы Trk рецепторов, при этом боль-
шинство нейронов экспрессирует хотя бы один тип этих 
рецепторов [5, 6]. В отличие от других нейротрофинов, 
NT-3 взаимодействует не только со своими специфи-
ческими TrkC рецепторами, но также с TrkA и TrkB [7], 
что свидетельствует о возможности нейропротекции в 
отношении большинства популяций нейронов. 

Нейропротекторные эффекты NT-3 были выяв-
лены на in vivo модели ишемического инсульта, ин-
дуцированного окклюзией средней мозговой артерии 
(ОСМА). В работе [8] было показано, что внутримоз-
говое введение крысам вирусного вектора, несущего 
ген NT-3, за 3 дня до моделирования ОСМА приво-
дило к снижению объёма инфаркта мозга на 40 % и к 
улучшению неврологического статуса с 1-го по 28-й 
день после операции. Нанесение NT-3 (10 мкг в физио-
логическом растворе) на поверхность повреждённого 
полушария мозга крыс во время моделирования ОСМА 
способствовало снижению объёма ишемического 
повреждения на 60 % по сравнению с нелечеными 
животными, а также значительно снижало некроз и 
апоптоз в ишемизированной области [9]. У NT-3 были 
выявлены также нейрорегенеративные эффекты на 
модели ишемического повреждения сенсомоторной 
коры крыс, представляющей переднюю лапу [10]. 
Было установлено, что введение NT-3 в составе ви-
русного вектора в мышцы повреждённой лапы через 
24 ч после моделирования ишемии способствовало 
прорастанию аксонов кортикоспинальных нейронов 
из коры неповреждённого полушария в спинной мозг, 
что сопровождалось восстановлением чувствительно-

сти и двигательных функций повреждённой передней 
лапы [10]. В исследованиях in vitro было показано, что 
ингибирование экспрессии NT-3 в культуре крысиных 
кортикальных нейронов в условиях кислородного-
глюкозного голодания усиливает их апоптоз [11]. Эти 
данные также свидетельствуют о нейропротекторных 
свойствах NT-3 при церебральной ишемии.

Поскольку клиническое применение нейротро-
финов ограничено их низкой биодоступностью и 
риском развития серьёзных побочных эффектов [12, 
13], рядом исследовательских групп разрабатываются 
их низкомолекулярные фармакологически пригодные 
миметики. В то время как некоторые низкомолеку-
лярные миметики NGF и BDNF хорошо охаракте-
ризованы и находятся на стадиях доклинических и 
клинических исследований как средства лечения 
неврологических заболеваний [14], в доступной ли-
тературе на настоящий момент нет данных об in vivo 
эффектах миметиков NT-3.

В лаборатории пептидных биорегуляторов 
ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных 
биомедицинских и фармацевтических технологий» 
были сконструированы и синтезированы на осно-
ве β-изгиба 4-й петли NT-3 его димерные дипеп-
тидные миметики соединения ГТС-301 (гексамети-
лендиамид бис-(N-моносукцинил-L-аспарагинил-
L-аспарагина)) и ГТС-302 (гексаметилендиамид 
бис-(N-γ-оксибутирил-L-глутамил-L-аспарагина)).  
В экспериментах in vitro с помощью Вестерн-блот 
анализа на мышиных гиппокампальных клетках ли-
нии HT-22 было установлено, что оба соединения 
активируют TrkC и TrkB рецепторы [15, 16]. При этом 
ГТС-302, подобно полноразмерному NT-3, активи-
рует все их основные пути трансдукции сигнала — 
PI3K/Akt, MAPK/ERK и PLC-γ1, а ГТС-301 — 
только MAPK/ERK и PLC-γ1 [17]. Оба дипептида  
в микро-наномолярных концентрациях защищали клет-
ки HT-22 от гибели в условиях окислительного стресса  
и глутаматной токсичности [15, 16]. 

Целью настоящего исследования было выявление 
возможной нейропротекторной активности у ГТС-301  
и ГТС-302 на модели ишемического инсульта на кры-
сах, индуцированного ОСМА.

Материалы и методы / Materials and Methods

Вещества. Соединения ГТС-301 (гексаметилен-
диамид бис-(N-моносукцинил-L-аспарагинил-L-
аспарагина)) и ГТС-302 (гексаметилендиамид бис-
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(N-γ-оксибутирил-L-глутамил-L-аспарагина)) были 
получены в лаборатории пептидных биорегуляторов 
отдела химии лекарственных средств ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и 
фармацевтических технологий» как описано в рабо-
тах [15, 16]. Хлоралгидрат и формалин - производства 
PanReac Applichem (США), хлорид 2,3,5-трифенилтетра-
золия (ТТХ) — производства HiMedia Laboratories (Ин-
дия), Tween-80 — производства ICN Biomedicals (США).

Животные. Исследование проведено на 33 крысах-
самцах линии Wistar массой 230–260 г, полученных 
из Филиала «Андреевка» ФГБУН «Научный центр 
биомедицинских технологий» ФМБА России. Жи-
вотных содержали в условиях вивария при свободном 
доступе к пище и воде и при естественной смене све-
тового режима. Эксперименты с животными прово-
дили в соответствии с Решением Совета Евразийской 
экономической комиссии от 3 ноября 2016 г. № 81 
«Об утверждении Правил надлежащей лаборатор-
ной практики Евразийского экономического союза 
в сфере обращения лекарственных средств», межго-
сударственным стандартам серии «Руководство по 
содержанию и уходу за лабораторными животными» 
ГОСТ 33215-2014 и ГОСТ 33216-2014 (Приложение А 
к Европейской конвенции о защите Позвоночных 
животных, используемых в экспериментах и в других 
научных целях (ETS N 123)). Проведение исследова-
ния одобрено Комиссией по биомедицинской эти-
ке ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных 
биомедицинских и фармацевтических технологий» 
(протокол № 2 от 30 января 2023 г.).

Моделирование ишемического инсульта. Ишемиче-
ский инсульт моделировали с помощью внутрисосу-
дистой транзиторной ОСМА [18]. Все хирургические 
манипуляции осуществлялись с помощью титановых 
микрохирургических инструментов. Животных вво-
дили в наркоз с помощью 5 % раствора хлоралгидрата 
в физиологическом  растворе (350 мг/кг, в/б). Произ-
водили срединный разрез в вентральной области шеи 
и выделяли с правой стороны сонный треугольник, 
образованный сверху двубрюшной мышцей, лате-
рально — грудино-ключично-сосцевидной мышцей 
и медиально — грудино-подъязычной мышцей. Затем 
грудино-подъязычную и грудино-подъязычно-сосце-
видную мышцы рассекали, для того чтобы открыть 
доступ к общей сонной артерии. Осторожно отделяли 
от сонной артерии блуждающий нерв и временно на-
кладывали микрохирургическую сосудистую клипсу на 
1,5 см ниже её бифуркации. Далее аккуратно выделяли 
из тканевых спаек внешнюю и внутреннюю сонные 
артерии. Внешнюю сонную артерию необратимо 
перекрывали при помощи хлопчатобумажной нити 
на расстоянии 0,5 см от бифуркации. Изолировали 
крылонёбную артерию от сопутствующих тканей и 
коагулировали её электрокаутером для предотвра-
щения чрезмерного кровотечения. На внутреннюю 
сонную артерию временно накладывали викриловую 

нить и неплотно затягивали, после чего перерезали 
внешнюю сонную артерию проксимальнее наложения 
хлопчатобумажной нити. Через образовавшуюся после 
разреза культю проводили монофиламент, представ-
лявший собой нейлоновую нить диаметром 0,25 мм, 
которая на 2/3 длины была покрыта силиконом. Ос-
лабляли узел викриловой нити на внутренней сонной 
артерии и продвигали монофиламент по сосуду на 
расстояние 19–21 мм от бифуркации до перекрытия 
средней мозговой артерии, после чего фиксировали 
его микрососудистой клипсой. Время перекрытия 
средней мозговой артерии составляло 60 мин, по 
истечению которых монофиламент аккуратно мед-
ленно извлекали из сосуда, разрез внешней сонной 
артерии закрывали путём коагуляции электрокауте-
ром до полной герметичности. Внутреннюю сонную 
артерию освобождали от викриловой нити, а ствол 
общей сонной артерии от микрососудистого зажима, 
что приводило к полной реперфузии.

Ложнооперированные животные подвергались тем 
же хирургическим манипуляциям, за исключением 
перерезания внешней сонной артерии и введения 
монофиламента. Срединный разрез шеи зашивали 
хлопчатобумажной нитью и обрабатывали стрептоци-
дом. Температуру тела животных во время операции и 
до выхода из наркоза поддерживали на уровне 37 °C 
при помощи согревающего коврика.

Крыс случайным образом разделили на 4 группы — 
ложная операция (ЛО, n = 8), окклюзия средней 
мозговой артерии (ОСМА, n = 8), ОСМА+ГТС-301  
(n = 8) и ОСМА+ГТС-302 (n = 9). Дипептид ГТС-302 
растворяли в воде для инъекций; ГТС-301 ввиду его 
плохой растворимости в воде суспензировали в 1 % 
растворе Tween-80 в воде для инъекций. Доза ГТС-302 
(1 мг/кг, внутрибрюшинно (в/б)) была выбрана на 
основании ранее проведённых исследований его фар-
макологической активности [12], ГТС-302 вводили 
в той же дозе (1 мг/кг, в/б). Дипептиды вводили в/б 
1 раз в день в течение 7 суток, первое введение было 
через 4 ч после моделирования инсульта. Крысы из 
групп л.о. и ОСМА получали в том же режиме воду 
для инъекций. Объём введения составлял 2 мл на 1 кг 
массы тела крыс. На 3-и и 6-е сутки после операции 
регистрировали неврологический статус. На 7-е сутки 
определяли объём инфаркта мозга. Дизайн исследо-
вания приведен на рисунке 1.

Регистрация неврологического дефицита. Невроло-
гический дефицит оценивали в модифицированном 
тесте стимулирования конечностей [19], который 
изначально был описан De Ryck M, et al. [20]. Данный 
тест заключается в оценке ответа задних и передних 
конечностей на тактильную и проприоцептивную 
стимуляцию и состоит из 7 различных испытаний для 
левой и правой стороны тела. Испытания оценивались 
следующим образом: крыса выполнила испытание 
полностью и без задержки – 2 балла; крыса выполнила 
испытание не полностью или с задержкой не больше  
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Рис. 1. Дизайн исследования
Fig. 1. Study design
Примечание: ОСМА — окклюзия средней мозговой артерии. 
Note: ОСМА — occlusion of the middle cerebral artery.

2 с — 1 балл; крыса не выполнила испытание — 0 бал-
лов. Для каждого животного подсчитывалась сумма 
баллов для левой и правой стороны тела. Максимальное 
количество баллов для каждой стороны тела — 14, что 
соответствует отсутствию неврологических нарушений.

Определение объёма инфаркта мозга. Объём ишеми-
ческого повреждения оценивали с помощью морфомет- 
рии срезов мозга, окрашенных хлоридом 2,3,5-три-
фенилтетразолия (ТТХ) [21]. Животных вводили  
в глубокий наркоз 5 % раствором хлоралгидрата  
(350 мг/кг, в/б), после чего декапитировали. Голов-
ной мозг извлекали и помещали, чтобы отмыть от 
крови, на 1 мин в ёмкость с физиологическим раство-
ром. Затем мозг замораживали при −20 °С в течение  
12 мин и с помощью специальной формы с пазами 
для точной резки и микротомных лезвий разрезали на  
5 фронтальных срезов толщиной 1,2 мм. Срезы моз-
га помещали в чашку Петри с 2 % раствором ТТХ в 
фосфатно-солевом буфере и инкубировали в течение  
15 мин при 37 °С, переворачивали и инкубировали 
в тех же условиях ещё 15 мин, после чего фиксиро-
вали в 10 % формалине в течение 30 мин. Затем сре-
зы помещали на предметные стекла и сканировали  
с двух сторон с помощью планшетного сканера с раз-
решением 2400 dpi в режиме цветного изображения. 
С помощью свободно распространяемой программы 
«Image J» (National Institutes of Health, США) измеряли 
площадь инфаркта (неокрашенная область), а также 
площади ишемизированного и интактного полушарий.

Для исключения погрешностей измерения, связан-
ных с отёком или атрофией ткани в ишемизированном 
полушарии, рассчитывали также относительный объём 
инфаркта по следующей формуле, позволяющей ис-
ключить возможное влияния отёка или атрофии ткани 
в ишемизированном полушарии [22]:

V = [(Vin×(Vc/Vi))/Vc]×100 %,

где Vin — объём инфаркта мозга; Vi — объём ипсилате-
рального полушария; Vc — объём контралатерального 
полушария.

Статистический анализ данных проводили с по-
мощью компьютерной программы GraphPad Prism 8.0 
(GraphPad Software, США). В связи с небольшим 
объёмом выборок использовали непараметрическую 
статистику. Для сравнения групп использовали крите-
рий Краскела–Уоллиса с последующим тестом Данна 
или U тест Манна–Уитни с поправкой Бенджамини-
Хохберга. Различия считали статистически значимыми 
при p < 0,05. 

Результаты и обсуждение / Results and Discussion

В первые сутки после операции погибло  
3 животных из 8 в группе «ОСМА», 4 из 8 в группе 
«ОСМА+ГТС-301» и 1 из 9 в группе «ОСМА+ГТС-302», 
среди ложнооперированных животных гибели не было. 
Одна крыса из группы «ОСМА» была исключена из 
исследования в связи с неудачным моделированием 
инсульта (отсутствовал неврологический дефицит и 
инфаркт мозга).

В тесте стимулирования конечностей у ложноопе-
рированных крыс не наблюдалось неврологического 
дефицита как с левой, так и с правой стороны тела — 
суммарное число баллов у всех животных было 14 для 
каждой из сторон тела на 3-и и 6-е сутки после опера-
ции. У крыс из группы «ОСМА», «ОСМА+ГТС-301» 
и «ОСМА+ГТС-302» суммарное число баллов для 
правой (ипсилатеральной повреждению) стороны 
тела также составляло 14 на 3-и и 6-е сутки после 
операции, однако у всех животных наблюдался нев-
рологический дефицит для левой (контрлатеральной 
повреждению) стороны тела. В группе «ОСМА» сум-
марное число баллов для левой стороны тела на 3-и  
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и 6-е сутки составляло в среднем (±стандартная ошиб-
ка среднего) 8±0,7 (p = 0,0008 по сравнению с группой 
«ложная операция») и 9±0,8 (p = 0,0008 по сравнению 
с группой «ложная операция») соответственно (рис. 2). 
Введение ГТС-302 приводило к статистически зна-
чимому улучшению неврологического статуса на 
3-и сутки после операции: число баллов в группе 
«ОСМА+ГТС-302» составляло 10,2±0,4 (p = 0,018 по 
сравнению с группой «ОСМА») (см. рис. 2). На 6-е 
сутки эффект ГТС-302 не достигал статистической 
значимости (число баллов 10,9±0,5). У ГТС-301 не 
было выявлено статистически значимого эффекта на 
неврологический статус крыс.

У крыс из группы «ОСМА» на срезах мозга, 
окрашенных хлоридом 2,3,5-трифенилтетразолия, 
регистрировалась выраженная область инфаркта (не-
окрашенная зона), захватывающая кору и стриатум 
правого полушария (рис. 3), объём которой составлял 
в среднем 34,7±2,8 % относительно интактного полу-
шария. Введение ГТС-302 приводило к статистиче-
ски значимому (p = 0,0177 по сравнению с группой 
«ОСМА») снижению объёма инфаркта мозга на 39 % 
(до 21,3±2,9 %). Дипептид ГТС-301 не оказывал стати-
стически значимого эффекта, объём инфаркта мозга 
в группе «ОСМА+ГТС-301» составлял 28,7±5,4 % от 
интактного полушария мозга.

Таким образом, было установлено, что дипеп-
тидный миметик 4-й петли NT-3 ГТС-302 обладает 
нейропротекторной активностью на модели ОСМА 
у крыс, снижая объём инфаркта мозга на 39 % на 7-е 

сутки после операции и улучшая неврологический 
статус крыс на 3-и сутки после операции. Согласно 
данным литературы [8] внутримозговое введение гена 
NT-3 в составе вирусного вектора до моделирования 
ОСМА способствует снижению инфаркта мозга на 
36 % на 3-и сутки после операции и улучшению не-
врологического статуса с 1-х по как минимум 28-е 
сутки после операции. Сравнение эффектов ГТС-302  
с полноразмерным нейротрофином показывает, что 
последний оказывает более выраженное корректиру-
ющее действие в отношении неврологических нару-
шений. Сходный по выраженности эффект ГТС-302  
и NT-3 в отношении инфаркта мозга может быть 
связан с тем, что в случае NT-3 его оценивали в более 
ранние сроки после ОСМА.

Дипептид ГТС-301 оказался не активен в изучен-
ных условиях. Это может быть связано с тем, что в то 
время, как ГТС-302 активирует все основные постре-
цепторные пути Trk рецепторов — PI3K/Akt, MAPK/
ERK и PLC-γ, ГТС-301 активирует только MAPK/ERK 
и PLC-γ [17]. Хорошо известно, что нейропротектор-
ные эффекты нейротрофинов опосредованы главным 
образом PI3K/Akt — сигнальным каскадом [7]. MAPK/
ERK каскад также может быть вовлечён в нейропро-
текцию, но может и способствовать усилению нейро-
дегенеративных процессов в патологических условиях, 
включая ишемию [23, 24]. Ранее нами было показано, 
что в ряду дипептидных миметиков NGF и BDNF 
нейропротекторную активность в условиях ОСМА  
у крыс проявляли только соединения, активирующие 

Рис. 2. Неврологический статус крыс в тесте стимулирования конечностей после ОСМА 
Fig. 2. Neurological status score assessed by the limb-placing test in rats after MCAO 
Примечания: Сумма баллов для левой (контрлатеральной повреждению) стороне тела. А — на 3-й день после ОСМА; 
Б – на 6-й день после ОСМА. Данные представлены в виде средних значений и стандартных ошибок среднего.  
*** — p < 0,001 — по сравнению с группой ЛО; * — p < 0,05 — по сравнению с группой ОСМА (U тест Манна–Уитни 
с поправкой Бенджамини–Хохберга).
Notes: The total score for the left (contralateral to the injury) side of the body is shown. A — on day 3 after MCAO; Б — on 
day 6 after MCAO. Data are presented as mean values and standard errors of the mean (SEM). *** — p < 0.001 vs. the sham-
operated group; * — p < 0.05 vs. the MCAO (vehicle-treated) group (Mann–Whitney U test followed by Benjamini–Hochberg 
correction for multiple comparisons).
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Рис. 3. Дипептид ГТС-302 (1 мг/кг, в/б, 7 дней) снижает объём ин-
фаркта мозга на модели ишемического инсульта, индуцированного 
окклюзией средней мозговой артерии у крыс (ОСМА)
Fig. 3. GTS-302 dipeptide (1 mg/kg, i.p., 7 days) reduces cerebral infarct 
volume in a rat model of ischemic stroke induced by middle cerebral 
artery occlusion (MCAO)
Примечания: Объём инфаркта мозга рассчитывали относительно объёма интактно-
го полушария с поправкой на возможный отёк или атрофию ткани в ишемизиро-
ванном полушарии по следующей формуле: V = [(Vin×(Vc/Vi))/Vc]×100%, где Vin — 
объём инфаркта мозга; Vi — объём ишемизированного полушария; Vc — объём ин-
тактного полушария. Данные представлены в виде средних значений и стандартных 
ошибок средних значений. * — p = 0,048 по сравнению с группой «ОСМА» (критерий 
Краскела–Уоллиса с последующим тестом Данна).
Notes: Infarct volume was calculated relative to the volume of the intact hemisphere, adjusted 
for potential edema or tissue atrophy in the ischemic hemisphere using the following formula: 
V = [(Vin×(Vc/Vi))/Vc]×100%, where Vin is the cerebral infarct volume; Vi is the volume of 
the ischemic hemisphere, and Vc is the volume of the intact hemisphere. Data are presented 
as mean values and standard errors of the mean. * — p = 0,048 vs. MCAO (vehicle-treated) 
group (Kruskal–Wallis test followed by Dunn's multiple comparison test).

PI3K/Akt, при этом наиболее активные соединения, 
миметики 4-х петель NGF и BDNF, снижали объём 
инфаркта мозга примерно на 60 % [25]. Результаты 
настоящего исследования свидетельствуют в пользу 
необходимости активации PI3K/Akt и для проявления 
нейропротекторной активности миметиков NT-3 в 
условиях ОСМА.

Заключение / Conclusion

Дипептидный миметик 4-й петли NT-3 соедине-
ние ГТС-302, в спектре активации пострецепторного 
сингналинга которого присутствует PI3K/Akt каскад, 
проявляет нейропротекторную активность на модели 
ишемического инсульта, индуцированного ОСМА, у 
крыс. Дипептид ГТС-301, не активирующий PI3K/Akt 
каскад, не активен в тех же условиях. 
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Влияние 2-изобутил-4,6-диметил-5-оксипиримидина  
гидрохлорида с противоопухолевой активностью  

на фазы клеточного цикла на модели Jurkat
Журиков Р. В.1, Соколовская А. А.2, Коваленко Л. П.1, Колик Л. Г.1 
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Аннотация 
Введение. Одним из этапов при изучении новых противоопухолевых средств является определение способности блокировать фазы клеточного 

цикла для позиционирования при химиотерапии. Гидрохлорид 2-изобутил-4,6-диметил-5-оксипиримидина (СНК-578) обладает противоопухолевой 
и антиметастатической активностью на моделях карциномы лёгкого Lewis и меланомы В16. 

Цель. Оценка влияния СНК-578 в сравнении с доксорубицином (ДОКС) на фазы клеточного цикла клеток Jurkat.
Материалы и методы. Эксперименты выполнены на клетках линии Jurkat (клеточная линия лимфобластного лейкоза). После 24- и 48-часовой 

инкубации с ДОКС (10−5 М) или СНК-578 (10−4 М и 10−5 М) клетки окрашивали раствором йодистого пропидия с РНКазой А с последующим определением 
количества клеток с помощью проточной цитометрии. 

Результаты. При культивировании в течение 48 ч клеток Jurkat с ДОКС или СНК-578 (10−4 М) выявлено увеличение доли клеток, находящихся  
в G1 фазе клеточного цикла, и уменьшение доли клеток в S фазе. 

Выводы. На культуре клеток линии Jurkat установлено, что СНК-578, подобно ДОКС, действует на синтез ДНК в S фазе клеточного цикла. Полу-
ченные данные подтверждают возможность усиления противоопухолевого действия при совместном применении СНК-578 и ДОКС, ранее зареги-
стрированного в модельных опытах in vivo. 

Ключевые слова:  2-изобутил-4,6-диметил-5-оксипиримидин; клеточный цикл; доксорубицин; Jurkat 
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Effect of 2-isobutyl-4,6-dimethyl-5-oxypyrimidine hydrochloride with antitumor activity on the cell cycle phases in the Jurkat model

Ruslan V. Zhurikov1, Alisa A. Sokolovskaya2, Larisa P. Kovalenko1, Larisa G. Kolik1

 1 Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation
2 Institute of General Pathology and Pathophysiology

Abstract
Introduction. Evaluating the ability of novel antitumor compounds to arrest specific phases of the cell cycle is a key step in their preclinical characterization 

for chemotherapeutic application. The synthesized compound 2-isobutyl-4,6-dimethyl-5-oxypyrimidine in salt (CHK-578) form, have demonstrated antitumor 
and antimetastatic efficacy in models of Lewis lung carcinoma and B16 melanoma.

Objective. To evaluate the effects of CHK-578 in comparison with doxorubicin (DOX) on the cell cycle phases of Jurkat cells.
Materials and Methods. Experiments were conducted on Jurkat cell line (a lymphoblastic leukemia cell line). After 24- and 48-hour incubation with 

DOX (10−5 M) or CHK-578 (10−4 M and 10−5 M), the cells were stained with a propidium iodide solution containing RNase A, followed by cell quantification 
using flow cytometry.

Results. Culturing Jurkat cells with DOX or CHK-578 (10−4 M) for 48 hours revealed an increase in the proportion of cells in the G₁ phase of the cell cycle 
and a decrease in the proportion of cells in the S phase. 

Conclusions. Using the Jurkat cell line culture, it was established that CHK-578, similar to DOX, affects DNA synthesis in the S phase of the cell cycle. 
The obtained data confirm the possibility of enhancing the antitumor effect with the combined use of CHK-578 and DOX, which was previously observed in 
in vivo model experiments.
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Введение / Introduction

По данным всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ), в период с 2022 по 2045 гг. число диа-
гностированных онкологических заболеваний во всём 
мире вырастет на 55 % — примерно с 19,9 миллиона 
случаев рака в 2022 г. до 30,9 миллиона случаев в 2045 г. 
По мере роста заболеваемости смертность от злока-
чественных новообразований может возрасти до 16,6 
миллиона человек к 2045 г. Очевидно, что важнейшим 
направлением современной фармакологии является 
повышение эффективности, снижение токсичности 
известных препаратов и разработка новых подходов 
к лечению рецидивирующих онкологических забо-
леваний за счёт поиска оригинальных соединений  
с противоопухолевой активностью.

Одной из характеристик механизма действия 
противоопухолевых средств считается их способность 
действовать на разные фазы клеточного цикла, ос-
новными из которых являются: фаза G1 занимает от 
4 до 24 часов (ч), фаза S — фаза синтеза ДНК, которая 
продолжается 10–20 ч. Фаза G2 считается предмито-
тической, которая длится от 2 до 10 ч, следующей фа-
зой клеточного цикла является митоз (М) — 0,5–1 ч, 
далее следует стадия покоя (G0). Специфичность 
повреждения ДНК к фазе клеточного цикла, по-
видимому, является предиктором фазы остановки 
роста в клеточном цикле [1].

Для антрациклинового антибиотика доксоруби-
цина выявлено несколько механизмов цитотокси-
ческого действия, основными из которых являются 
интеркаляция ДНК, ингибирование топоизомеразы 
II, что приводит к разрыву двухцепочечной ДНК [2, 3], 
образование свободных радикалов и окислительный 
стресс, а также повреждение мембран [4]. Существует 
зависимость цитотоксического действия доксору-
бицина от концентрации и продолжительности его 
применения, блокирование клеточного цикла опухо-
левых клеток достигает максимума в течение S фазы 
и митоза, при этом ингибирование регистрировали 
также при переходе G2/M [5, 6]. 

В ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных 
биомедицинских и фармацевтических технологий» 
синтезирован гидрохлорид 2-изобутил-4,6-диметил-
5-оксипиримидина (СНК-578) [7]. СНК-578 обладает 
противоопухолевой, противовоспалительной и анти-
метастатической активностью на моделях карциномы 
лёгкого Lewis (LLC) и меланомы В16, наиболее выра-
женной при совместном введении с доксорубицином 
[8, 9]. При совместном введении с гемцитабином 
СНК-578 препятствуют угнетению кроветворения 
и увеличивают продолжительность жизни у мышей 
с аденокарциномой Ca755 [10].

Цель исследования / Objective

Целью настоящей работы является оценка 
влияния гидрохлорида 2-изобутил-4,6-диметил-5-
оксипиримидина (СНК-578) в сравнении с доксо-
рубицином на фазы клеточного цикла клеток Jurkat.

Материалы и методы / Materials and methods

Культивирование клеток
Клетки линии Jurkat (T-лимфобластная лейкемия 

человека) из клеточного банка ФГБНУ «НИИ Общей 
патологии и патофизиологии» размораживали и куль-
тивировали с соблюдением условий стерильности в 
полной питательной среде RPMI-1640 с глутамином 
(«ПанЭко», Россия), 10 % эмбриональной сыворотки 
телят («Биолот», Россия), подвергнутой инактивации 
в течение 30 мин при температуре 56 °С, с добавлением 
500 мкл раствора гентамицина («ПанЭко», Россия) и 
аминокислот для среды RPMI-1640 («ПанЭко», Рос-
сия) в полуоткрытой системе при температуре 37 °С 
в атмосфере 5 % СО2 до получения необходимого ко-
личества клеток. Для постановки эксперимента ис-
пользовали культуры, которые содержали 95 % и более 
жизнеспособных лимфобластных клеток линии Jurkat. 
Оценку данного параметра проводили методом микро-
скопии (микроскоп Nikon Eclipse E200, Япония), ис-
пользуя 0,4 % раствор трипанового синего (Serva, США).

