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ТРАНСГЕНОЗ  И ГУМАНИЗИРОВАННЫЕ ЖИВОТНЫЕ |  
TRANGENOSIS AND HUMANIZED ANIMALS

https://doi.org/10.33647/2074-5982-20-2-8-20

ДОКАЗАТЕЛЬСТВА ТРАНСГЕННОСТИ  
И ГУМАНИЗИРОВАННОСТИ У МЫШЕЙ, ПОЛУЧЕННЫХ В НЦБМТ 

ФМБА РОССИИ, МЕТОДОМ СЕКВЕНИРОВАНИЯ ПО СЭНГЕРУ

Н.Н. Каркищенко1, Н.В. Петрова1,*, В.В. Слободенюк1, Е.М. Колоскова2,  
Н.А. Ларюшина1, И.А. Васильева1, Д.В. Петров1, Л.А. Болотских1, М.А. Савина1

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

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

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

В ФГБУН НЦБМТ ФМБА России были созданы несколько гуманизированных трансгенных линий 
мышей-биомоделей, содержащих интегрированный вариабельный человеческий ген главного 
комплекса гистосовместимости (МНС): линия HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-C*07:02. Животные 
получены методом микроинъекций линейного фрагмента генно-инженерной конструкции (ГИК) 
в мужской пронуклеус зигот с последующим переносом потенциально модифицированных 
эмбрионов в репродуктивный тракт псевдобеременным самкам-реципиентам. Созданная ГИК 
кодирует химерную молекулу MHC класса I на поверхности клеток, состоящую из α1-, α2-доменов 
HLA человека и α3-домена комплекса H-2K мыши, стабилизированную β2-микроглобулином 
человека, соединённым глицин-сериновым линкером с α1-доменом HLA [1–5]. Данные биомодели 
могут успешно применяться для решения широкого спектра задач, включая исследования иммунных 
реакций, инфекционных, аутоиммунных и онкологических заболеваний, а также разработки 
и тестирования вакцин и исследования в области фармакобезопасности и иммуногенности.
В данной статье представлены теоретические данные о генетическом полиморфизме исследуемого 
гена в человеческом геноме, а также практические данные о созданных нами трансгенных линиях 
мышей-биомоделей и результаты сравнения аллель-специфичного участка у полученных линий жи-
вотных. Анализ проводился методом секвенирования по Сэнгеру на матрице кДНК.
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Several humanized transgenic lines of biomodel mice containing an integrated variable human gene of the 
main histocompatibility complex (MHC) have been created at the Federal State Budgetary Scientific and 
Scientific Research Institute of the FMBA of Russia. These include HLA-A*02:01, HLA-B*07:02 and 
HLA-C*07:02. The lines were created by microinjection of a linear fragment of a genetically engineered 
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Введение 
Структура, вариабельность  
и встречаемость полиморфного гена HLA

Главный комплекс гистосовместимости 
(МНС) в генотипе кодируется большой 
группой структурно и функционально от-
личных генов, подразделяющихся на три 
класса, два из которых, класс I и класс II, 
относятся к генам HLA, экспрессирующим 
белки клеточной мембраны, играющие 
основную роль в инициации гуморального 
иммунного ответа, особенно в «распозна-
вании» антигена лимфоцитами, которые, 
в свою очередь, не реагируют на антиген, 
если он не образует комплекс с молекулой 
HLA на поверхности, содержащей антиген 
клетки. Гены HLA классов I и II — наибо-
лее полиморфные в геноме человека, наи-
большим полиморфизмом обладают HLA 
классов I (HLA-А — более 450 аллельных 
вариантов, HLA-В — более 780 и HLA-С — 
более 230). Гены класса I (HLА-А, -B и -C) 
кодируют поверхностные белки цитоплаз-
матической мембраны всех ядерных клеток.

Белки HLА класса I состоят из двух поли-
пептидных субъединиц (рис. 1): вариабель-
ной тяжелой цепи, кодируемой в пределах 
локусов МНС (хромосома 6 у человека, 
хромосома 17 у мыши), и неполиморфного 
полипептида, β2-микроглобулина, кодируе-
мого геном, расположенным на хромосоме 
15 человека (на хромосоме 2 у мыши).

Производные от внутриклеточных бел-
ков — пептиды образуются путем протео-
литического расщепления большими мно-
гофункциональными протеолитическими 
ферментами; затем пептиды перемещаются 
на поверхность клетки и прикрепляются 
к молекулам класса I, формируя пептидный