Препараты и соединения
Соединение СНК-578 (субстанция, гидрохлорид 

2-изобутил-4,6-диметил-5-оксипиримидина), хорошо 
растворимое в воде, синтезировано в отделе химии 
лекарственных средств ФГБНУ «ФИЦ оригинальных 
и перспективных биомедицинских и фармацевтиче-
ских технологий».

Противоопухолевой препарат доксорубицин 
(субстанция доксорубицина гидрохлорида, ДОКС, 
Sigma-Aldrich, США).

Дизайн исследования
Клетки были разделены на группы: интактная 

культура клеток и культуры клеток с добавлением 
исследуемых веществ. Клетки в питательной среде 
вносили на 12-луночный планшет по 300000 клеток 
в каждую лунку. Далее в лунки вносили ДОКС в 
концентрации 10−5 М в виде раствора в среде или 
СНК-578 в концентрации 10−4 М или 10−5 М в виде 
раствора в среде и помещали в CO2-инкубатор на 
24 ч и 48 ч. Выбор концентрации ДОКС и СНК-578 
основан на данных литературы и ранее проведён-
ных исследованиях [11–13]. Каждая группа дубли-
ровалась и эксперимент повторяли дважды. После 
инкубации клетки дважды отмывали 0,01 М натрий-
фосфатным буфером (рН = 7,4) и фиксировали в 70 % 
охлаждённом этаноле. На следующий день после фик-
сации клетки центрифугировали 5 минут c ускорени-
ем 220 RCF, сливали надосадочную жидкость и вно- 
сили по 500 мкл раствора йодистого пропидия  
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с РНКазой А («BioInnlabs», Россия), после чего оставляли  
в тёмном месте на окрашивание в течение 30 мин. 
После окрашивания записывали по 25000 событий 
на пробу на проточном цитометре BD FACSCanto II. 
Анализ полученных данных проводили с помощью 
программного обеспечения FlowJo 10.5.

Статистическую обработку экспериментальных 
данных проводили с помощью программы Statistica 13.5. 
При расчёте использовалась сумма данных обоих 
экспериментов: на каждую точку получилось по  
8 наблюдений (2 эксперимента и в каждом по 4 на-
блюдения). Все регистрируемые характеристики пред-
ставлены в таблицах в виде среднего и стандартного 
отклонения (Mean±SD). Проверка на нормальность 
распределения проводилась с применением критерия 
Шапиро–Уилка. Оценку гомогенности дисперсий 
проводили по Левену. Значимость влияния факторов 
при гомогенной дисперсии определялась с помощью 
дисперсионного анализа ANOVA, с последующей обра-
боткой методом множественных сравнений по Тьюки.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Для исследования действия доксорубицина  
и СНК-578 на разные фазы клеточного цикла клетки 
культуры Jurkat были разделены на 4 группы: 

1. Культура клеток интактная;
2. Культура клеток с добавлением ДОКС в кон-

центрации 10−5 М;

3. Культура клеток с добавлением СНК-578 в 
концентрации 10−4 М;

4. Культура клеток с добавлением СНК-578 в 
концентрации 10−5 М.

По результатам экспериментов установлено, что 
культивирование клеток культуры Jurkat с доксору-
бицином и СНК-578 в течение 24 ч (табл. 1) не при-
водит к изменению клеточного цикла по сравнению 
с интактным контролем.

При культивировании клеток в течение 48 ч под 
действием доксорубицина в концентрации 10−5 М и 
СНК-578 концентрации 10−4 М статистически зна-
чимо увеличивается доля клеток, находящихся в G1 
фазе клеточного цикла, и уменьшается доля клеток, 
находящихся в S фазе клеточного цикла (табл. 2). 

Острый Т-клеточный лимфобластный лейкоз, 
относящийся к заболеваниям системы кроветворе-
ния, на долю которого приходится примерно 15 % 
случаев острого лимфобластного лейкоза у детей 
и 25 % у взрослых, отличается агрессивностью и 
устойчивостью к химиотерапии [11, 12]. Линия лим-
фобластоидных клеток человека Jurkat, выделенная из 
Т-лимфоцитов периферической крови, используется 
в качестве модельной системы для изучения апоп-
тотической гибели клеток при остром Т-клеточном 
лейкозе в ответ на противоопухолевую терапию,  
а также для изучения различной чувствительности  
к цитостатическому действию [13, 14]. Согласно 
данным литературы, при обработке доксорубицином 

Таблица 1

Влияние доксорубцина и СНК-578 на клеточный цикл при инкубации в течение 24 ч

Table 1

The effect of doxorubicin and CHK-578 on the cell cycle after 24-h incubation

Группа, n = 8 G1, % S, % G2, % M, %

Контроль 50,63±6,98 33,85±3,33 10,51±5,3 3,42±1,96

Доксорубицин 10−5 М 51,50±7,81 35,65±7,78 8,47±0,36 4,48±0,94

СНК-578 — 10−4 М 50,40±7,16 35,50±4,69 9,98±3,94 3,17±1,79

СНК-578 —10−5 М 50,58±7,24 35,18±3,88 9,91±4,84 3,02±1,49

Примечание: n — число наблюдений.
Note: n is the number of observations.

Таблица 2

Влияние доксорубцина и СНК-578 на клеточный цикл при инкубации в течение 48 ч

Table 2

The effect of doxorubicin and CHK-578 on the cell cycle after 48-h incubation

Группа, n = 8 G1, % S, % G2, % M, %

Контроль 53,50±3,27 28,33±2,61 11,37±3,36 6,80±5,75

Доксорубицин 10−5 М 67,25 ±1,92*а 18,61±1,44* 9,71±2,05 4,43±2,67

СНК-578 — 10−4 М 59,85±2,25* 20,75±2,05* 12,72±4,4 7,68±5,46

СНК-578 — 10−5 М 55,40±3,24 26,90±3,33 12,26±2,91 5,44±5,00

Примечания: n — число наблюдений; * — p < 0,05 по критерию Тьюки по сравнению с контролем; a — p < 0,05 по критерию Тьюки по срав-
нению с группой СНК 578 10−4 М. 
Notes: n is the number of observations; * — p < 0.05 by Tukey’s test compared to the control; a — p < 0.05 by Tukey’s test compared to the SNK 578 
10−4 M group.
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в концентрации 10−5 М клеток Jurkat доля клеток  
в S фазе клеточного цикла составляла 26±2,9 % [15, 16].

В наших исследованиях блокирование клеточного 
цикла у доксорубицина достигало максимума через 
48 ч инкубации в S фазе, что согласуется с работой 
Mendivil-Perez M, et al. (2015), в которой доксорубицин 
вызывал гибель клеток острого лимфобластного лей-
коза за счёт апоптоза, индуцированного окислитель-
ным стрессом, и путём прямого повреждения ДНК 
[16]. Однако ингибирующее действие доксорубицина 
на синтез ДНК было также отмечено и в другие фазы 
клеточного цикла, но в значительно более низких 
концентрациях [5].

При культивировании клеток Jurkat в течение 48 ч 
с СНК-578 только в концентрации 10−4 М регистри-
ровали увеличение доли клеток, находящихся в G1 
фазе клеточного цикла, и сокращение доли клеток, 
находящихся в S фазе клеточного цикла, что указывает 
на однонаправленность действия доксорубицина и 
СНК-578 на синтез ДНК в S фазе клеточного цикла.

При изучении противоопухолевых свойств СНК-578 
на модели меланомы В16 в опытах на мышах линии 
С57ВL/6 ранее показано, что СНК-578 при сов- 

местном введении с доксорубицином статистиче-
ски значимо подавляет рост опухоли на 11-, 15-  
и 21-е сутки её развития, не вызывая значимого умень-
шения объёма опухоли при их раздельном введе-
нии. При совместном введении СНК-578 (10 мг/кг)  
и доксорубицин (4 мг/кг) оказывали максимальное 
антиметастатическое действие, индекс ингибирования 
метастазирования  был равен 98,9 % [8]. Полученные 
данные на клеточной линии Jurkat подтверждают 
возможность усиления противоопухолевого дей-
ствия при совместном применении гидрохлорида 
2-изобутил-4,6-диметил-5-оксипиримидина (СНК-578) 
с доксорубицином. 

Заключение / Conclusion

Таким образом, гидрохлорид 2-изобутил-4,6-
диметил-5-оксипиримидина (СНК-578) и доксору-
бицин при культивировании клеток Jurkat действуют 
на синтез ДНК в S фазе клеточного цикла. Получен-
ные данные подтверждают возможность усиления 
противоопухолевого действия при совместном приме-
нении СНК-578 и ДОКС, ранее зарегистрированного  
в модельных опытах in vivo. 
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Аннотация 
В статье представлены литературные и собственные данные о моделировании ишемического и геморрагического инсультов на животных, ис-

пользуемые in vivo и in vitro. Рассмотрены модели инсульта мозга, включающие локальную ишемию, глобальную полную, глобальную преходящую 
ишемию головного мозга, а также сочетанную сосудистую патологию. Обсуждаются достоинства и недостатки экспериментальных моделей и меха-
низмы последствий ишемического и геморрагического поражений мозга. 
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Введение / Introduction

Инсульт в настоящее время является второй при-
чиной смертности (около 7 миллионов) и третьей 
причиной инвалидизации населения [1]. По прогнозу 
Комиссии по неврологии WSO/Lancet по инсульту в 
период с 2020 по 2050 годы смертность от инсульта 
увеличится на 50 % (с 6,6 млн человек в год до 9,7 млн). 
Ишемический инсульт (ИИ) составляет 65,4 %, 
внутримозговое кровоизлияние (ВМК) — 28,8 %,  
а субарахноидальное кровоизлияние (САК) — 5,8 % 
от числа случаев инсульта [2]. Причинами ишемиче-
ского инсульта (ИИ) являются стеноз, тромбоэмбо-
лия или тромбоз мозговых сосудов, а геморрагиче-
ского инсульта (ГИ) — разрыв кровеносного сосуда  
в структуре мозга или под оболочкой мозга, а также 
геморрагическая трансформация ИИ (от небольших 
петехиальных диапедезных кровоизлияний до вну-
тримозговой гематомы).

Ишемический инсульт / Ischemic stroke

Около 50 % случаев ИИ вызваны атеросклерозом 
крупных сосудов и разрывом атеросклеротической 
бляшки, около 20 % вызваны кардиоэмболией и около 
25 % ИИ проявляются лакунарными инфарктами из-
за заболевания мелких сосудов и окклюзии глубоких 
перфорирующих артерий [3], а 5 % составляют васку-
лит или расслоение экстракраниальной артерии [4].

Факторами риска ИИ являются гипертония, са-
харный диабет, заболевания сердца, курение, гиперхо-
лестеринемия. Кардиоэмболический ИИ становится 
наиболее частым подтипом с увеличением возраста, в 
то время как заболевание мелких сосудов головного 
мозга является причиной ИИ у молодых людей [5], 
но также увеличивается с возрастом — от 5 % у людей  
в возрасте 50 лет и почти до 100 % у людей старше  
90 лет [6]. Кроме того, существуют различия в распре-
делении подтипов ИИ среди разных этнических групп 
[7]. Наконец, не всегда ИИ может быть с известной 
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этиологией, поэтому следует иметь в виду, что опре-
делённое число случаев ИИ имеют неустановленную 
причину и называются криптогенными инсультами [8].

В то время как атеросклероз и кардиоэмболия 
часто вызывают инфаркты как в сером, так и в белом 
веществе мозга, лакунарные инфаркты обычно на-
блюдаются только в подкорковом белом или глубоком 
сером веществе мозга. Поэтому основные подтипы ИИ 
существенно различаются по профилям экспрессии 
РНК в крови [9].

В результате ишемического поражения мозга  
у пациентов с ИИ наблюдается повреждение нейронов, 
глиальных клеток и кровеносных сосудов. Нейроны 
в центре ишемической области (ядро инфаркта) под-
вергаются колликвационному некрозу, процессу, при 
котором тело и аксоны нейронов исчезают [10, 11].  
В крупных нейронах наблюдается отёк, вакуолизация 
нейроплазмы и исчезновение ядра и ядрышка. Формы 
более мелких нейронов искажаются, а ядро клетки 
уплотняется. Эти симптомы указывают на серьёзное 
повреждение органелл, включая митохондрии, ко-
торые больше не функционируют должным образом  
и не могут производить энергию для клетки, а также 
поражения выявляются в глиальных клетках, астроци-
тах, олигодендроцитах и микроглиальных клетках [12].

Полутень или пенумбра, которая содержит жиз-
неспособные нейроны, окружающие ишемическую 
область, также отличается тем, что в ней имеются так 
называемые «красные нейроны» или «ишемические 
нейроны». Эти нейроны характеризуются несколькими 
факторами, такими как ацидофильная цитоплазма, 
изменения нейрональных белков и распад эндоплаз-
матических рибосом и телец Ниссля [13].

Большинство случаев ИИ вызвано преходящей или 
постоянной окклюзией церебрального кровеносного 
сосуда, которая и приводит к инфаркту мозга. Окон-
чательный размер инфаркта и неврологический исход 
зависят от множества факторов, таких как этиология 
и локализация инфарктов, длительность и тяжесть 
ишемии, наличие коллатералей и уровень систем-
ного артериального давления, а также от возраста, 
пола, сопутствующих заболеваний с соответствующей 
медикаментозной терапией пациента и его генетиче-
ским фоном [14]. Таким образом, ИИ — чрезвычайно 
сложное и гетерогенное заболевание.

Главным подходом при лечении ИИ, возникаю-
щего в результате тромбоза сосудов мозга, является 
использование тромболитиков (плазминоген tPA), 
которые разрушают тромб и являются единствен-
ным одобренным FDA терапевтическим средством 
для лечения ИИ. Также используется механическое 
удаление тромба — тромбоэкстракция или тромбо-
эктомия. Однако эти способы лечения ограничены во 
времени и составляют 3–4,5 часа с момента появления 
симптомов инсульта. Реканализация (тромболизис, 
тромбоэкстракция и тромбоэктомия) за пределами 
этого терапевтического временного окна часто при-

водит к геморрагической трансформации, которая 
может вызвать дополнительные повреждения мозга, 
такие как патехиальные кровоизлияния вдоль границ 
ишемии, сливные патехиальные кровоизлияния в 
зоне ишемии, паренхиматозные гематомы, дессекцию 
артерий [15–17]. 

Реперфузия играет важную роль в исходах у паци-
ентов, перенёсших ИИ, поскольку она способству-
ет восстановлению нормального уровня мозгового 
кровотока и позволяет избежать прогрессирования 
событий в ядра инфаркта. Однако реоксигенация 
во время реперфузии часто усугубляет ишемическое 
повреждение, прежде всего из-за индукции окисли-
тельного стресса [18], тем самым способствуя допол-
нительной гибели нейронов [19]. Поэтому, важное 
значение приобретает нейропротекторная терапия 
препаратами, обладающими цереброваскулярными, 
антиоксидантными свойствами [20–22]. 

Для поиска новых подходов и препаратов для ле-
чения ИИ необходимы доклинические исследования 
на адекватных моделях на животных. Моделирование 
ИИ на животных служит незаменимым инструментом 
для изучения механизмов ишемического поврежде-
ния головного мозга, а также для разработки новых 
противоишемических препаратов.

Большинство моделей ИИ проводятся на грызу-
нах, и каждая модель имеет свои сильные и слабые 
стороны. Воспроизведение всех проявлений инсульта, 
наблюдаемых у человека, в одной модели на животных 
невозможно, поскольку ИИ является гетерогенным 
заболеванием. Экспериментальные модели инсуль-
та могут охватить лишь отдельные специфические 
аспекты этого многогранного заболевания.

Согласно нашим преставлениям, модель церебраль-
ной ишемии на животных должна отвечать следующим 
критериям: ишемические процессы и патофизиологи-
ческие реакции должны быть релевантны инсульту у 
человека, размер ишемического поражения должен 
быть воспроизводимым, методика, используемая для 
выполнения моделирования, должна быть минималь-
но инвазивной, физиологические переменные могут 
контролироваться и поддерживаться в пределах нормы, 
образцы мозга должны быть легко доступны для из-
мерения результатов, таких как гистопатологическая, 
биохимическая и молекулярно-биологическая оценка. 
Эти критерии изучения ИИ в эксперименте использу-
ются также и в зарубежных исследованиях ИИ [23, 24]. 

Моделирование ишемического инсульта /  
Stroke simulation

Модели ишемического инсульта in vitro /  
In vitro models of ischemic stroke

Существуют два основных in vitro способа вызвать 
ишемию клеток — путём дефицита кислорода и глю-
козы, либо химической или ферментативной блокадой 
клеточного метаболизма. Наиболее часто используе-
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мой in vitro моделью церебральной ишемии является 
комбинированная кислородно-глюкозная депривация. 
Для этого в инкубаторе с культивируемыми клетками 
или срезами мозга заменяют атмосферу. Обычная 
среда, уравновешенная O2/CO2, заменяется на среду, 
уравновешенную N2/CO2, в гипоксической камере, в 
которой отсутствует глюкоза. Основными клеточными 
платформами являются: органотипические срезы мозга 
и первичные клеточные культуры соответственно. 
Органотипический срез мозга имеет преимущество 
функциональной системы с сохранением нейронной 
морфологии и наличием глиальных клеток и сетевых 
связей и позволяет отделить ишемические эффекты 
для нейрональной ткани от эффектов, вызванных 
воздействием на цереброваскулярную систему. 

Для моделирования in vitro ИИ используются 
модели нейроваскулярной единицы (НВУ)/гема-
тоэнцефалического барьера (ГЭБ), воспроизводя-
щие межклеточные взаимодействия и имитирующие 
кровоток и анатомические особенности мозга. До-
стоинство модели in vitro заключается в отражении 
основных механизмов и молекулярных путей гибели 
клеток в условиях ишемии, а также в части возмож-
ности работать с человеческими клетками. Послед-
ние достижения наблюдаются в области моделей 
НВУ, напечатанных на 3D-принтере, которые, как 
ожидается, станут многообещающей системой для 
более надёжных механистических исследований и 
доклинического скрининга лекарственных средств 
для лечения ИИ [25].

Основным ограничением in vitro моделей ишемии 
мозга является отличие фактического ответа отдельных 
типов клеток, составляющих часть мозговой ткани, от 
объединённого ответа пораженной инсультом ткани 
на моделях инсульта in vivo у грызунов.

Модели ишемического инсульта in vivo /  
In vivo models of ischemic stroke

Все используемые модели ИИ in vivo можно раз-
делить по характеру распространения поражения 
на модели глобальной ишемии и модели локальной 
ишемии, а по времени окклюзии сосудов — на модель 
постоянной ишемии и модели транзиторной ишемии. 
Следует отметить, что в моделях на животных в ос-
новном выполняются транзиторные проксимальные 
окклюзии, тогда как у пациентов чаще наблюдаются 
постоянные проксимальные, а также постоянные 
дистальные окклюзии [26].

Модели фокальной ишемии мозга / Models of focal 
cerebral ischemia

В экспериментальных исследованиях широко 
используется модель фокальной ишемии мозга, при 
которой кровоток снижается в определённой области 
мозга. Модели фокальной церебральной ишемии 
осуществляются путём механической окклюзии со-
судов или методами эмболизации [27]. В настоящее 

время эта модель используется в 5 вариантах: транс-
краниальная окклюзия, эндоваскулярная нитевидная 
окклюзия средней мозговой артерии (СМА), эмбо-
лическая окклюзия, модель фототромбоза, окклю-
зия эндотелином-1 (эндогенный пептид с мощными  
и длительными вазоконстрикторными свойствами). 

Поскольку СМА поражается у больных чаще все-
го (почти в 50 %), большинство моделей фокальной 
ишемии связаны с окклюзией этой артерии. Окклюзия 
СМА в основном приводит к повреждениям коры и 
полосатого тела, но выраженность инфаркта зависит 
от локализации и продолжительности окклюзии,  
а также от количества коллатерального кровоснаб-
жения СМА. Наиболее часто используется эндова-
скулярная модель с использованием филаментов,  
с помощью которых можно моделировать как посто-
янную, так и транзиторную локальную ишемию [28, 
29]. Размер ишемического поражения значительно 
варьирует в зависимости от длительности ишемии. 
Для получения воспроизводимых объёмов инфаркта 
требуется 90–120 мин ишемии. Поражение, вызванное 
фокальной ишемией более чем 3 часа, необратимо. 

При реканализации окклюдированной артерии с 
использованием модели транзиторной церебральной 
ишемии, как это происходит при транзиторных ише-
мических атаках у людей или после терапевтической 
реканализации, можно оценить последствия репер-
фузии на ишемической территории (реперфузионное 
повреждение) [30, 31].

Достоинствами моделей фокальной ишемии мозга 
являются чёткая локализация инфаркта (в основном 
СМА), наличие полутени, повреждения гематоэн-
цефалического барьера, воспалительных процессов.  
К недостаткам модели можно отнести: наличие боль-
ших инфарктов, имитирующих злокачественный инфаркт 
[32], быстрая реперфузия за счёт удаления нити [33], 
неравномерное снижение мозгового кровотока [34].	

Модели тромбоэмболического инсульта мозга / 
Models of thromboembolic stroke

Преимуществами моделей тромбоэмболии являются 
возможность тестировать тромболитические препара-
ты, оценивать ишемическое поражение, подвергшееся 
тромболизису и изучать комбинированную терапию 
тромболитическими препаратами и нейропротекторами.

Хотя стандартизированная модель тромбоэмболии 
на животных до сих пор отсутствует, но полученные 
данные на моделях тромбоэмболической фокальной 
ишемии наглядно демонстрируют важность изучения 
формирования и состава эмболов, используемых для 
индукции стойкого снижения мозгового кровотока и 
воспроизводимых поражений, при этом обструктив-
ные эмболы должны располагаться в проксималь-
ном сегменте крупной питающей артерии [35, 36]. 
Характеристики эмболов (сгустков) могут влиять на 
эффективность метода механической тромбэктомии 
и тромболизиса. 
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Многие соединения и искусственные эмболиче-
ские материалы используются для индукции ишемии 
путём инъекции в общую сонную или внутреннюю 
сонную артерии, чаще всего у крыс, но также и у бо-
лее крупных животных, в том числе у приматов. Для 
получения эмболии применяются вязкий силикон 
[37], коллаген [38], поливинилсилоксан [39] и гете-
рологичные атероэмболы [40].

Среди моделей эмболии без образования тромба 
наиболее изученной моделью является микроэмбо-
лизация, вызванная микросферами [41, 42]. Развитие 
поражения, вызванного микросферами, происходит 
медленно, увеличиваясь в размере в течение 24 часов 
после инъекции. Эта модель может обеспечить более 
широкое терапевтическое окно для тестирования ле-
карственных средств при инсульте, а также вызывает 
мультифокальные и гетерогенные поражения [43]. 
Достоинствами метода являются: наличие тромбо-
эмболических инфарктов, перманентной ишемии, 
полутени, ишемической гибели клеток, наличие воспа-
ления. К недостаткам этой модели относится постоянная 
ишемия без возможности реперфузии, множественная 
закупорка сосудов, артериол и капилляров, что приводит 
к перераспределению кровотока, нарушению гематоэн-
цефалического барьера и вазогенному отёку [44].	

К тромбоэмболическим моделям относится модель 
с использованием фототромбоза, когда кортикаль-
ный инфаркт вызывают путём системной инъекции 
фотоактивного красителя (чаще всего бенгальского 
розового) в сочетании с облучением световым лучом 
определённой длины волны. Образование синглет-
ного кислорода приводит к очаговому повреждению 
эндотелия, активации тромбоцитов и агрегации как 
в пиальных, так и в интрапаренхиматозных сосудах 
в пределах облученной области [32, 45–47]. Область 
облучения может быть определена таким образом, 
чтобы вызвать ишемическое поражение в любой же-
лаемой области коры. Преимущество этой модели 
заключается в том, что она решает вопросы, связанные 
с исследованиями лекарств и оценкой восстановления 
нейронов. К другим преимуществам этой модели от-
носятся минимальное хирургическое вмешательство, 
высокая воспроизводимость поражений и низкая 
смертность животных.

Однако фототромботическое ишемическое по-
ражение не имеет полутени, поскольку вазогенный 
отёк и разрушение ГЭБ в очаге поражения происходят 
в течение нескольких минут. Другим недостатком 
модели фототромбоза является то, что повреждение, 
вызываемое этим методом, носит окклюзионный 
характер и устойчиво к терапии, основанной на уси-
лении коллатеральной перфузии. 

В последних сообщениях литературы представлена 
минимально инвазивная модель тромботического 
инсульта с помощью доставки магнитных частиц, 
которая не требует краниотомии, поддаётся репер-
фузионной терапии, может комбинироваться с ме-

тодами визуализации in vivo и может быть выполнена 
на бодрствующих мышах [48]. Модель основана на 
доставке пегилированных магнитных наночастиц, 
которые притягиваются к средней мозговой артерии 
(СМА) магнитом, размещённым на черепе. Модель 
приводит к воспроизводимым кортикальным инфар-
ктам в бассейне СМА с цитологическими и иммун-
ными изменениями, аналогичными наблюдаемым 
при более инвазивных моделях дистальной окклюзии 
СМА. Важно отметить, что повреждение, вызван-
ное в рамках этой модели, было смягчено введением 
тканевого активатора плазминогена (tPA). Доставка 
магнитных частиц не оказывала явного влияния на 
физиологические параметры и системные иммунные 
биомаркеры [48]. Достоинством данного метода явля-
ется то, что магнитные наночастицы можно направить 
к определённой сосудистой цели путём размещения 
притягивающего магнита на черепе.

Ишемия мозга, вызванная эндотелином-1 / 
Endothelin-1-induced cerebral ischemia

Нанесение эндотелина-1 на открытый сосуд или 
непосредственно на поверхность мозга или стерео-
таксическое введение в паренхиму мозга приводит к 
вазоконстрикции, вызывающей нисходящую ишемию 
[47]. В зависимости от концентрации эндотелина-1 
можно изменить тяжесть и продолжительность ише-
мии, а также размер возникающего инфаркта в любой 
области мозга. Когда действие эндотелина-1 ослабе-
вает, кровоток постепенно восстанавливается, что 
представляет собой ситуацию транзиторной фокальной 
ишемии. Модель была разработана на крысах [49]  
и модифицирована для использования на мышах [50]. 
Однако, поскольку ишемия развивается медленно 
после применения эндотелина-1 и сопровождается 
лишь минимальным отёком, эта модель не точно 
имитирует инсульт у людей [51]. 

Модели глобальной ишемии мозга / Models of 
global cerebral ischemia

Модель окклюзия обеих сонных артерий / Model of 
occlusion of both carotid arteries

Окклюзия сонных артерий осуществляется посто-
янным пережатием обеих наружных сонных артерий 
(модель 2-VO) и вызывает снижение мозгового кро-
вотока примерно до половины от нормы уже через 
30 минут, параллельная этому процессу гипотония, 
вызванная фармакологическими средствами или кро-
вопусканием, ещё более снижает мозговой кровоток 
и количество макроэргов (АТФ, АДФ и АМФ) в этот 
временной интервал, что является дополнительным 
отягощающим фактором, приводящим к расшире-
нию инфарктной зоны и увеличивающим гибель 
животных [52]. Модель 2-VO используется для изуче-
ния хронических нейродегенеративных нарушений, 
связанных с церебральной гипоперфузией [53], из-
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менений электрофизиологической активности мозга 
[54], нейропатологических изменений и постоянного 
окислительного стресса [53]. Кроме того, данная 
модель даёт возможность изучать ишемические по-
вреждения белого вещества мозга и при ишемической 
болезни глаз. 

Модель 2-VO на крысах можно использовать для 
разработки нейропротективных стратегий не только 
при ИИ, но и при других нейродегенеративных за-
болеваниях, в том числе, связанных с когнитивной 
дисфункцией при старении и болезни Альцгеймера 
[53, 55–58]. 

Последствиями 2-VO являются избирательная 
уязвимость нейронов коры головного мозга (гибель 
пирамидных нейронов 3–4 слоев неокортекса, гра-
нулярного слоя неокортекса (2 слой) и общая де-
зорганизация нейрональных слоев коры), нейронов 
гиппокампа (гибель пирамидных нейронов поля CA1 и 
СА3 и зубчатой зоны гиппокампа), а также уязвимость 
мелких и средних нейронов дорсовентрального стри-
атума [59]. Кроме того, уровни экспрессии hnRNPA2/
B1 и GABAAR-α1 значительно снижены в гиппокампе 
у крыс с 2-VO [60].

Модель четырёхсосудистой окклюзии (модель 4-VO) /  
Four-vessel occlusion model (4-VO model)

Модель 4-VO на крысах заключается в электроко-
агулировании позвоночных артерий между первым и 
вторым поперечными отростками через дорсальный 
разрез с временной двусторонней окклюзией общих 
сонных артерий микрососудистыми клипсами через 
10, 20 или 30 минут после окклюзии позвоночных 
артерий [61]. Однако невизуальная электрокоагуляция 
позвоночных артерий часто приводит к неполной 
окклюзии, что может помешать созданию успешной 
модели.

Глобальная преходящая ишемия / Global transient 
ischemia

Для изучения нарушений мозгового кровообра-
щения используют глобальную преходящую ишемию 
(ГПИ) методом транзиторной двусторонней окклюзии 
сонных артерий в сочетании со снижением среднего 
артериального давления до 50 мм рт. ст., что дости-
гается кровопусканием с последующей реперфузией  
и реинфузией, которая представляет собой ишемиче-
скую модель переднего мозга. Авторадиографические 
измерения локального мозгового кровотока показали, 
что в этих условиях снижается мозговой кровоток  
в неокортексе, гиппокампе и хвостовом ядре до значе-
ний, близких к нулевым, при этом скорость кровотока 
в ряде подкорковых областей вариабельна [62].

С использованием лазерной допплеровской фло-
уметрии показано, что после глобальной преходящей 
ишемии и реперфузии кровоток в коре головного 
мозга крыс снижается на 30–40 % от исходного уров-
ня и остаётся сниженным в течение всего времени 

наблюдения [63]. В условиях ГПИ в полосатом теле 
мозга наблюдается повышение содержания глутамата 
и понижение уровня ГАМК [64], снижение активности 
каталазы, усиление свободно-радикального окисления, 
а также достоверное уменьшение содержания фактора 
роста нервов NGF в гиппокампе, повышение уровня 
стресс-белка HSP70 [65, 66]. В рамках этой модели 
также показано, что гипоперфузия ухудшает иссле-
довательское поведение животных в тесте закрытого 
крестообразного лабиринта [63].

Модель стенозa сонных артерий / Model of carotid 
artery stenosis

Одной из моделей, близкой к клиническим про-
явлениям ишемического поражения мозга, является 
модель стенозa сонных артерий (ССА), которая за-
ключается в частичной перевязке сонных артерий, 
когда просвет сосуда остаётся в пределах 30–50 %, 
наблюдается нарушение двигательных и когнитивных 
функций, морфологические изменения в ткани мозга, 
а также снижение уровня ГАМК A R-α1 в гиппокампе 
[60, 67]. 

Модель ССА была использована в наших иссле-
дованиях для изучения, как нарушений мозгового 
кровотока, так и неврологических изменений по-
ведения и когнитивных функций. Кровоток в коре 
мозга крыс в условиях ССА снижается в среднем 
на 30 %, а через неделю у этих животных, на фоне 
лечения нейропротекторами когнитивные функции 
улучшаются, а также активируется ГАМК-ергическая 
система [68, 69]. 

Модель гравитационных перегрузок/ Gravitational 
overload model

Одним из методов глобальной ишемии мозга яв-
ляется модель гравитационных перегрузок, которая 
моделирует глобальную преходящую ишемию и по-
следующее реперфузионное повреждение головного 
мозга [70–73]. 

Достоинство модели заключается в том, что экс-
перименты проводятся на бодрствующих животных 
(не требуются операционные вмешательства) и име-
ется возможность создания как острого мозгового 
нарушения, так и хронического в зависимости от 
величины перегрузок. Модель даёт возможность изу-
чать влияние различных уровней гипергравитации на 
нейрональную активность мозга, иммунную систему, 
физиологические функции и взаимодействия между 
физиологическими системами [74, 75]. 

Одним из важных фактов при ишемическом ин-
сульте у человека, игнорируемым в большинстве до-
ступных моделях на животных, является возникно-
вение спонтанной реперфузии, которая наблюдается 
в течение первых часов после начала инсульта [76]. 
В начале развития ИИ ядро инфаркта необратимо 
повреждается, а полутень расширяется примерно в 
течение 3 часов на 2/3 от максимально возможной 
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площади, поэтому ранняя реперфузия может частично 
восстановить даже сердцевинную ткань с вторич-
ным отсроченным повреждением, развивающимся 
до 3 недель после начала инсульта в зависимости 
от ишемического интервала [33]. Периинфарктный 
кровоток также может поддерживаться коллатераля-
ми через виллизиев круг и/или лептоменингеальные 
анастомозы. Поэтому, важное значение имеет раннее 
восстановление кровообращения.

Кардиогенные инсульты / Cardiogenic strokes
По данным литературы, частота сочетания ин-

фаркта миокарда и церебрального инсульта у боль-
ных в клинике колеблется от 1,3 до 12,8 %, чаще это 
наблюдается в первые 2 недели заболевания [77–80]. 
По данным медицинских регистров (12 регистров 
ССЗ), созданных под руководством НМИЦ ТПМ 
Минздрава России, доля лиц, перенёсших инсульт 
на фоне инфаркта, составляет около 20 %. За 10 лет 
смертность таких пациентов (госпитализированных) 
достигает 69 %, относительно пациентов с ИИ (46,4 %) 
и с инфарктом миокарда (47 %) [81].

Учитывая распространённость сосудистой комор-
бидности инфаркта и инсульта в клинике, разработа-
на модель сочетанной сосудистой патологии мозга.  
У крыс сначала воспроизводится инфаркт миокарда 
путём перевязки нисходящей коронарной артерии. 
Через трое суток после установления эксперимен-
тального инфаркта, который подтверждается дан-
ными с регистрацией электрокардиограммы крыс во 
II стандартном отведении, у животных с подтверждён-
ным инфарктом проводится глобальная преходящая 
ишемия, которая осуществляется путём окклюзии 
сонных артерий в течение 10 минут с параллельным 
понижением артериального давления путём забо-
ра крови из бедренной артерии до уровня давления  
в 50 мм рт. ст. После снятия зажимов с сонных артерий 
и реинфузии крови проводится наблюдение измене-
ний мозгового кровотока и артериального давления.  
В этих условиях при изучении противоишемических 
препаратов оказалось, что происходит изменение их 
цереброваскулярной активности, у одних препаратов 
сосудистый эффект усиливается, а у других, наоборот, 
исчезает [82–85]. 

Моделирование геморрагического инсульта / 
Modeling of hemorrhagic stroke

Субарахноидальное кровоизлияние / Subarachnoid 
hemorrhage

Субарахноидальное кровоизлияние (САК) — это 
кровоизлияние в полость между паутинной и мягкой 
мозговыми оболочками, которое может произойти 
спонтанно, обычно вследствие разрыва артериальной 
аневризмы, или в результате черепно-мозговой трав-
мы [86]. При САК резко возрастает внутричерепное 
давление, развивается отёк и ишемия головного мозга. 

Следствием кровоизлияния может стать угнетение со-
знания, паралич и даже летальный исход. После САК 
почти 15 % пациентов умирают до госпитализации, 
и только менее 50 % выживших, получивших адек-
ватное профессиональное лечение, могут вернуться 
к своей прежней жизни, а остальные 50 % пациентов 
страдают от проявлений неврологического дефицита, 
что делает их зависимыми от посторонней помощи на 
всю оставшуюся жизнь [87]. Серьёзным осложнением 
САК является вазоспазм сосудов мозга, приводящий к 
снижению кровотока. Симптоматический церебраль-
ный вазоспазм (30 % больных) — основная причина 
последующей инвалидизации и смертности у больных 
с разрывом аневризмы [88].

 Для исследования патофизиологии САК существу-
ет несколько хорошо изученных моделей на животных, 
которые используются в течение последних 40 лет. 
Модели с использованием перфорации внутрисосуди-
стой нити внутричерепной артерии (Виллизиева круга) 
или прямая инъекция крови в большую цистерну или 
прехиазмальную цистерну, являются наиболее часто 
используемыми процедурами [89–91]. Преимущество 
инъекционной модели заключается в том, что объём 
крови при САК можно контролировать [92]. Однако 
эта модель, хотя и отображает более «естественный» 
путь этого заболевания, недостаточно точно имити-
рует острые патофизиологические изменения и имеет 
высокий уровень смертности. 

Модели внутримозгового кровоизлияния / 
Intracerebral hemorrhage models

Внутримозговое кровоизлияние (ВМК) обуслов-
лено разрывом патологически изменённых стенок 
церебральных сосудов или диапедезом (процесс 
выхода форменных элементов крови через стенки 
кровеносных сосудов в ткань мозга в результате вос-
паления тканей, окружающих сосуды). Причиной 
кровоизлияния в головной мозг чаще всего является 
гипертоническая болезнь (80–85 % случаев). Реже 
кровоизлияния связаны с атеросклерозом, заболевани-
ями крови, воспалительными изменениями мозговых 
сосудов, интоксикацией, авитаминозами и другими 
причинами.

Повреждение головного мозга после ВМК бывает 
первичным и вторичным. Первичное повреждение 
головного мозга возникает в острейшей стадии ВМК 
и включает механическое повреждение ткани пери-
гематомы. Степень первичного повреждения зависит 
от местоположения и объёма гематомы. Чаще всего 
ВМК располагается в базальных ганглиях, таламусе 
и внутренней капсуле, которые богаты волокнами 
белого вещества и легко повреждаются механическим 
напряжением гематомы [93]. Вторичное повреждение 
головного мозга после ВМК — сложный процесс, 
который включает такие процессы, как нейровоспале-
ние, окислительный стресс, отложение железа (в виде 
гемосидерина), отёк мозга и повреждение гематоэнце-
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фалического барьера (ГЭБ) [94]. Повреждение белого 
вещества приводит к неврологическим расстройствам, 
таким как сенсорные нарушения, двигательные дис-
функции, когнитивные нарушения и эмоциональные 
расстройства [95–97]. Функциональные нарушения 
также тесно связаны с локализацией внутримозгового 
кровоизлияния и расширением гематомы [98].

Для моделирования BMK используются различные 
виды животных: грызуны, кролики, кошки, собаки, 
свиньи, приматы. Экспериментальные модели ВМК 
доступны с 1960-х годов и включают внутримозговую 
инъекцию в головной мозг аутологичной крови [99] 
или бактериальной коллагеназы [100], раздувание 
баллона [101, 102] или разрыв мозгового кровеносного 
сосуда [103].

Модель внутримозгового кровоизлияния с использо-
ванием однократного введения аутокрови / Model 
of intracerebral hemorrhage using a single injection of 

autologous blood
Наиболее широко используемым методом для 

образования в мозге экспериментального животного 
гематомы является однократная инъекция аутокрови 
в головной мозг. Кровь берут из поверхностного со-
суда и стереотаксически вводят в полосатое тело для 
создания модели гематомы. Быстрое накопление 
интрапаренхиматозной крови имеет значение для вну-
тримозгового кровоизлияния у пациентов [104, 105].

Установлено, что в условиях модели ВМК, цере-
бральный кровоток снижается как вокруг гематомы, 
так и в окружающем мозге. Это изменение существен-
но зависит от объёма гематомы и не сопровождается 
значительными изменениями церебрального перфу-
зионного давления [106, 107]. Объём вводимой крови 
варьирует в разных исследованиях и соответствует 
среднему размеру гематомы у человека [108]. Для 
хорошей воспроизводимости объёмов гематомы реко-
мендуется медленное введение 50 мкл крови шприцем 
Гамильтона в течение 5 минут [109]. Некоторые ис-
следователи проводят двойные или множественные 
инъекции, что вызывает стойкий неврологический 
дефицит, отёк мозга и кортикальную гипоперфузию 
[110, 111]. Эта методика была адаптирована для мы-
шей [110]. Преимуществом метода является высокая 
воспроизводимость, а недостатком то, что модель не 
воспроизводит разрыв кровеносных сосудов и не по-
зволяет оценить повторное кровотечение.

Модель внутримозгового кровоизлияния с использо-
ванием коллагеназы / Intracerebral hemorrhage model 

using collagenase
Модель ВМК, индуцированного коллагеназой, 

имитирует спонтанное внутрипаренхиматозное кро-
воизлияние, которое возникает у пациентов с внутри-
мозговым кровоизлиянием [112]. Коллагеназа — белок, 
который разрушает коллаген в базальном слое ГЭБ, что 
в конечном итоге приводит к микрососудистому раз-

рыву вблизи места инъекции. Расширение гематомы 
и вазогенный отёк после ВМК считаются результатом 
повышенной локальной концентрации коллагеназы, 
высвобождаемой из повреждённых клеток. Инъекция 
коллагеназы приводит к непрерывному кровоизлия-
нию в мозг в более короткие сроки и одновременно 
позволяет избежать операционных осложнений [94, 
113]. Однако коллагеназа повреждает множество кро-
веносных сосудов, что приводит к обширному крово-
излиянию. Кроме того, образуются дегенерированные 
эритроциты и воспалительные клетки, что приводит 
к более серьёзным воспалительным реакциям [114].

Модель ВМК, индуцированного коллагеназой, 
используется для изучения спонтанного внутримоз-
гового кровотечения, которое развивается в течение 
нескольких часов [115, 116]. 

Модель внутримозгового кровоизлияния с использо-
ванием механического повреждения мозга с после-
дующим введением аутокрови в зону повреждения 

/ A model of intracerebral hemorrhage using mechanical 
brain damage followed by the introduction of autologous 

blood into the damaged area 
Макаренко А.Н. с соавт. (2002 г.) была разработа-

на комбинированная модель ВМК с повреждением 
ткани мозга с помощью специального устройства 
(мандрен-ножа), стереотоксически вводимого в об-
ласть внутренней капсулы или полосатого тела, и 
дальнейшего введения аутокрови в зону повреждения 
[103, 117]. Данная модель наиболее полно отражает 
ситуацию, наблюдаемую в клинике, и воспроизводит 
основные диагностические критерии острого нару-
шения мозгового кровообращения. Модель удобна 
для воспроизведения поражений различных отделов 
мозга в нейрофизиологических и фармакологиче-
ских исследованиях и предоставляет возможность 
регистрации мозгового кровотока [118]. В экспери-
ментальных исследованиях на крысах показано, что 
модифицированная модель ВМК с повреждением 
внутренней капсулы приводит к долгосрочному по-
вреждению аксонов, неврологическому дефициту и 
гистопатологическим и электрофизиологическим 
нарушениям [98].

В наших исследованиях показано, что в условиях 
данной модели у крыс наблюдаются выраженные на-
рушения двигательной активности, развитие невро-
логического и когнитивного дефицитов, отмечаются 
парезы и параличи конечностей на контрлатеральной 
стороне от очага поражения [119–122].

Морфологические исследования показали, что 
таким способом достигается локальный аутогеморра-
гический латеральный инсульт в области внутренней 
капсулы без существенных повреждений выше рас-
положенных образований мозга [123].

Barth A и соавт. (2007) предложили модификацию 
метода ВМК у крыс, согласно которому, в полосатое 
тело взрослых крыс стереотаксически вводится ка-
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нюля и затем создаётся повреждение паренхимы с 
помощью вращающегося микрокатетера, введённого 
через канюлю, затем проводится медленная инфузия 
30 мкл аутологичной крови в течение 5 минут. Объём 
и морфологию гематомы оценивают количественно, 
а поведение животных анализируют с помощью стан-
дартизированных тестов [117]. 

Модель ВМК с деструкцией мозговой ткани ис-
пользуется также для изучения нарушений кровоснаб-
жения мозга. С помощью метода лазерной допплеров-
ской флуометрии в наших исследованиях показано, что 
при ВМК наблюдается снижение мозгового кровотока 
в среднем на 40 % как в зоне повреждения, так и в 
контрлатеральном полушарии, который увеличива-
ется при применении нимодипина, используемого в 
клинике у больных с ГИ [124, 125]. 

Модель сочетанного поражения мозга с использова-
нием стеноза сонных артерий и внутримозгового 

кровоизлияния / Model of combined brain damage using 
carotid artery stenosis and intracerebral hemorrhage

Одним из побочных эффектов тромболитического 
лечения инсульта или тромбоэмболэктомии является 
трансформация его в геморрагический [126, 127]. 

Нами разработана модель сочетанного церебро-
васкулярного поражения мозга: через несколько дней 
после стеноза сонных артерий проводится геморраги-
ческое повреждение мозга у крыс по методу А.Н. Ма- 
каренко [103]. Данная модель позволяет оценить осо-
бенности гемодинамики при геморрагической транс-
формации ишемического инсульта и разрабатывать 
новые медикаментозные подходы лечения. Показано, 
что цереброваскулярные препараты, которые улуч-
шают кровоснабжение мозга при ИИ и ГИ, в рамках 
этой модели увеличивают мозговой кровоток в боль-
шей степени, чем при каждой сосудистой патологии  
в отдельности [125, 128].

Модель спонтанного ВМК, связанного с гипертонией / 
Model of spontaneous ICH associated with hypertension

Гипертония является одним из основным факто-
ром риска ВМК. Для изучения особенностей ВМК, 
связанных с гипертонией, используют трансгенных 
мышей с повышенной экспрессией ренина и ан-
гиотензиногена [79]. В этой модели для индукции 
ВМК требуется добавление особой диеты с высоким 
содержанием соли и ингибирование синтазы оксида 
азота. Для создания модели гипертонии на мышах ис-
пользуют также подкожное введение ангиотензина II и 
ингибирование синтазы оксида азота, а также острые 
инъекции ангиотензина для дальнейшего повышения 
артериального давления. Разработаны также модели, 
воспроизводящие церебральную амилоидную ангио-

патию (ЦАА) на трансгенных мышах с повышенной 
экспрессией белка-предшественника амилоида. У 
мышей с развивающейся ЦАА наблюдается спон-
танное ВКМ [129].

Заключение / Conclusion

Патофизиология инсульта мозга сложна и вклю-
чает в себя множество взаимосвязанных процессов, 
таких как нарушение целостности гематоэнцефали-
ческого барьера, энергетический сбой с последующим 
развитием энергетического дефицита и оксидатив-
ного стресса, нарушение ионного гомеостаза кле-
ток, повышение уровня внутриклеточного кальция с 
развитием эксайтотоксичности и цитотоксичности, 
активация астроглии и микроглии, инфильтрация 
лейкоцитами очага поражения и т. д. Эти взаимосвя-
занные процессы приводят к гибели клеток, прежде 
всего, в центральной части очага поражения — в зоне,  
в которой наблюдается наиболее резкое снижение 
кровотока (близкое к «0») и в зоне пенумбры, которая 
функционально неактивна из-за снижения кровотока, 
но ещё остаётся метаболически активной. В связи  
с этим основные стратегии разработки средств лечения 
инсультов мозга направлены на создание соединений 
с противоишемическим, нейропротективным типом 
действия с целью восстановления работы нейронов, 
прежде всего, в зоне пенумбры. 

Основные молекулярные, нейрохимические и 
биохимические каскады развития ишемического по-
вреждения мозга у человека и животных (крысы) во 
многом совпадают. В частности, показано, что, как и 
у человека с ишемическим инсультом, максимальный 
отёк мозга у крыс развивается через 24 часа после мо-
делирования ишемического инсульта, а разрешение 
отёка мозга наблюдается к концу 3-х суток. В случае 
геморрагического инсульта как у человека, так и у 
крыс, наблюдается вторая волна неврологических 
осложнений на 5–6 сутки после создания патологии, 
в период разложения гемоглобина и отложении гемо-
седерина в тканях мозга. 

Можно полагать, что экспериментальные модели 
инсультов мозга в определённой степени трансля-
ционны с инсультами у человека. Понимание пре-
имуществ и недостатков экспериментальных методов 
воспроизведения цереброваскулярных поражений 
позволяет моделировать инсульты мозга с различной 
этиологией и патогенезом и оценивать постинсульт-
ные осложнения, включающие неврологические, 
когнитивные и эмоциональные нарушения, и на этой 
основе разрабатывать средства лечения инсульта и 
постинсультных осложнений.
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Эффективность ингибиторов циклооксигеназы,  
этилметилгидроксипиридина сукцината  

и их комбинаций на модели коллаген-индуцированного 
артрита у мышей BALB/c

 Иванова Е. А., Васильчук А. Г., Золотов Н. Н., Воронина Т. А.
ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  

Москва, Российская Федерация
Аннотация 

Актуальность. При воспалении интенсифицируется перекисное окисление липидов, повреждаются мембраны клеток, поэтому применение 
средств с антиоксидантными и мембранопротекторными свойствами совместно с широко назначаемыми нестероидными противовоспалительными 
средствами (НПВС) может усилить эффективность терапии. Обладающий антиоксидантным и мембраностабилизирующим действием этилметилгидрок-
сипиридина сукцинат (ЭМГПС) повышает антиэкссудативный эффект диклофенака натрия (ДН) и эторикоксиба (ЭТ) при однократном пероральном 
(п/о) введении в опытах на крысах и мышах. 

Цель. Изучение действия ЭМГПС, ДН, ЭТ и комбинаций этих НПВС с ЭМГПС при курсовом п/о введении на модели коллаген-индуцированного 
артрита (КИА) у мышей BALB/c. 

Методы. КИА моделировали двукратной инъекцией бычьего коллагена II типа (БК), эмульгированного с полным адъювантом Фрейнда, в основа-
ние хвоста мышей BALB/c с интервалом 21 сутки. Регистрировали тяжесть артрита, отёк лап, гипералгезию и моторный дефицит. На 21-е сутки после 
2-й инъекции БК получена сыворотка крови, в которой определяли концентрацию маркера распада коллагена оксипролина, активность ферментов 
антиоксидантной защиты каталазы и глутатионпероксидазы. НПВС в дозе 1 мг/кг, ЭМГПС в дозе 25 мг/кг и комбинации ЭМГПС с НПВС вводили еже-
дневно п/о, начиная со дня 2-й инъекции БК, 21 сутки.

Результаты. У мышей с КИА развился отёк лап, максимум которого наблюдали на 4–17 сутки после 2-й инъекции БК, после чего более выра-
женной была деформация суставов, и в сыворотке крови повышалась концентрация оксипролина. ДН оказывал антиэкссудативный эффект на 7-е 
сутки введения. ЭТ замедлял манифестацию симптомов артрита, оказывал антиэкссудативный эффект на 7-е сутки введения, но повышал уровень 
оксипролина в сыворотке крови. ЭМГПС замедлял манифестацию симптомов артрита и снижал уровень оксипролина в сыворотке крови. ЭМГПС с ДН 
или ЭТ оказывал корригирующее влияние на тяжесть артрита и снижал отёк на 7-е сутки введения. ЭМГПС совместно с ДН и ЭТ, но не НПВС и ЭМГПС 
per se, уменьшал гипералгезию на 7-е сутки введения. ЭМГПС с ДН снижал уровень оксипролина, а при введении с ЭТ — предупреждал вызываемое 
ЭТ повышение концентрации оксипролина в сыворотке крови.  

Заключение. Применение ЭМГПС с ДН и ЭТ повышает эффективность этих НПВС на модели КИА у мышей BALB/c. 

Ключевые слова: ингибиторы циклооксигеназы; диклофенак натрия; эторикоксиб; этилметилгидроксипиридина сукцинат; коллаген-индуци-
рованный артрит; оксипролин; мыши BALB/c
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Effect of cyclooxygenase inhibitors, ethylmethylhydroxypyridine succinate and their combinations 
in a collagen-induced arthritis model in BALB/c mice

Elena A. Ivanova, Anastasia G. Vasilchuk, Nikolay N. Zolotov, Tatyana A. Voronina
Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 
Background. Inflammation intensifies lipid peroxidation and damages cell membranes. Therefore, the use of antioxidant and membrane-protective agents 

in combination with widely prescribed nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) can enhance the effect of the therapy. Ethylmethylhydroxypyridine 
succinate (EMHPS), which has antioxidant and membrane-stabilizing properties, enhances the antiexudative effect of diclofenac sodium and etoricoxib after a 
single oral administration in rats and mice.

Objective. Evaluation of the effect of EMGPS, diclofenac sodium, etoricoxib and combinations of these NSAIDs with EMGPS with a course of oral administration 
in a collagen-induced arthritis model (CIA) in BALB/c mice.

Methods. CIA was modeled by double injection of bovine collagen type II (BC) emulsified with complete Freund's adjuvant into the base of the tail of BALB/c 
mice, 21 days apart. Arthritis severity, paw edema, hyperalgesia, and motor deficits were recorded. On day 21 after the 2nd BC injection, serum was obtained for 
evaluation of the concentration of the collagen degradation marker oxyproline and the activity of the antioxidant enzymes catalase and glutathione peroxidase. 
NSAIDs at a dose of 1 mg/kg, EMHPS at a dose of 25 mg/kg, and combinations of EMHPS with NSAIDs were administered orally daily, starting on day of the 2nd 
BC injection for 21 days.

Results. Mice with CIA developed swelling of the paws, the maximum of an exudative inflammation was observed on days 4–17 after the 2nd injection of 
BC, then joint deformation was more pronounced, and the concentration of oxyproline in the serum increased. Diclofenac sodium had an antiexudative effect 
on the 7th day of its administration. Etoricoxib delayed the manifestation of symptoms of arthritis in animals, had an antiexudative effect on the 7th day of its 
administration, but increased the concentration of oxyproline in serum. EMHPS delayed the manifestation of symptoms of arthritis and reduced the concentration 
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Введение / Introduction

Нестероидные противовоспалительные средства 
(НПВС) — эффективные средства для терапии боли 
и воспаления, показаны к применению при широком 
круге патологических состояний, среди которых остео-
артрит, ревматоидных артрит, спондилоартрит, подагра 
и другие метаболические артропатии. Для НПВС ха-
рактерны дозозависимые класс-специфические побоч-
ные эффекты, обусловленные механизмом действия 
препаратов этой фармакотерапевтической группы — 
ингибированием 1 и 2 изоформы циклооксигеназы 
(ЦОГ-1 и ЦОГ-2), к которым относятся гастроинте-
стинальные, кардиоваскулярные и нефротоксические 
нежелательные явления (НЯ), ограничивающие на-
значение этих препаратов [1]. 

При воспалении происходит ферментативная  
и неферментативная деструкция мембранных фосфо-
липидов, липопротеидов, гликолипидов с высвобож-
дением из них высших жирных кислот, арахидоновой 
в частности, и свободных липидов. Вследствие повы-
шения образования арахидоновой кислоты значи-
тельно увеличивается образование простагландинов 
(под действием ЦОГ) и лейкотриенов (под действием 
5-липооксигеназы). При воспалении интенсифици-
руется свободнорадикальное перекисное окисление 
липидов (ПОЛ), продукты которого повышают прони-
цаемость мембран, что приводит к цитолизу и наруше-
нию регуляции тканевых процессов [2]. Способность 
НПВС вызывать митохондриальную дисфункцию с 
избыточным образованием активных форм кислорода 
рассматривается в качестве механизма повреждающего 
действия НПВС на желудочно-кишечный тракт и 
сердечно-сосудистую систему [3, 4]. Поэтому одним 
из подходов к повышению эффективности и безопас-
ности применения НПВС может рассматриваться их 
использование в комбинации с антиоксидантными и 
мембранопротекторными средствами.

Ранее нами было показано, что обладающий анти-
оксидантным и мембраностабилизирующим действием 
этилметилгидроксипиридина сукцинат (ЭМГПС) [5] 
усиливает эффекты диклофенака натрия и эторикокси- 
ба: антиэкссудативный — на модели каррагинанового 

отёка у мышей и крыс [6–8], противоболевой — на 
моделях острой висцеральной боли у мышей, острой 
соматической боли, вызванной формалином и кар-
рагинаном, и послеоперационной боли у крыс [7, 9, 
10]. Наряду с повышением противовоспалительной 
и противоболевой эффективности при применении 
НПВС совместно с ЭМГПС повышается и безопас-
ность НПВС. Так, ЭМГПС при введении с эторикок-
сибом предупреждает вызываемое эторикоксибом по-
вышение артериального давления [11] и при введении 
с диклофенаком натрия или эторикоксибом ослабляет 
выраженность ульцерогенного действия НПВС на 
модели гастротоксичности у крыс [12].

Целью настоящего исследования явилось изучение 
действия ЭМГПС, неселективного ингибитора ЦОГ 
диклофенака натрия, селективного ингибитора ЦОГ-2 
эторикоксиба и комбинаций этих НПВС с ЭМГПС при 
курсовом пероральном введении на модели коллаген-
индуцированного артрита (КИА) у мышей BALB/c. 

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Исследование выполнено на половоз-
релых самцах мышей линии BALB/c массой 21–26 г  
(n = 53) из питомника лабораторных животных фили-
ала «Столбовая» ФГБУН «Научный центр биомеди-
цинских технологий ФМБА» (Московская область). 
Животных содержали в соответствии со стандартными 
условиями вивария при свободном доступе к корму  
и воде при 12-часовом световом режиме. Организа-
цию и проведение работ осуществляли в соответствии  
с ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержанию и 
уходу за лабораторными животными. Правила со-
держания и ухода за лабораторными грызунами и 
кроликами», ГОСТ 33215-2014 «Руководство по со-
держанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации 
процедур». Проведение эксперимента одобрено Ко-
миссией по биомедицинской этике ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских и 
фармацевтических технологий» (Протокол № 01 от 
18 января 2023 г.). 

of oxyproline in serum. EMHPS when administered together with diclofenac sodium or etoricoxib had a corrective effect on the severity of symptoms of arthritis 
and reduced swelling on the 7th day of its administration. EMHPS when administered together with diclofenac sodium or etoricoxib but not NSAIDs and EMHPS 
per se reduced hyperalgesia on the 7th day of its administration. EMHPS when administered together with diclofenac sodium reduced the level of oxyproline, 
and when administered with etoricoxib, it prevented the increase in oxyproline level in the serum caused by etoricoxib.

Conclusion. The combined use of EMHPS with diclofenac sodium and etoricoxib increases the effect of these NSAIDs in the collagen-induced arthritis model 
in BALB/c mice.

Keywords:  cyclooxygenase inhibitors; diclofenac sodium; etoricoxib; ethylmethylhydroxypyridine succinate; collagen-induced arthritis; oxyproline; 
BALB/c mice
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Коллаген-индуцированный артрит (КИА) является 
наиболее изученной моделью РА [13]. У животных с 
этой моделью развивается аутоиммунный процесс 
с экссудативным воспалением на начальных этапах 
его формирования, выраженность которого снижают 
НПВC. Эффективность ЭМГПС, диклофенака натрия, 
эторикоксиба и комбинаций этих НПВС с ЭМГПС на 
модели КИА у мышей BALB/c оценивали по способ-
ности этих средств снижать выраженность симптомов 
патологического процесса: тяжесть КИА, отёк за-
дних лап, гипералгезию и локомоторные нарушения.  
В сыворотке крови животных с КИА регистрирова-
ли концентрацию продукта гидролиза коллагена —  
оксипролина и активность ферментов антиоксидант-
ной защиты каталазы и глутатионпероксидазы.

КИА моделировали у мышей BALB/c по [14]. 
Иммунизацию проводили дважды, первую осущест-
вляли введением мышам внутрикожно в основание 
хвоста 100 мкг бычьего коллагена II типа, эмульги-
рованного с полным адъювантом Фрейнда (ПАФ)  
в объёме 50 мкл. Перед повторной иммунизацией жи-
вотных с внутрикожно введенным бычьим коллагеном  
II типа с ПАФ рандомизировали на группы по наличию 
симптома развивающейся отёчности лап и массе тела. 
Вторую иммунизацию осуществляли на 21-е сутки 
после первой таким же способом. 

Животных рандомизировали на следующие группы: 
1. Контроль — мыши, которым в дни иммунизации 

внутрикожно в основание хвоста вводили физиоло-
гический раствор в объёме 50 мкл и ежедневно перо-
рально вводили физиологический раствор с 21 суток 
опыта на протяжении 21 суток, n = 10. 

2. Коллаген-индуцированный артрит (КИА) — 
мыши, которым внутрикожно вводили коллаген и  
с 21 суток — ежедневно перорально физиологический 
раствор, n = 7. 

3. ЭМГПС 25 мг/кг — мыши с КИА, которым 
перорально вводили ЭМГПС в дозе 25 мг/кг, n = 7. 

4. Диклофенак натрия 1 мг/кг — мыши с КИА, 
которым с 21 суток ежедневно перорально вводили 
диклофенак натрия в дозе 1 мг/кг, n = 7. 

5. Эторикоксиб 1 мг/кг — мыши с КИА, которым с 
21 суток ежедневно перорально вводили эторикоксиб 
в дозе 1 мг/кг, n = 7. 

6. Диклофенак натрия 1 мг/кг + ЭМГПС 25 мг/кг — 
мыши с КИА, которым с 21 суток ежедневно перо-
рально вводили диклофенак натрия в дозе 1 мг/кг  
и ЭМГПС 25 мг/кг, n = 8. 

7. Эторикоксиб 1 мг/кг + ЭМГПС 25 мг/кг — 
мыши с КИА, которым с 21 суток ежедневно перо-
рально вводили эторикоксиб в дозе 1 мг/кг и ЭМГПС 
25 мг/кг, n = 7.

Основанием для выбора доз НПВС и ЭМГПС при 
применении в комбинации явились результаты ранее 
проведённых экспериментов [8].

Оценку выраженности артрита проводили визу-
ально для каждой лапы животного отдельно, под-

считывали сумму баллов для каждой мыши [15]: 0 — 
отсутствие видимых изменений; 0,5 — покраснение 
и отёк одного сустава пальца; 1 — покраснение и 
лёгкий отёк подушечки стопы, скакательных суставов 
или 2–5 пальцев; 2 — покраснение и отёк 2 суставов; 
3 — покраснение и отёк лапы полностью; 4 — сни-
женная отёчность и деформации суставов. То есть, 
максимальная выраженность проявлений артрита  
у животного соответствовала 16 баллам.

У мышей BALB/c с КИА оценивали отёк задних 
лап по увеличению их диаметра в области плюсны 
(мм), который измеряли с помощью электронного 
штангенциркуля на 21-е сутки после первой имму-
низации (перед второй иммунизацией бычьим кол-
лагеном II типа) и на 7-, 14- и 21-е сутки после второй 
иммунизации бычьим коллагеном II типа.

На 7-, 14- и 21-е сутки после второй иммунизации 
бычьим коллагеном II типа у мышей BALB/c оценивали 
механическую гипералгезию с помощью филаментов 
фон Фрея массой от 0,06 до 23,96 г (Aesthesio® Ugo Basile, 
Италия). Мышей помещали по отдельности в пласти-
ковые камеры (20×10×14 см) на возвышенной решет-
чатой платформе с перфорациями и в течение 15 мин 
адаптировали в условиях покоя. Филаменты фон Фрея 
предъявляли перпендикулярно в разных местах подо-
швенной поверхности задних лап животных, исключая 
области пальцев и скакательного сустава (длительность 
воздействия составляла 2 с). Для каждого филамента 
фон Фрея тестирование проводили 5 раз с интерва-
лом 3 с. Определяли минимальный порог реакции, 
вызывающий отдергивание лапы [16].

У мышей BALB/c с КИА регистрировали наличие 
моторного дефицита, оценивая координацию дви-
жений в тесте «Вращающийся стержень» (Rota Rod, 
Ugo Basile, Италия) [17]. Животных адаптировали  
к условиям методики перед повторной иммунизацией 
бычьим коллагеном II типа, осуществляя 3 посадки на 
барабан установки со скоростью вращения 5 оборотов/
мин. Тестирование моторного навыка проводили при 
режиме вращения барабана установки с постоянной 
скоростью 10 оборотов/мин, регистрируя латентный 
период (ЛП) падения мышей (с) на 7- и 14-е сутки 
после второй иммунизации мышей. 

На 42-е сутки после первой инъекции бычьего 
коллагена II типа мыши BALB/c были подвергнуты 
эвтаназии (декапитация), была получена сыворотка 
крови для проведения биохимического исследования. 

Концентрацию оксипролина определяли колори-
метрически по образованию окрашенного продукта 
в реакции с п-диметиламинобензальдегидом [18]. 
Активность каталазы регистрировали спектрофото-
метрически по убыли её субстрата перекиси водорода 
[19], активность глутатионпероксидазы — по образова-
нию окрашенного продукта с реактивом Эллмана [20]. 

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли с помощью программы Statistica 10.0. с ис-
пользованием критерия Краскела–Уоллиса с по-
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следующим применением критерия Манна–Уитни 
без/с поправкой Беньямини–Хохберга. Результаты в 
таблицах представлены в виде медианы, 1 и 3 кварти-
лей. Различия между группами считали статистически 
значимыми при p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

На 3-и сутки после второй инъекции бычьего 
коллагена II типа в группе мышей «КИА» зареги-
стрированы проявления воспаления: за исключением 
одного животного, у остальных были как минимум 
покраснение и отёк 2 суставов на одной из задних лап. 
Отёчность конечностей животных в группе «КИА» 
продолжала нарастать до 14 суток после второй инъ-
екции бычьего коллагена II типа. Тяжесть артрита 
в этой группе на 14-е сутки после второй инъекции 
бычьего коллагена II типа соответствовала медиане, 
равной 10 баллам, и сохранялась на этом уровне до  
17 суток, после чего отёк лап уменьшался, и усилива-
лась деформация суставов (табл. 1). На 21-е сутки после 
второй инъекции бычьего коллагена II типа (42 сутки 
опыта) в группе «КИА» у 5 животных зарегистрирована 
выраженная деформация суставов задних лап. 

Введение мышам BALB/c эторикоксиба в дозе  
1 мг/кг или ЭМГПС в дозе 25 мг/кг в течение 3 суток 
после второй инъекции бычьего коллагена II типа за-
держивало манифестацию симптомов артрита, о чём 
свидетельствовало снижение их выраженности (до  
0 баллов). При последующей регистрации симптомов 
артрита у мышей BALB/c, которым вводили этори-
коксиб или ЭМГПС, их уменьшения по сравнению 
с группой «КИА» зафиксировано не было. Оценка 

тяжести артрита не выявила её снижения у животных, 
которым вводили диклофенак натрия в дозе 1 мг/кг, на 
протяжении всего периода регистрации, а при приме-
нении комбинации диклофенака натрия в дозе 1 мг/кг 
и ЭМГПС в дозе 25 мг/кг у мышей BALB/c было за-
фиксировано снижение тяжести симптомов артрита на 
3-и сутки после второй инъекции бычьего коллагена 
II типа. Эффективность комбинации эторикоксиба 
и ЭМГПС была более выраженной: эта комбинация 
значимо снижала тяжесть КИА у мышей BALB/c  
с 3 по 17 сутки после 2 инъекции бычьего коллагена 
II типа (табл. 1).

Через 7 суток после второй инъекции бычьего 
коллагена II типа в группе мышей «КИА» зарегистри-
ровано значимое увеличение диаметра задних лап 
в области плюсны: отёк левой лапы соответствовал 
увеличению медианы её диаметра на 22,7 %, правой — 
на 28,6 % по сравнению с соответствующими значе-
ниями в контрольной группе. С 14 суток после второй 
инъекции бычьего коллагена II типа отёк задних лап 
уменьшался. На 14-е сутки после второй инъекции 
бычьего коллагена II типа зарегистрировано только 
значимое увеличение медианы диаметра левой плюс-
ны — на 14,3 %. На 21-е сутки после второй инъекции 
бычьего коллагена II типа значимых различий диа-
метров задних лап между группами мышей «КИА»  
и «Контроль» выявлено не было (табл. 2).

На 7-е сутки введения препаратов диклофенак 
натрия, эторикоксиб и их комбинации с ЭМГПС 
значимо снижали выраженность экссудативного вос-
паления правой лапы животных с КИА на 11,1–18,5 %. 
Значимого влияния на диаметр плюсны задних лап 
животных на 14 и 21 сутки после второй инъекции 

Таблица 1

Влияние этилметилгидроксипиридина сукцината, диклофенака натрия, эторикоксиба и комбинаций НПВС с этилметилгидроксипи-
ридина сукцинатом на тяжесть коллаген-индуцированного артрита у мышей BALB/c (баллы, медиана (Q1; Q3))

Table 1

Effect of ethylmethylhydroxypyridine succinate, diclofenac sodium, etoricoxib and combinations of NSAIDs with 
ethylmethylhydroxypyridine succinate on the severity of collagen-induced arthritis in BALB/c mice (scores, median (Q1; Q3))

Группа
Group

Сутки после 2-ой инъекции бычьего коллагена II типа, баллы
24 hours after the 2nd injection of bovine collagen type II, scores

3 сутки
day 3

7 сутки
day 7

10 сутки
day 10

14 сутки
day 14

17 сутки
day 17

КИА 4,0 (2,0; 6,5) 8,0 (6,0; 10,0) 8,0 (3,0; 12,0) 10,0 (10,0; 12,0) 10,0 (6,0; 10,0)

ЭМГПС 25 мг/кг 0,0 (0,0; 0,5)* 6,0 (1,0; 7,0) 4,5 (2,0; 8,0) 10,0 (8,0; 12,0) 8,0 (8,0; 10,0)

Диклофенак 1 мг/кг 3,0 (0,0; 4,0) 4,0 (4,0; 6,0) 4,0 (2,0; 6,0) 10,0 (6,0; 10,0) 7,0 (4,0; 8,0)

Эторикоксиб 1 мг/кг 0,0 (0,0; 2,0)* 6,0 (6,0; 10,0) 6,0 (4,0; 9,0) 8,0 (8,0; 12,0) 6,0 (4,0; 14,0)

Диклофенак 1 мг/кг +  
ЭМГПС 25 мг/кг

0,3 (0,0; 1,5)* 6,5 (2,0; 8,0) 4,0 (1,5; 7,5) 10,0 (10,0; 12,0) 7,0 (4,0; 11,0)

Эторикоксиб 1 мг/кг + 
ЭМГПС 25 мг/кг

0,0 (0,0; 0,0)* 3,0 (2,0; 6,0)* 0,0 (0,0; 2,0)* 8,0 (8,0; 10,0)* 2,0 (2,0; 6,0)*

Примечания: * — p ≤ 0,05 по сравнению с группой «КИА», критерий Манна–Уитни с поправкой Беньямини–Хохберга; КИА — коллаген-
индуцированный артрит; ЭМГПС — этилметилгидроксипиридина сукцинат.
Notes: * — p ≤ 0.05 compared to the CIA group, Mann–Whitney test with Benjamini–Hochberg correction; КИА — CIA — collagen-induced arthritis; 
ЭМГПС — EMGPS — ethylmethylhydroxypyridine succinate.
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бычьего коллагена II типа изучаемые средства не 
оказывали (см. табл. 2). 

У мышей BALB/c с КИА на протяжении всего 
периода наблюдения (21 сутки после второй инъекции 
бычьего коллагена II типа) фиксировали гипералге-
зию при стимуляции подошвенной поверхности лап 
животных филаментами фон Фрея, и её выраженность 
в этот период не снижалась. Диклофенак натрия, 
эторикоксиб и ЭМГПС не оказывали значимого вли-
яния на болевую чувствительность животных. Однако 
применение диклофенака натрия и эторикоксиба 
в дозе 1 мг/кг совместно с ЭМГПС в дозе 25 мг/кг 
приводило к значимому повышению порога болевой 
чувствительности мышей на 7-е сутки его регистрации 
по сравнению с группой мышей с КИА, которым не 
вводили изучаемые средства. Наиболее выраженный 
противоболевой эффект зарегистрирован при вве-
дении комбинации диклофенака натрия и ЭМГПС. 
Эта комбинация значимо повышала порог болевой 
чувствительности животных по сравнению с болевым 
порогом в группах мышей, которым вводили только 
ЭМГПС или только диклофенак натрия. На 14- и 21-е 
сутки регистрации гипералгезии комбинации дикло-
фенака натрия и эторикоксиба с ЭМГПС значимого 
влияния на болевую чувствительность животных в 
тесте фон Фрея не оказывали (табл. 3).

На 7-е сутки после второй инъекции бычьего кол-
лагена II типа у животных группы «КИА» зарегистри-
рован моторный дефицит, о чём свидетельствовало 
уменьшение ЛП падения мышей этой группы с ба-
рабана установки «Вращающийся стержень» в 3 раза 
по сравнению с контрольной группой. В группах мы-
шей с КИА, которым вводили НПВС в дозе 1 мг/кг, 
ЭМГПС в дозе 25 мг/кг и их комбинации, ЛП падения 
животных с барабана установки значимо не отличался от 
этого параметра в группе мышей без патологии. Значимое 
увеличение этого параметра по сравнению с группой 
«КИА» зарегистрировано при введении комбинации 
эторикоксиба и ЭМГПС, которая восстанавливала коор-
динацию движений мышей с КИА практически до уровня 
контрольных животных. Через 14 суток после второй инъ-
екции бычьего коллагена II типа у мышей группы «КИА» 
координация движений восстанавливалась до показателя 
контрольных мышей, и ЭМГПС, комбинации ЭМГПС с 
НПВС не влияли на координацию движений животных. 
В отличие от них, диклофенак натрия и эторикоксиб 
снижали координацию движений, что проявлялось в 
значимом уменьшении ЛП падения животных с барабана 
установки соответственно в 2,3 и 2,7 раза по сравнению с 
контрольной группой/группой «КИА» (табл. 4).

На 42-е сутки развития патологического процесса 
в сыворотке крови мышей BALB/c с КИА была по-

Таблица 2

Влияние этилметилгидроксипиридина сукцината, диклофенака натрия, эторикоксиба и комбинаций НПВС с этилметилгидрок-
сипиридина сукцинатом на отёк плюсны мышей BALB/c с коллаген-индуцированным артритом (медиана (Q1; Q3))

Table 2

Effect of ethylmethylhydroxypyridine succinate, diclofenac sodium, etoricoxib and combinations of NSAIDs with 
ethylmethylhydroxypyridine succinate on the edema of the tarsus in BALB/c mice with collagen-induced arthritis (median (Q1; Q3))

Группа
Group 

Диаметр задних конечностей, мм
Diameter of the hind limbs, mm

Сутки после 2-ой инъекции бычьего коллагена II типа
24 hours after the 2nd injection of bovine collagen type II

7 сутки
day 7

14 сутки
day 14

21 сутки
day 21

левая лапа
left paw

правая лапа
right paw

левая лапа
left paw

правая лапа
right paw

левая лапа
left paw

правая лапа
right paw

Контроль 2,2 (2,1; 2,3)* 2,1 (1,9; 2,3)* 2,0 (2,0; 2,1)* 2,0 (1,9; 2,2) 2,2 (2,1; 2,4) 2,1 (2,1; 2,2)

КИА 2,7 (2,5; 2,8) 2,7 (2,5; 2,8) 2,4 (2,2; 2,5) 2,2 (2,1; 2,4) 2,4 (2,2; 2,6) 2,2 (2,2; 2,3)

КИА +

ЭМГПС 25 мг/кг 2,4 (2,2; 2,5) 2,2 (2,1; 2,7) 2,4 (2,2; 2,5) 2,2 (2,1; 2,4) 2,4 (2,3; 2,7) 2,2 (2,0; 2,2)

Диклофенак 1 мг/кг 2,3 (2,2; 2,4) 2,2 (1,9; 2,4)* 2,4 (2,2; 2,6) 2,3 (2,1; 2,4) 2,3 (2,1; 2,4) 2,2 (2,0; 2,3)

Эторикоксиб 1 мг/кг 2,3 (2,1; 2,5) 2,4 (2,3; 2,5)* 2,3 (2,2; 2,5) 2,4 (2,3; 2,5) 2,4 (2,2; 2,5) 2,3 (2,1; 2,4)

Диклофенак  
1 мг/кг + ЭМГПС 
25 мг/кг

2,3 (2,1; 2,6) 2,2 (2,0; 2,4)* 2,4 (2,2; 2,7) 2,4 (2,2; 2,5) 2,4 (2,2; 2,6) 2,3 (2,1; 2,4)

Эторикоксиб  
1 мг/кг + ЭМГПС 
25 мг/кг

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

Примечания: * — p ≤ 0,05 по сравнению с группой «КИА», критерий Манна–Уитни с поправкой Беньямини–Хохберга; КИА — коллаген-
индуцированный артрит; ЭМГПС — этилметилгидроксипиридина сукцинат.
Notes: * — p ≤ 0.05 compared to the CIA group, Mann–Whitney test with Benjamini–Hochberg correction; КИА — CIA — collagen-induced 
arthritis; ЭМГПС — EMGPS — ethylmethylhydroxypyridine succinate.
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вышена концентрация маркера распада коллагена 
оксипролина на 21,1 %. ЭМГПС снижал повышен-
ную при КИА концентрацию оксипролина на 25,7 %, 
а эторикоксиб, напротив, повышал её ещё на 54,0 %. 
Применение эторикоксиба совместно с ЭМГПС пред-
упреждало этот эффект селективного ингибитора 
ЦОГ-2. Концентрация оксипролина в группах мышей 
BALB/c с КИА была ниже при введении им диклофе-
нака per se или совместно с ЭМГПС (табл. 5).

На 42-е сутки развития патологического про-
цесса в сыворотке крови мышей BALB/c с КИА  
зарегистрировано снижение активности каталазы в  
1,9 раза по сравнению с группой контрольных жи-
вотных, активность другого антиоксидантного фер-
мента глутатионпероксидазы, напротив, повышалась  
в 2,1 раза. Курсовое введение мышам BALB/c с КИА 
ЭМГПС, диклофенака, эторикоксиба и комбинаций 
НПВС с ЭМГПС предупреждало снижение активности 
каталазы в сыворотке крови. Активность глататионпе-
роксидазы в группах мышей с КИА, которым вводили 

препараты, значимо не отличалась от активности 
фермента в группе животных без патологии (табл. 5).

Результаты проведённого эксперимента свидетель-
ствуют о том, что двукратная внутрикожная инъекция 
бычьего коллагена II типа, эмульгированного с ПАФ, 
в основание хвоста мышей BALB/c вызвала развитие 
хронического воспалительного процесса. С 3 по 17 
сутки после разрешающей инъекции регистрировали 
экссудативное воспаление, проявлявшееся отёчно-
стью задних лап животных (максимум отёчности 
зафиксирован на 4–17 сутки), после чего отёчность 
лап уменьшалась и более выраженным был процесс 
деформации и деструкции суставов, при котором в 
сыворотке крови мышей с КИА повышается уровень 
оксипролина [21]. Наряду с повышением уровня ок-
сипролина в сыворотке крови мышей BALB/c с КИА 
на 42-е сутки развития патологического процесса 
зарегистрирован функциональный дисбаланс анти-
оксидантных ферментов каталазы и глутатионпе-
роксидазы. Активность каталазы, фермента первой 

Таблица 3 

Влияние этилметилгидроксипиридина сукцината, диклофенака натрия, эторикоксиба и комбинаций НПВС с этилметилгидрок-
сипиридина сукцинатом на порог болевой реакции мышей BALB/c с коллаген-индуцированным артритом в тесте фон Фрея 

(медиана (Q1; Q3))

Table 3

Effect of ethylmethylhydroxypyridine succinate, diclofenac sodium, etoricoxib and combinations of NSAIDs with ethylmethylhydroxypyr-
idine succinate on the pain threshold of BALB/c mice with collagen-induced arthritis in the von Frey test (median (Q1; Q3))

Группа
Group

Порог болевой чувствительности, г
Threshold of pain sensitivity, g

Сутки после 2-ой инъекции бычьего коллагена II типа
24 hours after the 2nd injection of bovine collagen type II

7 сутки
day 7

14 сутки
day 14

21 сутки
day 21

левая лапа
left paw

правая лапа
right paw

левая лапа
left paw

правая лапа
right paw

левая лапа
left paw

правая лапа
right paw

Контроль 2,0
(2,0; 6,0)

2,0
(2,0; 6,0)

4,0
(1,4; 4,0)

4,0
(1,4; 4,0)

3,0
(1,0; 5,0)

3,0
(1,0; 5,0)

КИА 0,4
(0,2; 1,0)*

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

0,4
(0,2; 0,6)*

0,4
(0,2; 0,6)*

0,2
(0,2; 0,4)*

0,2
(0,2; 1,0)*

КИА + ЭМГПС 25 мг/кг 0,4
(0,2; 1,0)*&

0,4
(0,2; 1,0)*&

0,4
(0,2; 1,00)*

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

0,4
(0,4; 1,0)*

0,4
(0,4; 1,0)

Диклофенак  
1 мг/кг

0,4
(0,2; 1,0)*&

0,4
(0,2; 1,4)*&

0,4
(0,2; 0,6)*

0,4
(0,1; 0,4)*

0,2
(0,1; 1,0)*

0,2
(0,1; 1,0)*

Эторикоксиб 
1 мг/кг

0,6
(0,2; 1,0)*

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

1,0
(0,6; 1,0)*

1,0
(0,4; 1,4)*

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

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

Диклофенак 
1 мг/кг + ЭМГПС 
25 мг/кг

3,0
(1,2; 6,0)#

3,0
(1,2; 6,0)#

0,8
(0,4; 3,0)*

0,8
(0,5; 1,7)*

1,0
0,4; 1,4)

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

Эторикоксиб 
1 мг/кг + ЭМГПС 
25 мг/кг

1,0
(1,0; 1,0)*

1,00
(1,0; 1,0)*#

0,2
(0,2; 0,4)*

0,4
(0,2; 0,4)*

0,2
(0,2; 0,4)*

0,4
(0,2; 0,4)*

Примечания: * — p < 0,05 по сравнению с группой «Контроль»; # — p ≤ 0,04 по сравнению с группой «КИА», критерий Манна–Уитни с 
поправкой Беньямини–Хохберга; & — p ≤ 0,04 по сравнению с группой «Диклофенак 1 мг/кг + ЭМГПС 25 мг/кг», критерий Манна–Уит-
ни с поправкой Беньямини–Хохберга; КИА — коллаген-индуцированный артрит; ЭМГПС — этилметилгидроксипиридина сукцинат.
Notes: * — p < 0.05 compared with the Control group; # — p < 0.04 compared with the CIA group, Mann–Whitney test with Beniamini–Hochberg 
correction; & — p < 0.04 compared with the Diclofenac 1 mg/kg + EMGPS 25 mg/kg group, criterion Mann–Whitney with Beniamini–Hochberg 
correction; КИА — CIA — collagen-induced arthritis; ЭМГПС — EMHPS — ethylmethylhydroxypyridine succinate.
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Таблица 4 

Влияние этилметилгидроксипиридина сукцината, диклофенака натрия, эторикоксиба и комбинаций НПВС с этилметилгидрок-
сипиридина сукцинатом на латентный период падения мышей BALB/c с коллаген-индуцированным артритом с установки 

«Вращающийся стержень» (медиана (Q1; Q3))

Table 4

Effect of ethylmethylhydroxypyridine succinate, diclofenac sodium, etoricoxib and combinations of NSAIDs with ethylmethylhydroxypyr-
idine succinate on the time spent on rotating rod in BALB/c mice with collagen-induced arthritis (median (Q1; Q3))

Группа
Group

Латентный период, с
The time spent on rotating rod, sec

Сутки после 2-ой инъекции бычьего коллагена II типа
24 hours after the 2nd injection of bovine collagen type II

7 сутки
day 7

14 сутки
day 14

Контроль 180,0 (117,0; 180,0) 180,0 (180,0; 180,0)

КИА 60,0 (53,0; 129,0)* 180,0 (34,0; 180,0)

КИА + ЭМГПС 25 мг/кг 180,0 (70,0; 180,0) 180,0 (49,0; 180,0)

Диклофенак 1 мг/кг 67,0 (37,0; 180,0) 77,0 (51,0; 180,0)*

Эторикоксиб 1 мг/кг 127,0 (47,0; 180,0) 66,0 (25,0; 180,0)*

Диклофенак 1 мг/кг + ЭМГПС 25 мг/кг 81,0 (41,0; 180,0) 180,0 (180,0; 180,0)

Эторикоксиб 1 мг/кг + ЭМГПС 25 мг/кг 177,0 (134,0; 180,0)# 180,0 (180,0; 180,0)
Примечания: * — p < 0,05 по сравнению с группой «Контроль»; # — p < 0,05 по сравнению с группой «Коллагеновый артрит», критерий 
Манна–Уитни; КИА — коллаген-индуцированный артрит; ЭМГПС — этилметилгидроксипиридина сукцинат.
Notes: * — p < 0.05 compared to the Control group; # — p < 0.05 compared to the Collagen Arthritis group, Mann–Whitney test; КИА — CIA — 
Collagen-Induced Arthritis; ЭМГПС — EMGPS — Ethylmethylhydroxypyridine Succinate.

Таблица 5 

Влияние этилметилгидроксипиридина сукцината, диклофенака натрия, эторикоксиба и комбинаций НПВС с этилметилгидрок-
сипиридина сукцинатом на концентрацию оксипролина, активность каталазы и глутатионпероксидады в сыворотке крови мышей 

BALB/c с коллаген-индуцированным артритом (медиана (Q1; Q3))

Table 5

Effect of ethylmethylhydroxypyridine succinate, sodium diclofenac, etoricoxib, and combinations of NSAIDs with ethylmethylhy-
droxypyridine succinate on the concentration of oxyproline, activity of catalase and glutathione peroxidase in the serum of BALB/c mice 

with collagen-induced arthritis (median (Q1; Q3))

Группа
Group

Концентрация 
оксипролина, мкг/мл

Concentration of 
oxyproline, μg/ml

Активность ферментов, ммоль/(мин*мл*см)
Enzyme activity, mmol/(min*ml*cm)

Каталазы
Catalase

Глутатионпероксидазы
Glutathioneperoxidase

Контроль 3,29 (2,90; 3,40) 0,0548 (0,0541; 0,0597) 0,8514 (0,5119; 1,2017)

КИА 4,17 (4,17; 4,40)* 0,0296 (0,0178; 0,0411)* 0,4132 (0,3601; 0,7424)*

КИА + ЭМГПС 25 мг/кг 3,10 (2,82; 3,30)# 0,0550 (0,0492; 0,0603)# 0,6848 (0,5964; 0,8300)

Диклофенак 1 мг/кг 2,45 (2,20; 4,10) 0,0576 (0,0541; 0,0657)# 0,3860 (0,0359; 0,6504)

Эторикоксиб 1 мг/кг 6,42 (4,49; 7,53)*# 0,0500 (0,0465; 0,0600)# 0,5513 (0,3806; 0,9095)

Диклофенак 1 мг/кг + ЭМГПС 
25 мг/кг

3,44 (2,70; 3,92)## 0,0574 (0,0491; 0,0603)# 0,5441 (0,4396; 1,0811)

Эторикоксиб 1 мг/кг + ЭМГПС 
25 мг/кг

4,95 (3,67; 5,54) 0,0518 (0,0449; 0,0571)# 0,5347 (0,0786; 0,6120)

Примечания: * — p < 0,05 по сравнению с группой «Контроль»; # — p < 0,05 по сравнению с группой «КИА», критерий Манна–Уитни с 
поправкой Беньямини–Хохберга; ## — p < 0,05 по сравнению с группой «КИА», критерий Манна–Уитни; КИА — коллаген-индуциро-
ванный артрит; ЭМГПС — этилметилгидроксипиридина сукцинат.
Notes: * — p < 0.05 compared to the Control group; # — p < 0.05 compared to the CIA group, Mann–Whitney test with Benjamini–Hochberg 
correction; ## — p < 0.05 compared to the КИА — CIA group, Mann–Whitney test; КИА — CIA — collagen-induced arthritis; ЭМГПС — EMGPS — 
ethylmethylhydroxypyridine succinate.
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линии антиоксидантной защиты, предотвращающего 
накопление в клетке перекиси водорода за счёт её 
окисления до воды и молекулярного кислорода [22], 
была значительно снижена, а активность другого фер-
мента антиоксидантной защиты глутатионпероксидазы 
компенсаторно повышалась. Глутатионпероксидаза 
«обезвреживает» гидроперекиси и предупреждает 
образование гидроперекисей жирных кислот за счёт 
окисления перекиси водорода до воды и молекуляр-
ного кислорода [23]. Зарегистрированное компенса-
торное повышение активности глутатионпероксидазы 
при сниженной активности каталазы у мышей BALB/c  
с КИА свидетельствует о развивающемся параллельно  
с патологическим защитным процессом, направлен-
ным на устранение последствий интенсификации сво-
боднорадикального ПОЛ. Известно, что окислитель-
ный стресс приводит к повреждению хондроцитов [24], 
поэтому повышение уровня оксипролина в сыворотке 
крови мышей BALB/c с КИА может быть следствием 
цитотоксического действия продуктов ПОЛ, уровень 
которых повышается при воспалительных процессах.

Диклофенак натрия и эторикоксиб вводили еже-
дневно в течение 21 суток перорально в малой дозе 
1 мг/кг, так как ежедневное курсовое введение этих 
НПВС в больших дозах 5 и 10 мг/кг, в которых они 
обладают антиэкссудативным и противоболевым 
действием [7–10], приводит к развитию выраженных 
побочных эффектов, проявляющихся снижением мас-
сы тела и ухудшением состояния животных вплоть до 
их гибели (в случае введения диклофенака натрия) [6, 
11]. Эторикоксиб в дозе 1 мг/кг при введении с 21 по 
24 сутки после первой инъекции коллагена замедляет 
развитие симптомов артрита у мышей BALB/c, этори-
коксиб и диклофенак натрия в дозе 1 мг/кг снижают 
выраженность отёка задних лап на 7-е сутки после 
разрешающей инъекции бычьего коллагена II типа. 

ЭМГПС в дозе 25 мг/кг замедляет развитие сим-
птомов артрита у мышей BALB/c при введении с 21 по 
24 сутки после первой инъекции коллагена и усиливает 
действие НПВС, что проявляется в увеличении пери-
ода снижения тяжести артрита в группах животных, 
которым вводили комбинации НПВС и ЭМГПС, по 
сравнению группой животных с КИА, которым не 
вводили изучаемые средства. Так, усиление эффекта 
эторикоксиба проявляется в увеличении периода 
снижения тяжести артрита в сравнении с группой 
мышей с КИА, которым вводили растворитель (p ≤ 0,05), 
до 17 суток против 3 суток при применении только 
эторикоксиба. Комбинация диклофенака натрия 
и ЭМГПС задерживала манифестацию симптомов 
артрита при ежедневном введении в течение 3 суток, 
тогда как диклофенак натрия такого действия не 
оказывал. Комбинации НПВС и ЭМГПС значимо по-
вышали порог болевой чувствительности животных с 
КИА по сравнению с группой мышей с КИА, которым 
не вводили изучаемые средства, на 7-е сутки введения, 
тогда как НПВС при курсовом введении в дозе 1 мг/кг 

не снижали выраженность гипералгезии у мышей  
с КИА. При этом порог болевой реакции животных с 
КИА, которым вводили комбинацию диклофенака на-
трия и ЭМГПС, был значимо выше, чем болевой порог 
реакции животных, которым вводили только диклофенак 
натрия. Необходимо отметить, что у мышей с КИА, ко-
торым вводили только НПВС, зарегистрирован локомо-
торный дефицит, чего не наблюдали в группах животных, 
которым вводили комбинации НПВС и ЭМГПС. 

Со снижением выраженности симптомов КИА  
у мышей BALB/c, которым вводили НПВС, ЭМГПС и 
их комбинации, вероятно, связан и меньший дисбаланс 
активности ферментов антиоксидантной защиты по 
сравнению с группой мышей с КИА, которым вводили 
растворитель. Способность ЭМГПС усиливать эффек-
тивность НПВС мы объясняем его мембранопротектор-
ным, антиоксидатным действием, а также его влиянием 
на активность фосфолипазы А2, так как известно, что 
ЭМГПС снижает активность фосфолипазы А2 при 
панкреатите у собак [25]. Комплексным механизмом 
цитопротекторного действия ЭМГПС предположи-
тельно обусловлен его хондропротекторный эффект, 
о котором судили по способности изучаемых средств 
уменьшать повышенный при КИА уровень маркера 
распада коллагена оксипролина в сыворотке крови 
мышей BALB/c с КИА на 21-е сутки после разрешаю-
щей инъекции бычьего коллагена II типа. Диклофенак 
натрия, в отличие от ЭМГПС, незначимо корригировал 
этот показатель, а эторикоксиб значимо повышал уро-
вень оксипролина в сыворотке крови мышей BALB/c 
с КИА. Известно, что эторикоксиб влияет на микро-
структуру и биомеханические свойства субхондраль-
ной кости и способствует потере её массы у мышей с 
моделью ранней стадии остеоартрита [26]. Применение 
ЭМГПС совместно с НПВС благоприятно влияет на 
концентрацию оксипролина в сыворотке крови мышей 
BALB/c с КИА: введение ЭМГПС совместно с дикло-
фенаком натрия приводит к значимому снижению 
уровня маркера распада коллагена, с эторикоксибом — 
предупреждает повышение уровня оксипролина в 
сыворотке крови мышей BALB/c с КИА. 

Заключение / Conclusion

Таким образом, комбинированное применение 
ЭМГПС с диклофенаком натрия и эторикоксибом 
повышает эффективность и безопасность этих НПВС 
на модели коллаген-индуцированного артрита у мы-
шей BALB/c. Полученные данные свидетельствуют о 
целесообразности дальнейших исследований эффектов 
ЭМГПС в комбинации с НПВС в малых дозах при 
артритах. Уменьшение терапевтических доз НПВС 
при применении совместно с ЭМГПС обеспечит 
эффективность НПВС и их большую безопасность, 
так как НЯ при использовании НПВС снижают ка-
чество жизни и даже представляют угрозу здоровью 
у отдельных категорий пациентов.
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Экспериментальное обоснование in vivo методики 
оценки субстратов и модуляторов активности  

белка-транспортёра BCRP
 Поветко М. И., Мыльников П. Ю., Щулькин А. В., Якушева Е. Н.

ФГБОУ ВО «Рязанский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова» Минздрава России,  
Рязань, Российская Федерация

Аннотация 
Актуальность. BCRP (human breast cancer resistance protein — белок резистентности рака молочной железы человека) (ABCG2, MXR; ABCP) — 

эффлюксный АТФ-зависимый белок-транспортёр, играющий важную роль в фармакокинетике широкого спектра лекарственных веществ. Для повы-
шения безопасности проводимой терапии и прогнозирования развития фармакокинетических межлекарственных взаимодействий международные 
регуляторные органы рекомендуют тестировать лекарственные вещества на принадлежность к субстратам и ингибиторам BCRP. На доклиническом 
этапе исследования проводятся в основном in vitro на линиях клеток гиперэкспрессирующих BCRP.

Цель исследования. Разработать и экспериментально обосновать методику тестирования лекарственных веществ на принадлежность к субстратам 
и модуляторам активности BCRP в опытах in vivo.

Материалы и методы. В исследовании использовали 6 половозрелых самцов кроликов породы Советская Шиншилла, массой 3000–4000 г.  
В качестве классического субстрата BCRP выбрали сульфасалазин, который вводили внутрижелудочно в дозе 125 мг/кг. Для оценки его фармакоки-
нетики у животных после введения сульфасалазина из ушной вены забирали кровь через — 0,25 ч; 0,5 ч; 1 ч; 1,5 ч; 2 ч; 3 ч; 5 ч; 8 ч; 12 ч; 24 ч. В качестве 
известного ингибитора транспортёра применяли кверцетин, который вводили животным внутрижелудочно в дозе 100 мг/кг однократно и курсом  
(25 мг/кг) 7 дней один раз в день. После однократного и курсового введения кверцетина животным вновь вводили сульфасалазин и оценивали его фар-
макокинетику. Концентрацию сульфасалазина в плазме крови анализировали методом ВЭЖХ-МС/МС. Фармакокинетические параметры рассчитывали 
модельнонезависимым методом. Достоверности различий оценивали дисперсионным анализом исходя из логнормального распределения данных.

Результаты. При однократном введении ингибитора BCRP кверцетина кроликам из всех протестированных фармакокинетических параметров 
сульфасалазина достоверно повышалась только Cmax, а остальные показатели (AUC0-t; AUC0-∞ и T1/2) достоверно не изменялись (p > 0,05). При курсо-
вом введении ингибитора BCRP наблюдали достоверное увеличение значений Cmax в 3,1 раза, AUC0-t и AUC0-∞ в 2,81 раза (p = 0,0048**) и в 2,49 раза  
(p = 0,0192*) соответственно субстрата транспортёра сульфасалазина, что свидетельствует о снижении активности BCRP. Ингибирование при этом 
зависит от длительности введения кверцетина, что подтверждается достоверным различием фармакокинетических параметров между сериями 
однократного и курсового введения вещества (p < 0,05). 

Заключение. Разработана и экспериментально обоснована оригинальная методика тестирования лекарственных веществ на принадлежность к 
субстратам и модуляторам активности BCRP в экспериментах in vivo с использованием в качестве тест-системы кроликов-самцов породы Советская 
Шиншилла, в качестве субстрата транспортёра — сульфасалазина (125 мг/кг), а его ингибитора — кверцетина при однократном (100 мг/кг) и курсовом 
(25 мг/кг 7 дней) введении. 

Ключевые слова: BCRP; кролики; субстрат; ингибитор; фармакокинетика; сульфасалазин; кверцетин
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Experimental substantiation of in vivo methods for evaluating substrates and modulators of BCRP transporter protein activity 

Mariya I. Povetko, Pavel Yu. Mylnikov, Aleksey V. Shchulkin, Elena N. Yakusheva
Ryazan State Medical University, Ryazan, Russian Federation

Abstract 
Relevance. BCRP (Human Breast Cancer Resistance Protein) (ABCG2, MXR; ABCP) is an efflux ATP-dependent transporter protein that plays a crucial role 

in the pharmacokinetics of a wide range of drugs. To enhance therapeutic safety and predict potential pharmacokinetic drug-drug interactions, international 
regulatory bodies recommend testing medicinal substances for their affiliation with substrates and inhibitors of BCRP. Preclinical studies are primarily conducted 
using cell lines that overexpress BCRP in vitro.

Objective. The aim was to develop and experimentally validate a methodology for assessing medicinal substances as substrates or modulators of BCRP 
activity in vivo.

Materials and methods. Six sexually mature male rabbits of the Soviet Chinchilla breed, weighing between 3000 g and 4000 g, were used in this study. 
Sulphasalazine was chosen as the classical substrate for BCRP and was administered intragastrically at a dose of 125 mg/kg. Pharmacokinetic evaluation involved 
blood sampling from ear veins at time points 0.25 h; 0.5 h; 1 h; 1.5 h; 2 h; 3 h; 5 h; 8 h; 12 h; and 24 h post-administration. Quercetin, known as a potent inhibitor of 
the transporter, was also administered either as a single dose (100 mg/kg) or chronically (25 mg/kg daily for seven days). After both acute and chronic quercetin 
administration, sulphasalazine was reintroduced, and its pharmacokinetics were assessed again. Plasma concentrations of sulphasalazine were analyzed by 
HPLC-MS/MS. Model-independent methods were employed to calculate pharmacokinetic parameters. Differences among groups were evaluated via analysis of 
variance, assuming a log-normal distribution of data.

Results. With a single administration of the BCRP inhibitor quercetin to rabbits, of all the tested pharmacokinetic parameters of sulfasalazine, only Cmax 
significantly increased, while the remaining parameters (AUC0-t; AUC0-∞ and T1/2) did not significantly change (p > 0.05). With the course administration of the BCRP 
inhibitor, a significant increase in Cmax values was observed by 3.1 times, AUC0-t and AUC0-∞ by 2.81 times (p = 0.0048**) and 2.49 times (p = 0.0192*), respectively, of 
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Введение / Introduction

BCRP (breast cancer resistance protein — белок ре-
зистентности рака молочной железы) (ABCG2, MXR; 
ABCP) — эффлюксный АТФ-зависимый белок-транс-
портёр, в норме локализующийся в различных гисто-
гематических барьерах, таких как гематоэнцефаличе-
ский, плацентарный и гематотестикулярный барьеры 
[1]. Транскрипты белка были обнаружены в тонком и 
толстом кишечнике, печени, почках, желчных про-
токах и ряде других органов. Подобное расположение 
подтверждает его участие в процессах всасывания, 
распределения и выведения лекарственных веществ, 
которые относятся к его субстратам [2, 3]. 

Данный белок обладает широкой субстратной специ- 
фичностью и способен переносить многочисленный ряд 
лекарственных препаратов: митоксантрон, метотрексат, 
сульфасалазин, розувастатин и т. д. [2–4]. Некоторые 
из этих соединений могут существенно влиять на его 
функциональную активность, так в настоящее время 
изучены следующие ингибиторы белка-транспортёра 
(кверцетин, резерпин, нимодипин, омепразол и др.) [2, 3]. 
Активно разрабатываются индукторы BCRP [2, 3, 5]. 

При совместном назначении субстрата и ингибитора 
BCRP концентрация субстрата в крови повышается, 
что, в свою очередь, сопровождается развитием не-
желательных лекарственных реакций [6]. Например, 
одновременное назначение сульфасалазина и антаго-
ниста нейрокинина I ролапитанта может привести к 
увеличению всасывания сульфасалазина из тонкого 
кишечника, а вследствие этого, к уменьшению коли-
чества препарата в просвете кишечника и снижению 
терапевтической эффективности при лечении болезни 
Крона. К тому же повышение концентрации субстрата 
в плазме крови в этом случае может вызвать увеличение 
частоты проявления системных побочных эффектов [7]. 

Учитывая вышеизложенное, для повышения эф-
фективности и безопасности проводимой терапии, 
прогнозирования развития фармакокинетических 
межлекарственных взаимодействий ведущие миро-
вые регуляторные органы рекомендуют тестировать 
лекарственные вещества на принадлежность к субстра-
там и ингибиторам BCRP, а также других клинически 
значимых транспортёров (Pgp, OATP1B1, OATP1B3, 
OAT1, OAT3, OCT2) [8, 9].

Согласно международным рекомендациям, перво-
начально подобные исследования проводят in vitro на 
линии клеток гиперэкспрессирующих BCRP. А затем 
при положительном результате рекомендуется прово-
дить клинические исследования без проведения тести-
рования на лабораторных животных. Однако данный 
подход не учитывает непрямое действие лекарственных 
веществ на транспортёры, в частности, влияние на уро-
вень экспрессии гена, кодирующего транспортёр, что 
показывает увеличение или уменьшение его синтеза, 
с чем может быть связано изменение его количества 
и функциональной активности. Например, явление 
индукции транспортёров невозможно установить в 
опытах in vitro, подобных рекомендаций в существую-
щих руководствах нет. Такое влияние можно оценить 
только в опытах in vivo на экспериментальных животных 
при курсовом введении тестируемого препарата [10].

Поэтому необходимо разработать адекватную вос-
производимую экспериментальную методику, позво-
ляющуя оценивать принадлежность лекарственных 
веществ к субстратам и модуляторам активности BCRP 
в опытах in vivo. 

Учитывая схожесть аминокислотного состава BCRP 
у человека и кроликов, возможность многократного за-
бора крови у одного животного и планирование дизайна 
эксперимента по аналогии с клиническим исследо-
ванием, биоэтические проблемы при использовании 
большого количества крыс и мышей, предшествующий 
опыт исследований in vivo, именно кролики были вы-
браны в качестве удобной и адекватной тест-системы 
в настоящем исследовании [11, 12].

Цель / Objective — разработать и экспериментально 
обосновать методику тестирования лекарственных ве-
ществ на принадлежность к субстратам и модуляторам 
активности BCRP в опытах in vivo.

Материалы и методы / Materials and Methods

В исследовании использовали 6 половозрелых сам-
цов кроликов породы Советская Шиншилла, массой 
3000–4000 г. 

Кроликов содержали в условиях стандартной экс-
периментальной биологически чистой комнаты вивария 
ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава России, с системой 
«чистого» и «грязного» коридоров и автоматической 

the sulfasalazine transporter substrate, indicating a decrease in BCRP activity. In this case, inhibition depends on the duration of quercetin administration, which 
is confirmed by a significant difference in pharmacokinetic parameters between a series of single and course injections of the substance (p < 0.05).

Conclusion. An original method has been developed and experimentally validated for testing medicinal compounds as substrates or modulators of BCRP 
activity in vivo using male Soviet Chinchilla rabbits as test subjects, with sulphasalazine (125 mg/kg) serving as the transporter substrate and quercetin (administered 
either as a single dose of 100 mg/kg or as a course of 25 mg/kg/day for seven days) as the inhibitor.

Keywords:  BCRP; rabbits; substrate; inhibitor; pharmacokinetics; sulfasalazine; quercetin
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сменой дневного и ночного периода. В помещении 
с животными поддерживалась температура 21–24 °C 
и влажность 55–65 %, при как минимум 12-кратной 
смене воздушного объёма в час.

Исследования выполняли в соответствии с пра-
вилами надлежащей лабораторной практики (Реше-
ние Совета Евразийской экономической комиссии от 
03.11.2016 N 81 «Об утверждении Правил надлежащей 
лабораторной практики Евразийского экономического 
союза в сфере обращения лекарственных средств») [13].

Выполняемые эксперименты были одобрены ко-
миссией по контролю за содержанием и использова-
нием лабораторных животных ФГБОУ ВО РязГМУ 
Минздрава России (протокол № 11 от 29.01.2018 г.).

По окончании эксперимента животным произ-
водилась эвтаназия путём передозировки средств для 
наркоза в соответствии с СОП вивария ФГБОУ ВО 
РязГМУ Минздрава России (внутримышечным введе-
нием золетила в дозе 30 мг/кг массы и ксилазина в дозе 
20 мг/кг массы с помощью стерильного одноразового 
шприца объёмом 2 мл).

Дизайн исследования. Исследование выполнено  
в последовательном эксперименте на 6 кроликах сам-
цах. Для оценки принадлежности веществ к субстратам  
и ингибиторам BCRP в качестве субстрата использовали 
сульфасалазин, а ингибитора — кверцетин. 

Сульфасалазин и кверцетин были выбраны как 
классические вещества с доказанной субстратной при-
надлежностью (первое) и ингибирующей активностью 
(второе), а также мало выраженными системными 
побочными эффектами при пероральном введении, 
связанными с плохим всасыванием из кишечника, что 
могло бы повлиять на результаты эксперимента.

Для оценки принадлежности тестируемого вещества 
к субстратам BCRP следует сравнить его ключевые фар-
макокинетические параметры, связанные с концентра-
цией в крови (Cmax, AUC0-t, AUC0-∞), на фоне введения 
ингибитора с исходными. Если 90 % ДИ отношения 
средних геометрических указанных параметров досто-
верно увеличился более чем на 25 %, то тестируемое 
вещество является субстратом изучаемого транспортёра.

Для оценки принадлежности тестируемого вещества 
к ингибиторам транспортёра в эксперименте in vivo вы-
бирают известный субстрат BCRP. В настоящем иссле-
довании мы использовали сульфасалазин, а тестируемое 
вещество вводят однократно и/или курсом перед вторым 
введением сульфасалазина. Если 90 % ДИ отношения 
средних геометрических величин фармакокинетиче-
ских параметров сульфасалазина (Cmax, AUC0-t, AUC0-∞) 
достоверно выходит за пределы 0,80–1,25 в сторону 
увеличения по сравнению с исходными, то тестируемое 
вещество — ингибитор изучаемого транспортёра, если 
90 % ДИ ниже данного диапазона — то индуктор.

В ходе эксперимента в 1-й серии исследования живот-
ным внутрижелудочно (в/ж) вводили классический суб-
страт BCRP — сульфасалазин («Сульфасалазин», 500 мг, 
ООО «Озон», Россия) в дозе 125 мг/кг [14]. Затем из 

краевой вены уха кроликов забирали образцы крови в 
количестве 1 мл в гепаринизированные центрифужные 
пробирки объёмом 15 мл в следующие временные точ-
ки — 0,25 ч; 0,5 ч; 1 ч; 1,5 ч; 2 ч; 3 ч; 5 ч; 8 ч; 12 ч; 24 ч. 
После чего образцы центрифугировали (центрифуга 
«Elmi CM 6M», Латвия (1750 g, 10 мин) для получения 
плазмы крови, которую замораживали при −80 °С до 
выполнения количественного анализа (серия 1 — в/ж 
введение сульфасалазина). 

После отмывочного периода продолжительностью  
7 дней, необходимого для полного выведения сульфаса-
лазина и восстановления животных после забора крови 
[15] следовала 2-я серия эксперимента, состоящая из 
двух этапов. Изначально животным однократно вводили 
классический ингибитор BCRP — кверцетин («Квер-
цетин», 25 мг, «Эвалар», Россия) в дозировке 100 мг/кг 
и через 30 мин повторно вводили сульфасалазин в той 
же дозе и забирали кровь у животных в тех же времен-
ных точках (рис. 1). 

Далее также следовал отмывочный период, по-
сле которого начинали курсовое введение кверце-
тина в дозировке 25 мг/кг в течение 7 дней. На 7-й 
день животным вводили кверцетин — 25 мг/кг и через  
30 мин сульфасалазин в дозе 125 мг/кг и забирали кровь 
у животных в тех же 10 временных точках.

Количественный анализ сульфасалазина в полу-
ченных образцах плазмы крови осуществляли методом 
ВЭЖХ-МС/МС при помощи ВЭЖХ «Ultimate 3000» 
(«ThermoFisher», США), оснащённого автосемплером, и 
масс-спектрометра TSQ Fortis («ThermoFisher», США) по 
ранее разработанной и валидированной методике [16]. 

Пробоподготовка заключалась в осаждении белков 
плазмы после разморозки проб путём добавления к 200 мкл 
образца 600 мкл смеси метанола с валсартаном (внутренний 
стандарт) в концентрации 100 нг/мл. Затем пробы встряхи-
вали 5 мин на встряхивателе (Vortex (Heidolph Instruments 
GmbH & Co KG, Германия)), центрифугировали 10 мин 
при 21000 g и 4 °С (центрифуга Avanti® JXN-30 (Beckman 
Coulter Inc., США). Супернатант переносили в виалы и 
помещали в автосамплер, объём инжекции — 100 мкл. 

Условия хроматографического анализа были сле-
дующие: колонка Luna Omega 3 мкм Polar C18 50×2.1, 
3 um, предколонка аналогичного типа — C18 3 мкм. 
Температура разделения — 35 °С, скорость потока —  
0,3 мл/мин. Применяли градиентный режим элюиро-
вания (соотношение 0,1 % раствор муравьиной кисло-
ты/метанол): 0,0 мин — 60/40 %, 0,3 мин — 15/85 %, 
4 мин — 1/99 %, 6 мин — 60/40 %, 8 мин — 60/40 %. 
Использовали режим негативной ионизации. Метод 
детектирования — тандемная масс-спектрометрия. Тем-
пература ион-транспортирующего капилляра — 300 °С, 
температура испарителя — 350 °С. Фрагментирующий 
газ — аргон с потоком 2 mTorr (мТорр), фрагментация в 
источнике составила 10В. Объём инжекции — 10 мкл, 
время анализа — 8 минут.

Методика была валидирована по параметрам: се-
лективность, нижний предел количественного опре-



¹ 1.. 2026 52 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

ДОКЛИНИЧЕСКие ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОКИНЕТИКИ
PRECLINICAL PHARMACOKINETIC STUDIES

деления, линейность, правильность, прецизионность, 
эффект переноса, стабильность, матричный эффект  
и эффект извлечения.

Согласно полученным концентрациям субстрата 
строили фармакокинетические кривые. Далее модель-
нонезависимым методом рассчитывали следующие 
фармакокинетические параметры сульфасалазина: 
Cmax — максимальная концентрация (нг/мл); AUC0–t — 
площадь под фармакокинетической кривой концентра-
ция–время от нуля до времени последнего забора крови 
(нг×ч/мл) (рассчитывали методом трапеций); AUC0–∞ — 
площадь под фармакокинетической кривой концен-
трация–время от нуля до бесконечности (нг×ч/мл); 
T1/2 — период полувыведения (ч).

Статистический анализ / Statistical analysis

Статистическую обработку полученных результатов 
выполняли с помощью программ офисного пакета 
«Microsoft Office XP» и программы GraphPad Prism 
10.0 (GraphPad Software, Inc., США). Для определения 
статистически значимых различий в группах исполь-
зовали дисперсионный анализ (ANOVA), сравнение 
групп с контролем выполняли методом Тьюки. Полу-
ченные результаты представлены в виде среднего гео-
метрического и его 90 % доверительного интервала. 
Дополнительно рассчитывали двухсторонний 90 % 
доверительный интервал (ДИ) отношения средних 
геометрических фармакокинетических параметров 
сульфасалазина. Статистически значимыми считали 
различия при p < 0,05. 

Результаты / Results

Полученные результаты представлены на рис. 2  
и в табл. 1–3.

Из представленных данных видно, что в серии 
контроля (исходные данные) у кроликов сульфасала-
зин медленно всасывается и достигает Сmax к 5 часам, 
при этом он также медленно выводится и сохраняется  
в системном кровотоке до 24 часов.

Однократное введение кверцетина достоверно по-
вышало значение Cmax сульфасалазина в 1,62 раза (90 % 
ДИ отношения средних геометрических 1,12–2,35;  
p = 0,0418), остальные изучаемые фармакокинетические 
параметры AUC0–t; AUC0–∞ и T1/2 достоверно не изменялись 
(p > 0,05). Полученные данные показывают увеличение 
концентрации сульфасалазина в крови и свидетельствуют 
о повышении скорости всасывания сульфасалазина после 
однократного введения кверцетина, что характеризует ин-
гибирование эффлюксного транспортёра BCRP (табл. 1).

После курсового внутрижелудочного введения 
кверцетина в течение 7 дней Cmax сульфасалазина 
увеличивалась в 3,1 раза (90 % ДИ отношения сред-
них геометрических 1,97–4,90; p = 0,0032), AUC0-t  
в 2,81 раза (90 % ДИ отношения средних геометриче-
ских 1,78–4,45; p = 0,0048) и AUC0-∞ в 2,49 раза (90 % 
ДИ отношения средних геометрических 1,42–4,38;  
p = 0,0192) (табл. 2).

Полученные результаты свидетельствуют о значи-
тельном увеличении концентрации сульфасалазина  
в крови, ускорении скорости и степени его всасывания 
после курсового введения кверцетина, что характеризует 
ингибирование BCRP.

Рис. 1. Схема выполнения экспериментов для 1- и 2-й серий исследований
Fig. 1. Diagram of the experimental setup for series 1 and 2 of the studies
Источник: Поветко М. И. и соавт., 2025.
Source: Povetko MI et al., 2025.



¹ 1. 2026 53 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

ДОКЛИНИЧЕСКие ИССЛЕДОВАНИЯ ФАРМАКОКИНЕТИКИ
PRECLINICAL PHARMACOKINETIC STUDIES

Рис. 2. Усреднённые фармакокинетические кривые «концентрация–вре-
мя» сульфасалазина (125 мг/кг) в серии контроля, после однократного 
(100 мг/кг) и курсового (25 мг/кг) введения кверцетина 
Fig. 2. Averaged pharmacokinetic "concentration-time" curves of sulfasalazine 
(125 mg/kg) in the control series, after a single dose (100 mg/kg) and a course 
dose (25 mg/kg) of quercetin administration.
Источник: Поветко М. И. и соавт., 2025.
Source: Povetko MI et al., 2025.

Таблица 1

Усреднённые фармакокинетические параметры сульфасалазина (125 мг/кг) у кроликов до и после однократного введения 
кверцетина в дозе 100 мг/кг массы (среднее геометрическое и его 90 % ДИ)

Table 1

Average pharmacokinetic parameters of sulfasalazine (125 mg/kg) in rabbits before and after a single administration of quercetin  
at a dose of 100 mg / kg body weight (Geom Mean and its 90 % CI)

Параметры  
фармакокинетики

Исходные значения 
(контроль)

Значения после однократного 
введения кверцетина

90 % ДИ отношения средних 
геометрических

Cmax, нг/мл 6210,64
(2675,04; 6808,39)

11588,02
(3728,69; 19292,47)

1,12–2,35; p = 0,0418*

AUC0-t, нг×ч/мл 67464,71  
(33360,54; 106560,79)

90389,18
(42928,82; 130291,55)

0,997–1,62; p = 0,1038

AUC0-∞, нг×ч/мл 80459,95  
(45852,07; 171624,87)

93549,85
(43095,50; 133729,29)

0,71–1,70; p = 0,8168

T
1/2

, ч 6,35 (2,78; 38,33) 4,3 (2,0; 5,43) 0,23–1,84; p = 0,5334

Примечание: * — p < 0,05 — достоверные различия с показателями контроля.
Note: * — p < 0.05 — significant differences with control values.

Таблица 2

Усреднённые фармакокинетические параметры сульфасалазина (125 мг/кг) у кроликов до и после курсового введения 
кверцетина в дозе 25 мг/кг массы в течение 7 дней (среднее геометрическое и его 90 % ДИ)

Table 2

Average pharmacokinetic parameters of sulfasalazine (125 mg/kg) in rabbits before and after a course of quercetin administration  
at a dose of 25 mg / kg body weight for 7 days (Geom Mean and its 90 % CI)

Параметры  
фармакокинетики

Исходные значения
 (контроль)

Значения после курсового 
введения кверцетина

90 % ДИ отношения средних 
геометрических

Cmax, нг/мл 6210,64
(2675,04;6808,39)

20189,65
(14312,4; 34034,29)

1,97–4,90; p = 0,0032**

AUC0-t, нг×ч/мл 67464,71 
(33360,54;106560,79)

192025,97
(144401,64; 228023,01)

1,78–4,45; p = 0,0048**

AUC0-∞, нг×ч/мл 80459,95 
(45852,07;171624,87)

203322,99
(158898,94; 264936,49)

1,42–4,38; p = 0,0192*

T1/2, ч 6,35 (2,78; 38,33) 4,83 (2,55; 8,77) 0,25–1,86; p = 0,5884

Примечания: * — p < 0,05, ** — p < 0,01 — достоверные различия с показателями контроля.
Notes: *— p < 0.05, **— p < 0.01 — significant differences with control values.
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Более выраженные изменения концентрации суб-
страта белка-транспортёра после курсового введения 
кверцетина доказывают, что для выявления ингибирую-
щего эффекта тестируемого препарата предпочтительно 
использование его курсового, а не однократного введе-
ния (рекомендуемый курс 7 дней) для более значимого 
изменения активности BCRP.

T
1/2

, характеризующий выведение сульфасалазина, 
ни после однократного, ни после многократного вве-
дения кверцетина не изменялся.

Сопоставление однократного и курсового введения 
ингибитора BCRP кверцетина наглядно демонстрирует 
зависимость изменения фармакокинетических параме-
тров, определяющих концентрацию вещества-субстрата 
в крови, не только от дозы, но и длительности введения 
исследуемого вещества в качестве предполагаемого 
ингибитора (табл. 3). 

Cmax при курсовом введении в сравнении с одно-
кратным достоверно увеличивалась в 1,91 раза (90 % 
ДИ отношения средних геометрических 1,18–3,13;  
p = 0,0386), AUC0-t — в 2,12 раза (90 % ДИ отношения 
средних геометрических 1,44–3,39; p = 0,0106), AUC0-∞ 

— 

 в 2,17 раза (90 % ДИ отношения средних геометрических 
1,28–3,99; p = 0,0127). При этом T1/2 также статистически 
значимо не изменялся.

Обсуждение/ Discussion

Сульфасалазин, выбранный в качестве субстрата 
для разработки и экспериментального обоснования 
методики оценки принадлежности тестируемых веществ 
к субстратам и модуляторам активности BCRP, обладает 
высоким аффинитетом к данному белку-транспортёру 
[17]. Сульфасалазин считается селективным субстратом 
BCRP, т. к. в его трансмембранном переносе не уча-
ствуют другие АВС-транспортёры — Р-гликопротеин 
и MRP2 [18–20]. При этом, в отличие от ряда иных 
высокоселективных субстратов (митоксантрон, ме-

тотрексат), для него не характерны цитотоксические 
свойства и высокая частота проявления системных 
побочных эффектов, которые способны оказать вли-
яние на активность транспортёра [21]. Перечисленные 
характеристики делают его оптимальным кандидатом-
субстратом для экспериментального обоснования, 
указанной выше методики, в опытах in vivo. 

Кверцетин — селективный ингибитор, обладающий 
низкой себестоимостью и малым количеством побоч-
ных эффектов, в отличие от иных ингибиторов, реко-
мендуемых для исследований (лапатиниб, гефитиниб, 
рабепразол) [22]. В сравнении с куркумином, другим 
пищевым биологически активным продуктом, данное 
вещество имеет большую ингибирующую активность: 
IC50

 
куркумина = 1,6 мкМ; IC50

 
кверцетина = 0,6 мкМ [21, 22]. 

Таким образом, выбранные для разработки и экс-
периментального обоснования методики вещества явля-
ются оптимальными, селективными и безопасными при 
однократном и курсовом использовании у лабораторных 
животных. При анализе данных литературы подобное 
сочетание субстрата и ингибитора в экспериментах 
показало возможность его использования у крыс и со-
бак породы бигль [22, 23], однако авторы применяли 
другие дозы, однократное введение кверцетина и целью 
их работы было подтвердить ингибирующее влияние 
кверцетина в экспериментах in vivo. 

Полученные нами результаты выявили наличие у 
кверцетина ингибирующей способности в отношении 
белка-транспортёра BCRP в экспериментах in vivo у кро-
ликов и согласуются с полученным ранее результатом 
на других видах животных. Подобная ингибирующая 
активность в целом отмечается для ряда флавоноидов 
(гесперидин; акацетин; кампферол и т. д.), что можно 
связать со схожими свойствами и структурой у данной 
группы соединений [24]. 

Значимое снижение активности белка-транспортёра 
наблюдалось как при однократном (100 мг/кг), так и при 
курсовом введении кверцетина в дозировке 25 мг/кг, 

Таблица 3

Сравнение усреднённых фармакокинетических параметров сульфасалазина (125 мг/кг) у кроликов после однократного (100 мг/кг 
массы) и курсового (25 мг/кг массы) введения кверцетина в течение 7 дней (среднее геометрическое и его 90 % ДИ)

Table 3

Comparison of the average pharmacokinetic parameters of sulfasalazine (125 mg/kg) in rabbits after a single (100 mg/kg body weight) 
and course (25 mg/kg body weight) administration of quercetin for 7 days (Geom Mean and its 90 % CI)

Параметры  
фармакокинетики

Значения после однократного 
введения кверцетина

Значения после курсового 
введения кверцетина

90 % ДИ отношения средних 
геометрических

Cmax, нг/мл 11588,02
(3728,69; 19292,47)

20189,65
(14312,4; 34034,29)

1,18–3,13; p = 0,0386*

AUC0-t, нг×ч/мл 90389,18
(42928,82; 130291,55)

192025,97
(144401,64; 228023,01)

1,44–3,39; p = 0,0106*

AUC0-∞, нг×ч/мл 93549,85
(43095,50; 133729,29)

203322,99
(158898,94; 264936,49)

1,28–3,99; p = 0,0127*

T1/2, ч 4,3 (2,0; 5,43) 4,83 (2,55; 8,77) 0,53–2,11; p = 0,9608
Примечание: * — p < 0,05 — достоверные различия между сериями однократного и курсового введения кверцетина.
Note: *— p < 0.05 — significant differences between the single-dose and course-dosed quercetin administration series.
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но было достоверно более выражено для большего 
количества фармакокинетических параметров при 
курсовом применении в течение 7 дней по сравнению 
с серией однократного применения ингибитора.

При этом обращает на себя внимание достоверное 
изменение параметров Cmax и AUC, которые характери-
зуют его концентрацию в крови, скорость и степень вса-
сывания вещества, в то время как T1/2, показывающий 
выведение препарата, не изменился, что согласуется с 
данными других исследований [22].

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что ингибирование BCRP развивается, в основном, 
на уровне ЖКТ. Вероятнее всего это связано с низ-
кой биодоступностью кверцетина [25] и как следствие  
с тем, что в системном кровотоке его концентрация 
недостаточна для ингибирования белка-транспортёра 
в других органах и тканях.

Заключение / Conclusion

В ходе исследования была разработана и экспери-
ментально обоснована оригинальная методика тести-
рования лекарственных веществ на принадлежность к 
субстратам и модуляторам активности белка-транспор-
тёра BCRP с использованием в качестве тест-системы 
кроликов-самцов породы «Советская Шиншилла»,  
в качестве субстрата транспортёра — сульфасалази-
на (125 мг/кг), а его ингибитора — кверцетина при 
однократном (100 мг/кг) и курсовом (25 мг/кг 7 дней) 
введении. Данную методику можно использовать для 
изучения функциональной активности белка-транс-
портёра на фоне лекарственных веществ с целью про-
гнозирования фармакокинетических межлекарственных 
взаимодействий на уровне BCRP.
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Морфогистологические характеристики  
кардиопротективного действия соединения ZMEI-3  

у крыс с синдромом «Праздничное сердце»
 Мирошкина И. А., Сорокина А. В., Цорин И. Б., Столярук В. Н., Вититнова М. Б., Колик Л. Г., 

Воробьева Т. Ю., Мокров Г. В., Крыжановский С. А., Дорофеев В. Л.
ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  

Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Цель. Изучение возможности использования ингибиторов регуляторных белков Ерас для предотвращения алкоголь-обусловленного фиброза 

миокарда.
Материалы и методы. С целью воспроизведения синдрома «Праздничное сердце» (HHS) крысы в течение 10 дней в качестве единственного 

источника жидкости получали 10 % водный раствор этанола, затем 10 дней — питьевую воду и последующие 10 дней снова 10 % водный раствор 
этанола. В гистологических препаратах, полученных из тканей предсердий, межпредсердной перегородки и желудочков сердца, окрашенных галло-
цианин-эозином и пикрофуксином по Ван-Гизону, оценивали плотность соединительной и жировой ткани. Для количественной оценки интенсивности 
выявленных патологических изменений использовали балльное шкалирование.

Результаты. На фоне экспериментальной терапии соединением ZMEI-3 степень пролиферации соединительнотканных элементов в правом пред-
сердии, а также межпредсердной перегородке у этих животных значимо меньше таковой, наблюдаемой у крыс контрольной группы — р = 0,0079  
и p = 0,0013 соответственно, а интенсивность жировых включений значимо меньше в правом и левом предсердии — p = 0,035 и p = 0,0034 соответственно.

Заключение. Экспериментальная терапия соединением ZMEI-3 животных с синдромом HHS в существенной мере снижает у них интенсивность 
включения как соединительнотканных элементов, так и адипоцитов в ткани миокарда предсердий и межпредсердной перегородки, что может лежать 
в основе антиаритмического действия соединения. 

Ключевые слова: крысы; синдром «Праздничное сердце»; предсердия; фиброз; жировая дистрофия миокарда; соединение ZMEI-3; ингибиторы 
регуляторных белков Ерас
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Morphohistological characteristics of the ZMEI-3 compound cardioprotective effect of in rats with holiday heart syndrome
Irina A. Miroshkina, Alexandra V. Sorokina, Iosif B. Tsorin, Valeriy N. Stolyaruk, Marina B. Vititnova, Larisa G. Kolik,  

Tatyana Yu. Vorobieva, Grigory V. Mokrov, Sergey A. Kryzhanovskii, Vladimir L. Dorofeev

Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract 
Objective. To study the potential use of Epac regulatory protein inhibitors to prevent alcohol-induced myocardial fibrosis.
Materials and Methods. To simulate holiday heart syndrome (HHS), rats were given a 10 % aqueous ethanol solution as the sole fluid source for 10 days, 

followed by drinking water for 10 days, and then a 10 % aqueous ethanol solution for the following 10 days. Connective tissue and adipose tissue density 
were assessed in histological preparations obtained from atrial, interatrial septal, and ventricular tissues stained with gallocyanin-eosin and picrofuchsin 
according to Van Gieson. A scoring system was used to quantify the intensity of the identified pathological changes.

Results. Following experimental therapy with ZMEI-3, the degree of connective tissue proliferation in the right atrium and interatrial septum in these 
animals was significantly lower than that observed in the control group (p = 0.0079 and p = 0.0013, respectively). The intensity of fatty deposits was significantly 
lower in the right and left atria (p = 0.035 and p = 0.0034, respectively).

Conclusion. Experimental therapy with ZMEI-3 in animals with HHS syndrome significantly reduced both the intensity of connective tissue and adipocyte 
deposits in atrial myocardium and interatrial septum, which may underlie the antiarrhythmic effect of the compound.
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Введение / Introduction

Синдром «Праздничное сердце» (Holiday heart 
syndrome, HHS) — это алкоголь-обусловленная па-
тология миокарда, возникающая в период похмелья 
после эпизодического употребления в короткий про-
межуток времени (3–7 дней) большого количества 
алкоголя, клинически проявляющаяся пароксизма-
ми наджелудочковых нарушений сердечного ритма, 
преимущественно фибрилляцией предсердий (ФП). 
В отличие от алкогольной кардиомиопатии, форми-
рующейся на фоне хронического злоупотребления 
алкоголем и также сопровождающейся нарушениями 
сердечного ритма, аритмии при синдроме HHS раз-
виваются и у практически здоровых людей вследствие 
электрофизиологических изменений в кардиоми-
оцитах, вызванных алкогольной интоксикацией в 
период похмелья [1]. Показано, что алкоголь резко 
сокращает эффективный рефрактерный период и 
снижает потенциал действия кардиомиоцитов пред-
сердий, что создаёт электрофизиологические условия 
для повторного входа и последующей аномальной 
циркуляция возбуждения, т. е. формирования арит-
могенного механизма реентри (re-entry) [2].

Ранее на разработанной нами модели синдрома HHS 
у крыс впервые при помощи синхронной многоканаль-
ной кардиоэлектрохронотопографии (64 отведения от 
предсердий) было показано, что у крыс с синдромом 
HHS в ушке левого предсердия формируется очаг ано-
мальной деполяризации, при этом волны возбуждения от 
эктопического очага не распространяются ни на правое 
предсердие, ни на желудочки сердца. Рассогласованность 
распространения волны возбуждения по эпикарду пред-
сердий, связанная с наличием двух очагов начального 
возбуждения: физиологического — в области верхней 
полой вены в правом предсердии (синусовый узел) и 
аномального в ушке левого предсердия, являющаяся 
аритмогенным фактором, может способствовать раз-
витию ФП по механизму реентри [3]. В биоптах ткани, 
взятых из очага аномальной деполяризации, распложён-
ного в левом желудочке крыс с синдромом HHS, методом 
ПЦР в реальном времени впервые была зафиксирована 
гиперэкспрессия регуляторных белков Ерас.

Исторически полагали, что единственным алло-
стерическим эффектором сАМР является открытый 
в 1968 году фермент — сАМР-зависимая протеинкиназа 
или протеинкиназа А (РКА). Однако в 1998 году был 

идентифицирован сАМФ-зависимый белок, который без 
участия РКА активировал малые GEFазы (cAMP-GEFs) 
Rap суперсемейства белков Ras [4], который получил 
название сАМР-регулируемый фактор обмена гуаниди-
новых нуклеотидов (cAMP-GEF) или обменный белок, 
напрямую активируемый сАМР (exchange protein directly 
activated by cAMP) — регуляторный/сигнальный белок 
Epac [5]. В настоящее время идентифицировано две изо-
формы белков Ерас — Ерас1 или cAMP-GEF-I и Ерас2 
или cAMP-GEF-II, которые кодируются различными 
генами [6].

Как белки Ерас1, так и белки Ерас2 экспрессируются 
в различных органах и тканях организма, в том числе и в 
кардиомиоцитах. В последних локализация белков Ерас 
различна, с чем во многом и связаны разграничения в их 
функциональной активности. Белки Ерас1 располагаются 
вблизи внутренней поверхности клеточной мембраны, 
на мембране митохондрий, на перинуклеарной мембране 
и, возможно, в ядре клетки, тогда как белки Ерас2 ло-
кализуются в области Z-линий рядом с Т-трубочками, 
вблизи которых сосредоточено скопление цистерн сар-
коплазматического ретикулума (SR) [7]. 

В нормальных физиологических условиях сиг-
нальные белки Ерас1 преимущественно регулируют 
инотропную активность кардиомиоцитов, их электро-
механическое сопряжение и апоптоз, однако в условиях 
патологии гиперэкспрессия сигнальных белков Ерас1 
играет одну из ключевых ролей в инициации гипер-
трофии, ремоделирования и фиброза миокарда [8]. В 
последнее время появились сообщения о том, что белки 
Ерас1 обладают проаритмической активностью [9].

Белки Ерас2, в силу своей локализации в кардиоми-
оцитах [7], регулируют их ритмическую активность, а их 
избыточная активность лежит в основе развития наруше-
ний сердечного ритма [10, 11]. Полученные результаты 
позволили нам с большой долей уверенности говорить 
о том, что белки Ерас можно рассматривать в качестве 
оригинальной биомишени для создания лекарственных 
средств для предотвращения/купирования патогномонич-
ных для синдрома HHS наджелудочковых тахиаритмий. 

В развитие этого направления нами с использова-
нием метода молекулярного докинга была сконструиро-
вана группа потенциальных ингибиторов белков Ерас, 
связывающихся с этим белком в его неактивной форме.

Синтез потенциальных ингибиторов белков Ерас 
осуществлялся по схеме, представленной на рис. 1, 
где Х = СО или SO2 

Рис. 1. Схема синтеза потенциальных ингибиторов белков Ерас
Fig. 1.  Synthesis scheme of Epac protein potential inhibitors
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В результате этих исследований в ряду производ-
ных триметилбензолсульфоновой кислоты было 
синтезировано соединение гидрохлорид N,2,4,6-
тетраметил-N-(пиридин-4-ил)бензолсульфонамид — 
шифр ZMEI-3 (рис. 2).

В экспериментах in vitro и in vivo было показано, что 
соединение ZMEI-3 подавляет автоматизм кардиоми-
оцитов и проявляет выраженную антиаритмическую 
активность. А в модельных экспериментах, воспро-
изводящих алкогольную кардиомиопатию (АКМП)  
у крыс, было показано, что в условиях сформировав-
шейся АКМП систематическая терапия соединени-
ем ZMEI-3 способствует статистически значимому  
(р = 0,0002), по сравнению с контролем, увеличению 
сократимости левого желудочка сердца и, следователь-
но, уменьшению тяжести течения патогномоничной для 
АКМП хронической сердечной недостаточности [12].

Несколько позднее на крысах с синдромом HHS 
нами впервые был выявлен морфологический субстрат, 
ответственный за рассогласованность волны возбуж-
дения в предсердиях. Было показано, что у животных 
с синдромом HHS в предсердиях и межжелудочковой 
перегородке формируется периваскулярный и интер-
стициальный фиброз, а также жировая инфильтрация 
миокарда, которые можно рассматривать как морфо-
логический субстрат, ответственный за формирование 
наджелудочковых тахиаритмий. Из литературы из-
вестно, что в условиях ишемического повреждения 
сердца активация сопряжённого с белками Epac1 Rap/
PKCδ/P38MAPK сигнального каскада способствует 
развитию фиброза миокарда [13], а фармакологическое 
ингибирование белка Ерас1 значимо подавляет про-
лиферацию фибробластов за счёт снижения уровня 
экспрессии профибротических генов и компонентов 
пути неддиляции (пути конъюгирования белка NEDD8 
с белками-мишенями) в фибробластах [14].

Цель исследования / Objective. Целью настоящего 
исследования явилось изучение возможности исполь-
зования ингибиторов регуляторных белков Ерас для 
предотвращения алкоголь-обусловленного фиброза 
миокарда.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Опыты проведены на белых 20 бес-
породных крысах самцах массой 180–200 г, полу-
ченных из ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологического 
агентства», филиал «Столбовая», имеющих ветери-
нарный сертификат качества и состояния здоровья и 
прошедших 15-суточный карантин в виварии ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий». Животных со-
держали в стандартных индивидуальных пластиковых 
клетках, с предоставлением брикетированного корма 
ad libitum при регулируемом 12/12 световом режиме 
(light off at 08-00 am). Условия содержания животных 
соответствовали ГОСТ 33215-2014 «Руководство по 
содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации про-
цедур» (Переиздание) и ГОСТ 33216-2014 «Руководство 
по содержанию и уходу за лабораторными животны-
ми. Правила содержания и ухода за лабораторными 
грызунами и кроликами» (Переиздание). Все работы 
с лабораторными животными были выполнены в со-
ответствии с общепринятыми нормами обращения с 
животными, принятыми в ФГБНУ «ФИЦ оригинальных 
и перспективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий», международными правилами (European 
Communities Council Directive of November 24,1986 
(86/609/EEC)), и «Правилами работы с животными», 
утверждёнными биоэтической комиссией ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских 
и фармацевтических технологий». Животные получали 
стандартный брикетированный корм ПК-120-1 (ООО 
«Лабораторснаб», РФ). Каждое животное было интакт-
ным и использовалось в эксперименте только один раз.

Модель HHS. Животные в течение 10 дней в каче-
стве единственного источника жидкости получали 10 % 
водный раствор этанола, затем 10 дней — питьевую 
воду, и последующие 10 дней снова 10 % водный рас-
твор этанола. В пересчёте на чистый этанол среднее по-
требление алкоголя крысами в течение эксперимента 
колебалось в пределах 5,0–6,5 г/кг в сутки.

Дизайн исследования. Животные были рандомизи-
рованы на 5 групп: 1-я (n = 6) — интактный контроль 
(животные в течение 30 дней имевшие свободный 
доступ к водопроводной воде), 2-я (n = 6) — модель 
HHS (контроль для 3-й группы), 3-я (n = 8) — HHS + 
ZMEI-3 (животные, получавшие соединение ZMEI-3 
в дозе 2 мг/кг, в/б в 0,3 мл апирогенной воды для инъ-
екций с начала второго «запоя» в течение 10 дней), 
4-я (n = 7) — модель HHS (контроль для 5-й группы)  
и 5-я (n = 8) — HHS + ZMEI-3 (животные с синдромом 
HHS, получавшие соединение ZMEI-3 в дозе 2 мг/кг, 
в/б в 0,3 мл апирогенной воды для инъекций по окон-
чании второго «запоя» в течение 10 дней). Животные 
2-й и 4-й групп по аналогичной схеме получали в/б 
инъекцию 0,3 мл апирогенной воды для инъекций.

Рис. 2. Гидрохлорид N,2,4,6-тетраметил-N-(пиридин-
4-ил)бензолсульфонамид
Fig. 2. N,2,4,6-tetramethyl-N-(pyridin-4-yl)
benzenesulfonamide hydrochloride
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Морфологические исследования. В процессе пато-
логоанатомического вскрытия и изучения состояния 
внутренних органов осуществляли вскрытие и забор 
сердца. Сердце извлекали и помещали в фиксирующий 
раствор — забуференный формалин в 10 % концен-
трации при соблюдении объёмного соотношения 
1:20. По окончании фиксации из сердца вырезали 
фронтальные сегменты, захватывающие предсердия 
и желудочки. Вырезанные фрагменты помещали в 
заливочные кассеты, затем осуществляли гистоло-
гическую проводку по стандартному протоколу с 
помощью Автоматического тканевого процессора 
карусельного типа (Leica TP 1020, Leica Microsystems, 
ФРГ). По завершении проводки участки миокарда 
заливали в гомогенизированную парафиноподобную 
среду Paraplast (Leica Biosystems Richmond, США). Для 
заливки в парафин использовали модульную Систему 
заливки тканей с графическим дисплеем (Tissue-Tek® 

TEK, Sakura, Япония). Гистологические срезы тол-
щиной 5–6 микрон получали с помощью специально 
оборудованного Рабочего места для микротомии (Bio-
Optica Milano SPA, Италия) и ротационного микротома 
(Accu-Cut SRM 200, Sakura, Япония). Предметные 
стекла с помещёнными на них срезами просушивали. 
В дальнейшем парафинированные и окрашенные гал-
лоцианин-эозином и пикрофуксином по Ван-Гизону 
срезы помещали под покровные стекла, используя 
при этом синтетическую монтирующую среду Bio 
Mount (Bio-Optica Milano SPA, Италия). Готовые 
микропрепараты представленных фрагментов пред-
сердий и желудочков исследовали в проходящем свете 
с помощью микроскопа Nikon Eclipse 55 I (Япония) 
при увеличении 40, 100, 200 и 400. Документировали 
изображения фотокамерой Nikon DS-Fi1c с приме-
нением программы визуализации изображений NIS 
Elements BR для Nikon.

Для количественной оценки интенсивности вы-
явленных патологических изменений использовали 
балльное шкалирование. Для этой цели в 10 случайным 
образом выбранных полях зрения микропрепаратов 
межпредсердной перегородки оценивали в баллах ин-
тенсивность выявленных изменений: соединительная 
ткань (фиброз): практически отсутствует — 0, слабо 
выражен — 1 (единичные элементы соединительной 
ткани в поле зрения), умеренно выражен — 2 (диф-
фузное расположение волокон соединительной ткани 
в поле зрения), средне выражен – 3 (среднеочаговые 
элементы соединительной ткани в поле зрения ) и 
сильно выражен — 4 (крупноочаговые элементы соеди-
нительной ткани в поле зрения); жировые включения 
практически отсутствует — 0, единичные — 1, среднее 
количество — 2, множественные — 3 и обширные 
разлитые очаги — 4.

Статистическая обработка данных. Так как изме-
рения проводили в порядковых шкалах и сравнивали 
более 2 выборок, то для статистической обработки 
данных использовали непараметрический аналог 

однофакторного дисперсионного анализа с дальней-
шей обработкой методом множественных сравнений 
по Данну. Результаты представляли в виде медиан и 
нижнего и верхнего квартилей. Во всех случаях кри-
тический уровень значимости α = 0,05.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Интактные животные
Миокард желудочков интактных крыс имеет ха-

рактерную цитоархитектонику. При микроскопии 
срезов, окрашенных галлоцианин-эозином, на малом 
увеличении хорошо визуализируются эпикард, мио-
кард и эндокард. Эндокард выстилает изнутри камеры 
и клапаны сердца. Миокард представлен связанными 
между собой поперечнополосатыми мышечными 
клетками — кардиомиоцитами, расположенными 
послойно. Между мышечными структурами миокарда 
обнаруживается рыхлая соединительная ткань, крове-
носные сосуды и нервы. Эпикард представляет собой 
соединительнотканную пластину, плотно сросшуюся 
с миокардом. На препаратах желудочков сердца, окра-
шенных пикрофуксином по Ван-Гизону, визуализи-
руется миокард жёлтого цвета. Между мышечными 
структурами миокарда обнаруживаются единичные 
прослойки соединительной ткани малинового цвета 
(рис. 3 а). На препаратах также видна соединительная 
ткань стенок артерий и артериол.

Микроскопический анализ строения предсердий 
и межпредсердной перегородки интактных крыс, 
окрашенных на соединительную ткань пикрофукси-
ном по Ван-Гизону, позволил выявить его типичную 
цитоархитектонику (рис. 3 д, и, н). На препаратах 
виден миокард жёлтого цвета. Между мышечными 
структурами миокарда обнаруживаются прослойки 
соединительной ткани, соединительная ткань стенок 
артерий и артериол, а также соединительная ткань 
эндокарда, окрашенные в малиновый цвет.

Микроскопическая картина предсердий и желу-
дочков сердца контрольных групп № 2 и 4 принци-
пиально не отличается. 

Животные с синдромом HHS
Миокард желудочков крыс с синдромом HHS 

также имеет характерную цитоархитектонику. При 
микроскопии срезов, окрашенных галлоцианин- 
эозином, на малом увеличении хорошо визуализи-
руются эпикард, миокард и эндокард. Эндокард вы-
стилает изнутри камеры и клапаны сердца. Миокард 
представлен связанными между собой поперечнопо-
лосатыми мышечными клетками — кардиомиоцитами, 
расположенными послойно. Между мышечными 
структурами миокарда обнаруживается рыхлая со-
единительная ткань, кровеносные сосуды и нервы. 
Заметно увеличение пространства между кардиомио-
цитами и капиллярами. Эпикард представляет собой 
соединительнотканную пластину, плотно сросшуюся 
с миокардом.
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Рис. 3. Микроскопическая картина сердец крыс: интактных (а, д, и, н); контрольных с синдромом HHS (б, е, к, о); 
с синдромом HHS, получавших соединение ZMEI-3 c начала 2-го «запоя» (в, ж, л, п); с синдромом HHS, полу-
чавших соединение ZMEI-3 по окончании 2-го «запоя» (г, з, м, р)
Fig. 3. Microscopic picture of the hearts of rats: intact (а, д, и, н); control rats with HHS syndrome (б, е, к, о); rats with 
HHS syndrome that received ZMEI-3 at the beginning of the 2nd binge (в, ж, л, п); rats with HHS syndrome that received 
ZMEI-3 at the end of the 2nd binge (г, з, м, р)
Примечания: Окраска пикрофуксином по Ван-Гизону. Увеличение ×100. 1 — мышечная ткань; 2 — соединительная ткань; 3 — жировые вклю-
чения.
Notes: Van Gieson's picrofuchsin staining. Magnification ×100. 1 — muscle tissue; 2 — connective tissue; 3 — fat inclusions.

На препаратах желудочков сердца, окрашенных 
пикрофуксином по Ван-Гизону, визуализируется мио-
кард жёлтого цвета. Между мышечными структурами 
миокарда обнаруживаются прослойки соединительной 
ткани малинового цвета (рис. 3 б). На препаратах 
также видна соединительная ткань стенок артерий 
и артериол. 

Таким образом, как следует из полученных дан-
ных, структура миокарда желудочков интактных крыс 
и крыс с синдромом HHS не имеет существенных 
визуальных различий. Также они не различаются по 
плотности соединительной ткани.

Микроскопическая картина предсердий крыс с 
синдромом HHS существенно отличается от тако-
вой у интактных животных. На микропрепаратах 
предсердий контрольных крыс видно, что в левом 
предсердии, а также межпредсердной перегородке 
содержатся толстые прослойки соединительной тка-
ни, окрашенные пикрофуксином в малиновый цвет  
(рис. 3 е, к). Кроме того, межпредсердная перегород-
ка и левое предсердие контрольных крыс инфиль-
трированы жировыми включениями и вакуолями  
(рис. 3 е, к). Также визуализируется соединительная 
ткань стенок артерий и артериол. Интенсивность 
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фиброза и количество жировых включений в миокард 
правого предсердия визуально ниже (рис. 3 о).

Согласно современным представлениям, фиброз 
предсердий, приводящий к их структурному ремо-
делированию, представляет собой сложный много-
факторный процесс, в конечном итоге приводящий к 
возникновению и поддержанию ФП [15, 16]. Можно 
полагать, что ранее показанное нами формирование 
очагов эктопического возбуждения в левом пред-
сердии, в частности в его ушке [3], которое играет 
существенную роль в инициации аристогенеза [17], 
связано с алкоголь-обусловленным фиброзом тка-
ни левого предсердия. В свою очередь, достаточно 
выраженный фиброз межпредсердной перегородки 
может лежать в основе разобщения волн возбуждения 
в предсердиях и формировании в левом предсердии 
волны повторного входа возбуждения, т. е. феномена 
re-entry, который является основным электрофизио-
логическим механизмом, ответственным за формиро-
вания ФП [18] — основного клинического проявления 
синдрома HHS [19].

Также нельзя исключить, что определённый вклад 
в разобщение волн возбуждения в предсердиях вно-
сит наличие жировых включений в межпредсердной 
перегородке (рис. 3 к), поскольку в последнее время 
показано, что увеличение количества эпикардиальных 
адипоцитов непосредственно связано с риском воз-
никновения ФП [20].

Леченые животные
Микроскопический анализ миокарда желудочков 

алкоголизированных крыс, получавших ZMEI-3, по-
зволил установить его характерную цитоархитектонику. 
При окрашивании галлоцианин-хромовыми квасцами 
в стенке сердца визуализируются эпикард, миокард и 
эндокард. Эндокард выстилает изнутри камеры и кла-
паны сердца. Миокард представлен кардиомиоцитами, 
расположенными послойно. Между кардиомиоци-
тами обнаруживается рыхлая соединительная ткань, 
кровеносные сосуды и нервы. Эпикард представлен 
соединительнотканной пластиной.

При окраске миокарда по Ван-Гизону в желудоч-
ках алкоголизированных крыс, получавших ZMEI-3, 
можно визуализировать типичную цитоархитектонику. 
Микроскопическая картина миокарда желудочков 
крыс этой группы мало отличается от таковой у кон-
трольных алкоголизированных животных. Визуали-
зируется также жёлтый миокард с малиновыми про-
слойками соединительной ткани (рис. 3 в, г). 

Степень распространённости и степень выражен-
ности соединительнотканных элементов в миокарде 
желудочков интактных крыс, крыс с синдромом HHS и 
крыс, получавших соединение ZMEI-3, вне зависимо-
сти от схемы их применения, не имеет существенных 
визуальных различий.

На микропрепаратах предсердий алкоголизи-
рованных крыс, получавших ZMEI-3, видно, что в 
правом и левом предсердиях, а также межпредсердной 

перегородке, как и в сердце контрольных животных, 
содержатся прослойки соединительной ткани, окра-
шенные пикрофуксином в малиновый цвет (рис. 3 п, 
р, ж, з, л, м). Однако эти прослойки значительно тонь-
ше, чем у контрольных животных, а мелкие жировые 
включения встречаются лишь в единичных случаях. 
Соединительная ткань стенок артерий и артериол 
видна в виде тонких малиновых прослоек. Визуально 
существенных различий между микропрепаратами 
предсердий крыс, получавших соединение ZMEI-3 по 
различным схемам, не выявлено. Однако плотность 
соединительной ткани в межжелудочковой перегород-
ке у крыс, получавших соединение ZMEI-3 с начала 
второго «запоя», визуально кажется меньше (рис. 3 л), 
тогда как у животных, получавших соединение ZMEI-3 
по окончании второго «запоя», визуально меньше 
жировых включений (рис. 3 м).

Эти визуальные наблюдения нашли своё под-
тверждение при проведении балльного шкалирования. 
Анализ данных, полученных с помощью балльного 
шкалирования сердца крыс, получавших соединение 
ZMEI-3 с начала второго «запоя» в течение 10 дней, 
показал, что выраженность пролиферации соеди-
нительнотканных элементов в правом предсердии,  
а также межпредсердной перегородке у этих живот-
ных значимо меньше таковой, наблюдаемой у крыс 
контрольной группы — р = 0,0079 и p = 0,0013 со-
ответственно (табл. 1), тогда как у животных, полу-
чавших соединения ZMEI-3 по окончании второго 
«запоя» в течение 10 дней, значимых изменений в 
пролиферации соединительнотканных элементов не 
обнаружено, однако интенсивность жировых включе-
ний в правом и левом предсердии значимо (p = 0,035 
и p = 0,0034 соответственно) ниже (см. табл. 1). Также 
представляется важным, что независимо от схемы при-
ёма соединения ZMEI-3 плотность соединительной 
ткани в межпредсердной перегородке значимо ниже 
по сравнению с контролем (табл. 1).

К сожалению, полученные результаты не позво-
ляют говорить о приоритетности той или иной схемы 
экспериментальной терапии соединением ZMEI-3. 
Можно полагать, что для получения оптимального 
терапевтического эффекта следует объединить обе 
схемы применения соединения ZMEI-3.

Как уже было отмечено выше, фиброз предсер-
дий и избыточное содержание в их эпикарде адипо-
цитов рассматривают в качестве морфологических 
субстратов, ответственных за формирование патог-
номоничных для синдрома HHS наджелудочковых 
тахиаритмий, преимущественно ФП [19, 20]. Как 
следует из результатов морфологических исследова-
ний, систематическая терапия соединением ZMEI-3 
в значительной мере снижает как интенсивность 
включения соединительнотканных элементов, так 
и адипоцитов в ткань миокарда предсердий и тем 
самым препятствует возникновению условий для 
формирования в них очагов аномального возбужде-
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ния — триггера основного клинического проявления 
синдрома HHS — наджелудочковых тахиаритмий [19]. 
Не менее важным представляется уменьшение фиброза 
межжелудочковой перегородки, что, с одной стороны, 
создаёт условия для нормального распространения 
волны возбуждения по тканям предсердий, а с другой 
стороны, уменьшает условия для «замкнутой» рецир-
куляции волны аномального возбуждения по ткани 
левого предсердия, т. е. препятствует формированию 
феномена re-entry.

По всей видимости, уменьшение интенсивности 
включения соединительнотканных элементов в ткань 
предсердий на фоне терапии соединением ZMEI-3 
связано с его потенциальной способностью подавлять 
активность регуляторного белка Ерас1, который, 
как известно, в условиях патологии проявляет вы-
раженную профиброзную активность [8]. Показано, 
что мыши, нокаутные по белку Epac1, защищены от 
гипертрофии кардиомиоцитов, фиброза и сердечной 
дисфункции, вызываемых различными патологиче-
скими воздействиями на сердце (перегрузка давле-

нием, ишемия-реперфузия, избыточная хроническая 
β-адренергическая стимуляция), тогда как мыши, 
нокаутные по белку Epac2, не защищены от сердечного 
стресса различной этиологии [20]. Также показано, 
что фармакологическое ингибирование белка Epac1 
уменьшает гипертрофию, фиброз, воспаление и дис-
функцию сердца [21], а активаторы белков Epac, такие 
как 8-pCPT-2′-O-Me-cAMP и его этерифицированное 
производное, способствуют гипертрофии и фиброзу 
миокарда [22, 23].

Заключение / Conclusion

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что у животных с синдромом HHS экспериментальная 
терапия соединением ZMEI-3, вне зависимости от 
схемы его применения, в существенной мере снижает 
интенсивность включения как соединительнотканных 
элементов, так и адипоцитов в ткань миокарда пред-
сердий и межпредсердной перегородки, что может 
лежать в основе антиаритмического действия со-
единения. 

Таблица 1

Влияние соединения ZMEI-3 на степень выраженности соединительнотканных элементов и жировых включений в предсердиях 
и межпредсердной перегородке у крыс с синдромом «Праздничное сердце» (HHS)

Table 1

The effect of ZMEI-3 on the manifest degree of connective tissue elements and fatty inclusions in the atrias and interatrial septum in 
rats with “Holiday heart” syndrome (HHS)

Показатель, 
баллы

Интактные 
животные

n = 6

HHS контроль,
n = 6

HHS + ZMEI-3 
(2 мг/кг в/б)

n = 8

HHS контроль
отставл. n = 7

HHS + ZMEI-3 
(2 мг/кг в/б)

отставл. n = 8

Соединительная ткань в 
левом предсердии

1,0*
0,0÷1,0

2,0
1,0÷3,0

2,0
1,0÷3,0

p1 = 0,3449

2,0
1,0÷3,0

1,0
0,5÷1,0

p2 = 0,0721

Жировые включения в левом 
предсердии

1,5*
1,0÷2,0

3,0
3,0÷4,0

3,0
1,0÷3,0

p1 = 0,4135

3,0
2,0÷4,0

0,0*
0,0÷3,0

p2 = 0,0034

Соединительная ткань в 
межпредсердной перегородке

1,0*
0,0÷1,0

4,0
3,0÷4,0

1,5*
0,0÷2,0

p1 = 0,0013

4,0
2,0÷4,0

1,5*
0,5÷2,0

p2 = 0,0451

Жировые включения в 
межпредсердной перегородке

1,0*
0,0÷1,0

2,5
2,0÷4,0

1,0
0,0÷3,0

p1 = 0,1418

3,0
2,0÷4,0

2,0
0,0÷3,5

p2 = 0,6126

Соединительная ткань в 
правом предсердии

1,0*
0,0÷1,0

3,0
2,0÷3,0

1,0*
1,0÷1,5

p1 = 0,0079

2,0
1,0÷3,0

1,0
0,5÷1,5

p2 = 0,2810

Жировые включения в правом 
предсердии

1,0*
0,0÷1,0

3,5
0,0÷4,0

2,50
0,0÷3,0

p1 = 0,4135

4,0
2,0÷4,0

0,0*
0,0÷3,0

p2 = 0,035

Примечания: 1) * — p1 < 0,05; 2) p1 — указано по отношению к контрольной группе HHS; 3) p2 — указано по отношению к отставленной 
контрольной группе HHS.
Notes: 1) * — p1 < 0,05; 2) p1 is indicated in relation to HHS control; 3) p2 is indicated in relation to HHS deferred control.
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Функциональные категории магний-зависимых белков
Громова О. А.1,2, Калачева А. Г.2, Торшин И. Ю.1, Богачева Т. Е.2, Рогозин М. А.2,  

Гришина Т. Р.2, Федотова Л. Э.2
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Аннотация 
Актуальность. Магний является одним из основных катионов организма. Точное количество белков протеома, активность которых связана с 

ионом магния, неизвестно. 
Цель. Установление функциональных категорий магний-зависимых белков.
Материалы и методы. Выполнен системно-биологический анализ с применением оригинальных алгоритмов распознавания/классификации 

магний-зависимых белков и метода функционального связывания, с учётом аннотаций белков, категорий Gene Ontology (GO). Для проверки стати-
стических гипотез использовались параметрические и непараметрические критерии, корреляционный и дисперсионный анализы.

Результаты. Анализ функциональных категорий белков показал, что с биологическими функциями магния было ассоциировано 1503 категории 
GO. В функциональных реакциях нервной системы принимают участие 172 магний-зависимых белков протеома человека. Эти белки участвуют в 
гомеостазе нейротрансмиттеров, нейропластичности и в выживании нейронов.

Заключение. Широкая представленность в протеоме человека элемента магния подтверждает его убиквитарное значение в поддержке физио-
логического состояния в условиях адекватной обеспеченности этим эссенциальным элементом.

Ключевые слова: магний; протеом; магний-зависимые белки; Gene Ontology; системно-биологический анализ; функциональное связывание
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Functional categories of magnesium-dependent proteins
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Abstract
Background. Magnesium is one of the body's major cations. The exact number of proteins in the proteome whose activity is associated with magnesium 

is unknown.
Objective. To establish functional categories of magnesium-dependent proteins.
Materials and methods. A systems biology analysis was performed using original algorithms for recognizing and classifying magnesium-dependent 

proteins and a functional linkage method, taking into account protein annotations and Gene Ontology categories. Parametric and nonparametric tests, 
correlation analysis, and variance analysis were used to test statistical hypotheses.

Results. Analysis of protein functional categories revealed that 1,503 GO categories were associated with the biological functions of magnesium. A total 
of 172 magnesium-dependent proteins in the human proteome are involved in functional responses of the nervous system. These proteins are involved in 
neurotransmitter homeostasis, neuroplasticity, and neuronal survival.

Conclusion. The widespread presence of magnesium in the human proteome confirms its ubiquitous role in supporting physiological function under 
conditions of adequate supply of this essential element.
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Введение / Introduction

Магний является одним из главных электролитов 
организма, принципиально важных для жизнедеятель-
ности клеток всех типов [1]. Ионы магния необходимы 
для стабилизации структуры двойной спирали ДНК и 
пространственных структур РНК.

База данных протеома человека (NCBI PROTEIN, 
UNIPROT, Human Proteome Map др.) включает более 
20000 белков [2]. Общее количество белков протеома, 
активность которых связана с ионом магния, неизвестно. 
Определение магний-зависимых белков (МЗБ) важно для 
установления воздействия эссенциального микронутриента 
на различные функции организма, включая функциони-
рование нервной системы, и, соответственно, описания 
спектра клинических применений препаратов магния [3].

Целью настоящего исследования является установ-
ление функциональных категорий магний-зависимых 
белков.

Материалы и методы / Materials and methods

Этапы настоящего исследования включали ориги-
нальные алгоритмы распознавания, классификации, 
выявления магний-связывающих белков протеома че-
ловека [4]. На основе понятий элементарных амино-
кислотных мотивов, позиционной независимости 
мотивов, эвристической оценки информативности и 
разрешимости на множествах элементарных мотивов 
[5] разработаны алгоритмы для вычисления наборов 
наиболее информативных аминокислотных моти-
вов, которые используются для аннотации функций 
белков [6]. Методом функционального связывания, 
включающим анализ данных о клеточных ролях бел-
ков, анализировались полученные списки магний-
зависимых белков [7]. Для оценки функциональных 

категорий белков использован массив информации 
международной номенклатуры Gene Ontology (GO) [8].

Для статистической обработки результатов ис-
следования использовались: расчёт числовых харак-
теристик случайных величин, проверка статисти-
ческих гипотез с использованием параметрических  
и непараметрических критериев, корреляционного и 
дисперсионного анализа. Сравнение прогнозируемых и 
наблюдаемых частот встречаемости исследуемых при-
знаков проводилось с помощью критерия χ-квадрат, 
критерия Вилкоксона–Манна–Уитни и теста Стью-
дента. Для статистической обработки материала ис-
пользовались прикладная программа STATISTICA 6.0 
и электронные таблицы MicrosoftExcel.

Результаты / Results

Анализ функциональных категорий магний-зави-
симых белков по международной номенклатуре Gene 
Ontology (GO) (рис. 1А) показал, что, в целом, с био-
логическими функциями магния было ассоциировано 
1503 категории GO. Наибольшие количества белков 
были в категориях GO «цитозоль», «связывание АТФ», 
«связывание ионов металлов», «цитоплазма», «плазма-
тическая мембрана» и «ядро клетки»: в каждой из этих 
категорий представлено более 300 «магниевых» белков. 
От 100 до 250 магний-зависимых белков представлено 
в функциональных категориях GO «нуклеоплазма», 
«клеточная мембрана», «внеклеточная экзосома», 
«митохондрия», «протеинсерин/треонинкиназы», 
«связывание ГТФ», «внутриклеточная передача сиг-
налов» и «аппарат Гольджи».

В случае белков, связанных с функционированием 
нервной системы (рис. 1Б), наиболее представлен-
ными были категории, описывающие структурные 
компоненты нейронов и их соединений: «дендрит»  
(n = 47), «тело нейрона» (n = 43), «аксон» (n = 36), 

Рис. 1А. Категории Gene Ontology (GO) магний-зависимых белков. А) Основные категории маг-
ний-зависимых белков
Fig. 1А. Gene Ontology (GO) categories of magnesium-dependent proteins. A) Main categories of 
magnesium-dependent proteins



¹ 1. 2026 70 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ
MECHANISM OF ACTION

«синапс» (n = 32), «рецепторный комплекс» (n = 31), 
«синаптический везикул» (n = 19), «постсинаптическая 
мембрана» (n = 18). 

От 10 до 24 белков было представлено в категориях, 
связанных с развитием ЦНС и с нейропротекцией: 
«рост нейритов» (n = 24), «аксоногенез» (n = 16), 
«развитие мозга» (n=15), «ингибирование апоптоза 
нейронов» (n = 11). 

Менее 10 магний-зависимых белков входило в 
каждую из функциональных категорий GO белков, 
связанных с морфогенезом и миграцией нейронов 
(конус роста аксонов, дифференцировка нейронов, 
окончание аксона, миелинизация, аксонема, развитие 
нервно-мышечных соединений, потенциал нейрон-
ного действия, направление роста аксонов, развитие 
сетчатки глаза, регуляция аксоногенеза, регуляция 
развития проекций нейронов, положительная регу-
ляция удлинения аксонов) и с синаптической пере-
дачей сигналов (глутаматергическая синаптическая 
передача, синаптическая мембрана, долговременная 
синаптическая пластичность, активация возбуждающего 
постсинаптического сигнала, регуляция синаптической 
пластичности, метаболизм допамина, регуляция сокра-
щения миокарда кальцием).

В целом, анализ функциональных категорий белков 
показал, что в реализации нейропротекторных, нейро-
трофических и других «нейротропных» эффектах иона 
магния участвуют, по крайней мере, 172 магний-зави-
симых белка протеома человека.

Столь широкая представленность в протеоме чело-
века элемента магния подтверждает его убиквитарное 
значение в поддержке нормофизиологического состояния 

в условиях нормофизиологической обеспеченности этим 
эссенциальным элементом [9]. Разнопредставленность 
частот магний-зависимых белков в протеоме указывает 
на приоритетность обслуживания магнием функций 
электролитного обмена [10], проводимости нервных 
сигналов [11], регуляции сократимости миокарда [12], 
энергетического обмена [13]. Вследствие истощения 
магниевого депо не только в костях и мышцах [14], 
но и в головном мозге [15] формируется патофизи-
ологический дрейф, приводящий к гипофункции 
митохондрий [16], ускорению темпов старения и по-
лиорганной патологии [17]. 

Заключение / Conclusion

В настоящем исследовании был проведён системно-
биологический анализ магний-зависимых белков в кон-
тексте их функциональных категорий с использованием 
современных математических методов топологической 
теории распознавания. В исследовании был принят во 
внимание массив информации, имеющийся для магний-
зависимых белков по международной номенклатуре GO. 
Анализ функциональных категорий белков показал, что 
с биологическими функциями магния было ассоцииро-
вано 1503 категории GO. В функциональных реакциях 
нервной системы принимают участие 172 магний-зави-
симых белков протеома человека. Эти белки участвуют 
в гомеостазе нейротрансмиттеров, нейропластичности 
и в выживании нейронов. Некоторые из белков могут 
одновременно участвовать во всех этих нейрофизиоло-
гических процессах.

Рис. 1Б. Категории Gene Ontology (GO) магний-зависимых белков. Б) Категории белков, связан-
ные с функционированием нервной системы
Fig. 1В. Gene Ontology (GO) categories of magnesium-dependent proteins. B) Protein categories related 
to nervous system function
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Изучение состояния сократительной функции сердца  
и динамики изменения его геометрии в острейшую фазу 
переднего трансмурального инфаркта миокарда у крыс  

с алкогольной кардиомиопатией
Ионова Е. О., Цорин И. Б., Вититнова М. Б., Столярук В. Н., Рощевская И. М.,  

Крыжановский С. А.
 ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий»,  

Москва, Российская Федерация

Аннотация 
Цель исследования. Изучение особенностей изменения геометрии левого желудочка сердца и его инотропной функции в острейшую фазу 

инфаркта миокарда (ИМ) у крыс со сформировавшейся алкогольной кардиомиопатией (АКМП).
Материалы и методы. Эксперименты проводили на разработанной нами трансляционной модели АКМП у крыс, согласно которой эта патология 

формируется через 24 недели принудительного приёма 10 % раствора этанола. ИМ воспроизводили путём одномоментной перевязки нисходящей 
коронарной артерии на 1–2 мм ниже места её выхода из-под ушка левого предсердия.

Результаты. Показано, что у крыс с АКМП уже в первые минуты от воспроизведения острого инфаркта миокарда сердце теряет свою физиологи-
ческую форму и становится шарообразным. Изменение геометрии сердца протекает на фоне значимого (р = 0,001) снижения инотропной функции 
левого желудочка ≈ на 30 %, тогда как у контрольных животных снижение составляет ≈15 %.

Заключение. У животных со сформировавшейся АКМП инфаркт миокарда протекает более тяжело, чем у интактных, в частности у них достаточно 
велик риск формирования аневризмы левого желудочка сердца и, следовательно, риск развития тяжёлой, прогрессирующей сердечной недостаточ-
ности с высокой вероятностью внезапной сердечной смерти.

Ключевые слова: алкогольная кардиомиопатия; инфаркт миокарда; размеры и сократимость левого желудочка сердца; внезапная смерть; 
крысы
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Study of the state of contractile function of the heart and the dynamics of changes in its geometry in the acute phase  
of anterior transmural myocardial infarction in rats with alcoholic cardiomyopathy

Ekaterina O. Ionova, Iosif B. Tsorin, Marina B. Vititnova, Valeriy N. Stolyaruk, Irina M. Roshchevskaya, Sergey A. Kryzhanovskii
Federal research center for innovator and emerging biomedical and pharmaceutical technologies, Moscow, Russian Federation

Abstract
Objective. To study the features of changes in the geometry of the left ventricle of the heart and its inotropic function in the acute phase of myocardial 

infarction (MI) in rats with established alcoholic cardiomyopathy (ACMP).
Materials and methods. The experiments were carried out on a translational model of ACMP in rats that we developed, according to which this pathology 

is formed after 24 weeks of forced intake of 10 % ethanol solution. MI was reproduced by one-stage ligation of the descending coronary artery 1–2 mm 
below the place of its exit from under the left atrial appendage.

Results. It was shown that in rats with ACMP, already in the first minutes after the reproduction of acute myocardial infarction, the heart loses its 
physiological shape and becomes spherical. The change in the geometry of the heart occurs against the background of a significant (p = 0.001) decrease in 
the inotropic function of the left ventricle by ≈ 30 %, while in control animals the decrease is ≈ 15 %.

Conclusion. In animals with formed AKMP, myocardial infarction is more severe than in intact animals, in particular, they have a fairly high risk of 
developing an aneurysm of the left ventricle of the heart and, consequently, the risk of developing severe, progressive heart failure with a high probability 
of sudden cardiac death.

Keywords: alcoholic cardiomyopathy; myocardial infarction; size and contractility of the left ventricle of the heart; sudden death; rats
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Введение / Introduction

Согласно материалам доклада ВОЗ «Глобальное 
бремя болезней» за 2019 год, злоупотребление алко-
голем является значимым фактором риска по пока-
зателю количества лет жизни, скорректированных по 
нетрудоспособности (DALY), на которые приходится 
3,7 % DALY во всех возрастных группах, при этом  
за период с 1990 по 2019 гг. этот показатель вырос на 37 
% [1]. Также показано, что злоупотребление алкоголем 
является основным фактором риска инвалидизации 
у людей в возрасте от 25 до 49 лет и представляет 
собой первую предотвратимую причину заболева-
ний в этой возрастной группе [1]. Наиболее часто 
встречающимся соматическим осложнением, которое 
вызывает хроническое злоупотребление алкоголем, 
является алкогольная кардиомиопатия (АКМП) — 
приобретённая форма дилатационной кардиомио-
патии, которая служит ведущей (50–60 % случаев) 
причиной смерти больных хроническим алкоголиз-
мом [2]. На долю АКМП приходится примерно 35 % 
от всех неишемических кардиомиопатий [3]. У хро-
нических алкоголиков со сформировавшейся АКМП 
на фоне постоянного приёма алкоголя летальность 
значимо выше, чем у пациентов с идиопатической 
дилатационной кардиомиопатией [4]. Необходимо 
подчеркнуть, что в структуре летальности от АКМП 
внезапная сердечная смерть (ВС) составляет 30–40 % 
[5, 6]. Среди всех причин, вызывающих внезапную 
сердечную смерть, АКМП занимает второе место, 
уступая по этому показателю лишь острому коро-
нарному синдрому (ОКС) [7, 8]. Более того, АКМП 
является наиболее распространённой причиной ВС 
от неишемических причин у пациентов в возрасте от 
40 до 59 лет [6]. Данные о вкладе ишемической болез-
ни, в частности ОКС, в развитие ВС у пациентов со 
сформировавшейся АКМП до настоящего времени 
в литературе не представлены, однако имеются со-
общения о том, что среди тех, кто умер от АКМП, 
у 8,4 % был диагностирован коронарный стеноз  
с уменьшением просвета сосудов не менее чем на 50 % 
[9]. Нельзя исключить, что одной из возможных при-
чин возникновения ВС у пациентов со сформиро-
вавшейся АКМП может явиться ОКС, а именно его 
острейшая фаза.

Цель исследования / Objective. Целью настоящего 
исследования явилось изучение особенностей из-
менения геометрии левого желудочка сердца и его 
инотропной функции в острейшую фазу инфаркта 
миокарда у крыс со сформировавшейся АКМП.

Материалы и методы / Materials and methods

Животные. Опыты проведены на белых беспород-
ных крысах самцах с начальной массой 180–200 г, по-
лученных из ФГБУН «Научный центр биомедицинских 

технологий Федерального медико-биологического 
агентства», филиал «Столбовая», имеющих ветери-
нарный сертификат качества и состояния здоровья и 
прошедших 15-суточный карантин в виварии ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных биомедицин-
ских и фармацевтических технологий». Животных со-
держали в индивидуальных стандартных пластиковых 
клетках, с предоставлением брикетированного корма 
ad libitum при регулируемом 12/12 световом режиме 
(light off at 08-00 am). Условия содержания животных 
соответствовали ГОСТ 33215–2014 «Руководство по 
содержанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации 
процедур» (Переиздание) и ГОСТ 33216–2014 «Ру-
ководство по содержанию и уходу за лабораторными 
животными. Правила содержания и ухода за лабора-
торными грызунами и кроликами» (Переиздание). Все 
работы с лабораторными животными были выполнены 
в соответствии с общепринятыми нормами обращения 
с животными, на основе стандартных операционных 
процедур, принятых в ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и 
перспективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий», международными правилами (European 
Communities Council Directive of November 24,1986 
(86/609/EEC)) и «Правилами работы с животными», 
утверждёнными биоэтической комиссией ФГБНУ 
«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова». Живот-
ные получали стандартный брикетированный корм 
ПК-120-1 (ООО «Лабораторснаб», РФ).

Дизайн исследования. Животные были рандомизи-
рованы на 2 группы: 1-я (n = 8) — контроль (инфаркт 
миокарда у интактных крыс), 2-я (n = 10) — АКМП 
(инфаркт миокарда у крыс с АКМП). Перед началом 
эксперимента животных наркотизировали (уретан 
1300 мг/кг, в/б) и помещали в положении на спине 
на подогреваемый столик для мелких лабораторных 
животных «Surgi Suite» (Kent Scintific Corparation, 
США). Затем животных переводили на искусствен-
ную вентиляцию лёгких при помощи аппарата ИВЛ 
«Model 7025» (Ugo Basele, Италия).

Метод воспроизведения АКМП. Эксперименты 
проводили на разработанной нами ранее трансляци-
онной модели АКМП у крыс [10]. Для моделирования 
АКМП животных в течение 6 месяцев подвергали 
принудительной алкоголизации путём предоставле-
ния в качестве единственного источника жидкости  
10 % раствора этанола. Среднесуточное потребле-
ние алкоголя в пересчёте на чистый этанол коле-
балось в пределах 5,0–6,5 г/кг. Показано, что че-
рез 24 недели принудительной алкоголизации  
у животных развивается алкогольная кардиомиопатия, 
воспроизводящая основные клинико-диагностические 
признаки этого заболевания.

Метод воспроизведения острого инфаркта миокарда 
(ОИМ). ОИМ воспроизводили путём одномоментной 
перевязки нисходящей коронарной артерии на 1–2 мм 
ниже места её выхода из-под ушка левого предсердия.
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Эхокардиографическое исследование. Измерения 
производили в условиях открытой грудной клет-
ки в одномерном М- и двухмерном В-модальных 
режимах при положении датчика эхокардиографа  
в парастернальной позиции по длинной оси сердца.  
В М-модальном режиме оценивали конечно-систо-
лический (КСР) и конечно-диастолический (КДР) 
размеры левого желудочка сердца. Затем по методу 
Teichholz рассчитывали показатель сократительной 
функции сердца — фракцию выброса (ФВ). Помимо 
этого, оценивали такие показатели, как толщина 
передней стенки левого желудочка в систолу (ТПСс) 
и диастолу (ТПСд), толщина задней стенки левого 
желудочка в систолу (ТЗСс) и диастолу (ТЗСд), сокра-
тимость передней стенки левого желудочка (СУПС), 
сердечный индекс. Оценку эхокардиографических 
показателей проводили, как минимум, по пяти по-
следовательным сердечным циклам. Все измерения 
выполняли в соответствии с Рекомендациями Аме-
риканского общества и Европейской ассоциации 
по эхокардиографии [11]. В работе использовали 
цифровой ультразвуковой эхокардиограф «DC-60» 
(Mindray, Китай) с электронным фазированным дат-
чиком Р10-4Е (5,0/11,0 МГц).

Статистическая обработка данных. Нормаль-
ность распределения проверяли с помощью крите-
рия Шапиро—Уилка, гомогенность дисперсий — по 
Левену. Так как распределение выборок было близко 
нормальному и дисперсии гомогенны, то для опреде-
ления статистической значимости различий исполь-
зовали дисперсионный анализ повторных измерений 
с дальнейшей обработкой методом множественных 
сравнений по Дункану. Результаты представляли в виде 
средних арифметических и их стандартных ошибок. 
Изменения считали статистически значимыми при 
вероятности ошибки первого рода р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение /  
Results and discussion

В качестве сертифицированной модели АКМП 
у крыс мы использовали ранее разработанную нами 
трансляционную модель этой патологии [10], нашед-
шую признание и цитируемую в западной литературе 
[12]. Согласно результатам эхокардиографических 
исследований, у крыс в течение 24 недель в принуди-
тельном порядке потреблявших 10 % раствор этанола, 
КСР и КДР размеры левого желудочка (ЛЖ) сердца 
по сравнению с контрольными животными увели-
чились соответственно на 36,5 % (р = 0,008) и 15,2 %  
(р = 0,017), тогда как ФВ, характеризующая 
инотропный статус левого желудочка, значи-
мо (р = 0,001) снизилась с 89,0±1,8 до 78,1±1,5  
(табл. 1). Зарегистрированные изменения свидетель-
ствуют о формировании у крыс основной группы 
эхокардиографических признаков алкоголь-обуслов-
ленной дилатационной АКМП (дилатация ЛЖ и сни-

жение его сократительной функции), что практически 
полностью соответствует таковым, известным для 
человека при данной патологии [13]. Известно, что у 
взрослого здорового человека в состоянии покоя ФВ 
в среднем колеблется в пределах 50–60 % [14]. 

Планируя эту серию экспериментов, мы предпола-
гали показать, как нам казалось, очевидную вещь, что 
острый инфаркт миокарда у крыс с АКМП с первых 
минут своего возникновения протекает существенно 
тяжелее, чем у контрольных животных без АКМП. 
Вместе с тем, полученные результаты, на первый 
взгляд, не соответствовали вышеуказанной концепции. 
Так, например, у контрольных крыс к 15-й минуте 
ишемии КСР увеличился на 63 % (с 2,46±0,17 мм до 
4,03±0,30 мм), в то время как у крыс с АКМП лишь 
на 45 % (с 3,41±0,16 до 4,94±0,27). То же касается и 
ФВ — у контрольных крыс к 15-й минуте ишемии она 
снизилась на 19 % (с 89,0±1,8 % до 72,2±2,5 %), а у 
крыс с АКМП на 15 % (с 78,1±1,5 % до 66,6±2,1 %). 
Близкая картина наблюдалась и на 30-й минуте ише-
мии (рис. 1, табл. 1).

Однако последующий анализ полученных ре-
зультатов опроверг первичное заключение и заставил 
задуматься о возможных совместимых с жизнью вели-
чинах патологических изменений геометрии сердца. 
В нашем случае у крыс с АКМП инфаркт миокарда 
воспроизводили на фоне сформировавшейся АКМП, 
т. е. на фоне алкоголь-обусловленной хронической 
сердечной недостаточности. У этих животных перед 
воспроизведением инфаркта миокарда КСР уже был 
увеличен ≈ на 40 %, т. е. фактическое увеличение 
КСР к 15-й минуте ишемии близко к 90 % (табл. 1). 
Аналогичный расчёт свидетельствует о том, что у крыс  
с АКМП фактическое увеличение КДР составляет 50 %, 
а у интактных крыс оно более чем вдвое меньше  
(19 %). Аналогичным образом, фактически меняются 
все регистрируемые показатели, отражающие геоме-
трию левого желудочка сердца (табл. 1), что позволяет 
говорить о том, что у животных с АКМП уже в первые 
минуты от воспроизведения острого инфаркта мио-
карда сердце теряет свою физиологическую форму 
и становится шарообразным, что гемодинамически 
крайне неблагоприятно.

Эти изменения геометрии протекают на фоне 
фактического снижения ФВ (инотропной функции) 
левого желудочка сердца — к 15-й минуте ишемии 
на 25 % и к 30-й минуте на 30 %. Столь значительное 
снижение ФВ, по всей видимости, связано с потерей 
передней стенкой левого желудочка сократительной 
способности: если у контрольных крыс во время си-
столы передняя стенка левого желудочка сокращается 
практически так же, как и до перевязки коронарного 
сосуда — её утолщение к 30-й минуте ишемии снижа-
ется только на 9 %, то у крыс с АКМП это снижение 
составляет 58 % — с 68,4±4,6 % до 29,3±4,5 % (табл. 1). 
Такое падение сократимости передней стенки во время 
систолы прогностически неблагоприятно, поскольку 
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                   Контроль фон                                            Контроль 15 мин                                              Контроль 30 мин

                АКМП фон                                                         АКМП 15 мин                                                АКМП 30 мин

Рис. 1. Оригинальные эхокардиограммы крысы № 5 контрольной группы (верхний ряд) и крысы № 12 с АКМП (ниж-
ний ряд). Слева направо: исходный уровень перед перевязкой коронарной артерии и через 15 и 30 минут после перевязки
Fig. 1. Original echocardiograms of rat No. 5 from the control group (top row) and rat No. 12 with ACMP (bottom row). 
From left to right: baseline before coronary artery ligation and 15 and 30 minutes after ligation

Таблица 1

Изменения сократительной функции и геометрии сердца, возникающие в острейшую фазу переднего трансмурального инфаркта 
миокарда у наркотизированных крыс (уретан 1300 мг/кг в/б) со сформировавшейся алкогольной кардиомиопатией

Table 1
Changes in contractile function and geometry of the heart occurring in the acute phase of anterior transmural myocardial infarction  

in anesthetized rats (urethane 1300 mg/kg i.p.) with established alcoholic cardiomyopathy

Показатель Группа n
Исходный уровень 
перед перевязкой 

коронарной артерии

15 мин окклюзии  
коронарной артерии

30 мин окклюзии коронарной 
артерии

Конечно-систолический размер 
ЛЖ, мм

Контроль 8 2,46±0,17 4,03±0,30  р < 0,001 4,00±0,25  р < 0,001
АКМП 10 3,41±0,16  p1 = 0,008 4,94±0,27  р < 0,001;  p1 = 0,026 4,74±0,22  р <0,001;  p1

 = 0,083
ТЗС систол., мм Контроль 8 3,63±0,07 3,33±0,09  р < 0,001 3,34±0,08  р < 0,001

АКМП 10 3,46±0,10  р1 = 0,19 3,39±0,08  р = 0,30;  р1 = 0,62 3,39±0,09  р = 0,27;  р
1 
= 0,69

ТПС систол., мм Контроль 8 3,66±0,11 3,08±0,18  р < 0,001 3,08±0,15  р < 0,001
АКМП 10 3,53±0,10  р1 = 0,52 2,77±0,16  р < 0,001;  р1 = 0,16 2,66±0,14  р < 0,001;  р1

 = 0,06
Конечно-систолический объём 
ЛЖ, мм3

Контроль 8 42,5±12,6 181,6±43,3  р < 0,001 177,9±28,9  р < 0,001
АКМП 10 107,0±11,2  р1 = 0,001 308,8±38,7  р < 0,001;  р1 = 0,005 265,6±25,9  р < 0,001;  р1

 = 0,051
Конечно-диастолический размер 
ЛЖ, мм

Контроль 8 5,33±0,21 6,34±0,36  р < 0,001 6,58±0,34  р < 0,001
АКМП 10 6,09±0,19  р1 = 0,017 7,44±0,33  р < 0,001;  р

1
 = 0,021 7,15±0,30  р < 0,001;  р

1
 = 0,18

ТЗС диастол, мм. Контроль 8 2,36±0,06 2,30±0,07  р = 0,12 2,23±0,06  р = 0,002
АКМП 10 2,23±0,06  р1 = 0,18 2,19±0,05  р = 0,34;  р1 = 0,28 2,13±0,05  р = 0,023;  р1

 = 0,34
ТПС диастол., мм Контроль 8 2,35±0,08 2,01±0,12  р = 0,011 2,04±0,11  р = 0,017

АКМП 10 2,10±0,08  р1 = 0,086 2,05±0,07  р = 0,68;  р1 = 0,81 2,06±0,07  р = 0,73;  р1 = 0,88
СУПС, % Контроль 8 57,2±5,1 54,3±5,3  р = 0,53 52,5±5,0  р = 0,34

АКМП 10 68,4±4,6  р1 
= 0,11 34,5±4,7  р < 0,001;  р1 

= 0,010 29,3±4,5  р < 0,001;  р1
 = 0,003

Конечно-диастолический объём 
ЛЖ, мм3

Контроль 8 374,0±48,1 625,3±112,0  р = 0,007 695,9±89,2  р = 0,001
АКМП 10 534,2±43,0  р1 = 0,024 948,9±100,2  р < 0,001;  р1

 = 0,015 837,1±79,8  р = 0,002;  р1 
= 0,24

Фракция укорочения ЛЖ, % Контроль 8 53,9±2,0 37,1±2,6  р < 0,001 39,8±1,4  р < 0,001
АКМП 10 41,8±1,6  р1

 < 0,001 32,6±2,0  р < 0,001;  р1= 0,085 33,5±1,4  р < 0,001;  р1
 = 0,018

Фракция выброса ЛЖ, % Контроль 8 89,0±1,8 72,2±2,5  р < 0,001 75,7±1,6  р < 0,001
АКМП 10 78,1±1,5  р1 < 0,001 66,6±2,1  р < 0,001;  р1 = 0,050 62,0±1,7  р < 0,001;  р1 

= 0,011
ЧСС, уд/мин Контроль 8 234±16 293±16  р < 0,001 298±21  р < 0,001

АКМП 10 238±15  р1 
= 0,87 303±15  р < 0,001;  р1 = 0,071 304  р < 0,001;  р1

 = 0,082
Сердечный индекс, мл/мин/кг Контроль 8 135,5±19,0 220,1±43,9  р = 0,019 263,0±34,4  р < 0,001

АКМП 10 186,7±17,0  р1
 = 0,061 359,4±39,2  р < 0,001;  р1

 = 0,007 317,0±30,7  р < 0,001;  р1= 0,25
Примечания: 1) Показаны средние арифметические и их стандартные ошибки; 2) р — по отношению к исходному уровню; 3) р1 — по отношению к интактным 
крысам; 4) Обозначения: ТЗС – толщина задней стенки, ТПС – толщина передней стенки, СУПС – систолическое утолщение передней стенки.
Notes: 1) The arithmetic means and their standard errors are shown; 2) p – in relation to the initial level; 3) p1 — in relation to intact rats; 4) Designations: ТЗС — thickness 
of the posterior wall, ТПС — thickness of the anterior wall, СУПС — systolic thickening of the anterior wall.
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свидетельствует о высоком риске как формирования 
аневризмы левого желудочка сердца, так и разрыва 
сердца. Известно, что у взрослого здорового чело-
века в состоянии покоя ФВ в среднем колеблется  
в пределах 50–55–60 % [14]. Если экстраполировать 
величину снижения ФВ на человека, то получится, 
что к 30-й минуте ишемии величина ФВ составляет  
≈ 35–40 %, что, согласно клиническим рекомендациям 
Российского кардиологического общества за 2020 год 
«Хроническая сердечная недостаточность», пози-
ционируется как ХСН с низкой фракцией выброса  
(≤ 40 %), и прогностически также не благоприятно 
[15]. Известно, что низкая ФВ, так же как и величина 
дилатации ЛЖ сердца, рассматриваются как возмож-
ные предикторы ВС, и чем больше диаметр ЛЖ и/или 
ниже его ФВ, тем потенциально выше риск возник-
новения ВС [16, 17]. Так, например, согласно данным 
Маастрихтского регистра (более 180 000 участников) 

остановки кровообращения ВС регистрировались  
у пациентов с ФВ ≥50 % в 1,4 % случаев, с ФВ 31–40 % — 
в 5,1 % случаев, а с ФВ ≤ 30 % — в 7,5 % случаев [18].

Заключение / Conclusion

Таким образом, полученные в настоящей серии 
экспериментов данные позволяют с определённой 
долей уверенности говорить о том, что у животных 
со сформировавшейся АКМП инфаркт миокарда 
протекает более тяжело, чем у интактных животных,  
в частности у них достаточно велик риск формиро-
вания аневризмы левого желудочка сердца и, следо-
вательно, риск развития тяжёлой, прогрессирующей 
сердечной недостаточности с высокой вероятностью 
внезапной сердечной смерти.
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25 марта 2026 г. исполняется 80 лет со дня рожде-
ния выдающегося учёного, профессора Владимира 
Павловича Жердева, стоявшего у истоков развития 
отечественной фармакокинетики. Владимир Павлович 
встречает свой юбилей, продолжая активно рабо-
тать в лаборатории фармакокинетики ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедицинских  
и фармацевтических технологий», которой он отдал 
40 лет жизни, сформировав принципы исследования 
этой части фармакологической науки, сохраняющие 
свою значимость и в меняющихся условиях совре-
менной жизни.

Доктор медицинских наук, профессор, Заслужен-
ный деятель науки РФ Владимир Павлович Жердев 
родился в городе Ямполь Винницкой области. В 1970 г. 
закончил медико-биологический факультет 2-го 
Московского ордена Ленина государственного ме-
дицинского института им. Н.И. Пирогова по специ-
альности «врач-биохимик». В этом же году поступил в 
аспирантуру НИИ фармакологии АМН СССР. В 1975 г. 
защитил диссертацию на соискание учёной степе-
ни кандидата медицинских наук под руководством 
академика АМН СССР Закусова В.В. и кандидата 
медицинских наук Вихляева Ю.И.

В 1985 г. под руководством академика РАМН Валь-
дмана А.В. защитил диссертацию на соискание учёной 
степени доктора медицинских наук и был назначен 
на должность заведующего лабораторией фармако-
кинетики НИИ фармакологии АМН СССР, которую 
занимает до настоящего времени. В 1991 г. ему при-
своено учёное звание профессор по специальности 
«фармакология», а в 2003 г. — Заслуженного деятеля 
науки Российской Федерации.

Научные исследования Жердева В.П. в области 
фармакокинетики и биофармации показывают важ-
ность и необходимость изучения особенностей фар-
макокинетики на этапе создания и продвижения в 
практику привилегированных молекул фармаколо-
гически активных веществ, обладающих различными 
видами активности. 

В исследованиях Жердева В.П. и возглавляемого 
им коллектива сотрудников разработаны методики 
количественного определения оригинальных и воспро-
изведённых препаратов в различных рядах химических 
соединений (производные фенотиазина, 1,4-бензодиа-
зепина, адамантана, бензимидазола, 3-оксипиридина, 
коротких пептидов и др.) в биоматериале. Для вы-
полнения поставленных задач используются совре-
менные аналитические методы (высокоэффективная 
жидкостная хроматография, масс-спектрометрия и 
др.), отличающиеся высокой точностью, чувствитель-
ностью, селективностью и воспроизводимостью. За 
внедрение новых методов и создание лекарственных 
средств Жердев В.П. награждён орденом «Знак По-
чёта», двумя бронзовыми медалями ВДНХ, знаком 
«Отличнику Здравоохранения», медалью «В память 
850-летия Москвы», а также юбилейной медалью  
«300 лет Российской академии наук».

Жердевым В.П. разработана методология прове-
дения доклинических фармакокинетических иссле-
дований новых фармакологически активных молекул. 
Некоторые положения отражены в «Методических 
рекомендациях по доклиническому изучению фарма-
кокинетики лекарственных средств» (Москва, 2013 г.).

Большую роль в исследованиях Жердева В.П.  
и сотрудников занимает изучение биотрансформации 
лекарственных веществ, в особенности на этапе раз-
работки лекарственного препарата. Показана важная 
роль некоторых метаболитов в проявлении фарма-
кологического действия изучаемых соединений. На 
базе некоторых идентифицированных метаболитов 
в настоящее время создаются новые оригинальные 
лекарственные средства.

Научное направление, разрабатываемое под руко-
водством Жердева В.П., несомненно, является пер-
спективным, имеет большое научное и практическое 
значение. На протяжении 55 лет это направление, 
связанное с различными аспектами фармакокинетиче-
ских и биофармацевтических исследований, активно 
поддерживалось директорами НИИ фармакологии — 

Жердев  
Владимир Павлович
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академиками Закусовым В.В., Вальдманом А.В., Се-
редениным С.Б., Дурневым А.Д. В настоящее время 
в ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных 
биомедицинских и фармацевтических технологий», 
являющимся преемником НИИ фармакологии,  
и. о. генерального директора профессор Дорофеев 
В.Л., зная эту проблему, уделяет большое внимание 
этим исследованиям, совершенствованию методов  
и перспектив их развития.

Жердев В.П. ведёт большую научно-организаци-
онную работу. С 1992 по 1998 гг. он был председателем 
направления «Фармакокинетические и биофармацев-
тические принципы совершенствования лекарствен-
ных препаратов» государственной научно-технической 
программы «Создание новых лекарственных средств 
методами химического и биологического синтеза».

Жердев В.П. — член экспертно-квалификацион-
ной комиссии Минздрава РФ по аттестации экспер-
тов на право проведения экспертизы лекарственных 
средств для медицинского применения.

В течение многих лет принимает активное уча-
стие в работе диссертационного совета на базе «НИИ 
фармакологии РАН» и «ФИЦ оригинальных и пер-
спективных биомедицинских и фармацевтических 
технологий».

В 2005 году Жердев В.П. был приглашён в ре-
дакцию журнала «Клиническая фармакокинетика». 
Начало организации журнала было связано с публи-
кациями исключительно по фармакокинетическим 
исследованиям вследствие того, что это научное на-
правление тогда бурно развивалось, а в 2012 г. жур-
нал был переименован уже под новым названием — 
«Фармакокинетика и фармакодинамика». Главным 
редактором журнала стал Жердев В.П. Публикации 

стали охватывать практически весь спектр фармако-
логических исследований и в основном посвящены 
созданию и внедрению новых отечественных ориги-
нальных и перспективных лекарственных средств. 
При этом следует отметить, что статьям, посвящённым 
изучению экспериментальной/клинической фармако-
кинетики, уделялось и уделяется большое внимание, 
так как информация, приведённая в них, может быть 
напрямую использована на практике (в аннотации  
к лекарственным средствам, в терапии и т. д.).

В отличие от европейских стран и США, в РФ от-
сутствуют специализированные журналы, посвящён-
ные фармакокинетике. Журнал «Фармакокинетика 
и фармакодинамика» можно считать «флагманом»  
в этой области на всём «постсоветском пространстве». 
Это явилось одной из причин включения его с мая 
2022 г. в перечень рецензируемых научных изданий, 
в которых должны быть опубликованы основные 
научные результаты диссертаций на соискание учё-
ной степени кандидата наук, на соискание учёной 
степени доктора наук РФ. В 2025 г. журнал вошёл в 
Единый государственный перечень научных изданий —  
«Белый список».

Владимир Павлович Жердев фармаколог высшей 
квалификации, подготовил в качестве научного руко-
водителя и научного консультанта 15 кандидатов наук, 
6 докторов медицинских, биологических и фармацев-
тических наук, автор более 500 научных публикаций 
и 5 монографий. 

Редакция журнала и коллеги-учёные поздравляют 
профессора В.П. Жердева с юбилеем!
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Журнал «Фармакогенетика и фармакогеномика» публикует оригинальные 
статьи о проведённых клинических, клинико-экспериментальных 
и фундаментальных научных работах, обзоры, лекции, описания клинических 
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Журнал «Качественная клиническая практика» публикует материалы 
по планированию и проведению клинических исследований лекарственных 
средств, фармакоэкономике, фармакоэпидемиологии, биомедицинской этике, 
фармаконадзору, которые используются в преподавательской работе 
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технологий персонализированной медицины, включая «омиксные» биомаркеры, 
выбора методов лечения, а также клеточную и генную терапию; улучшения результатов 
лечения отдельных пациентов в реальной клинической практике с учётом целей, 
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Журнал «Реальная клиническая практика: данные и доказательства» ставит 
своей целью предоставить средство для распространения и форум для 
обсуждения информации о том, как лекарственные препараты действуют 
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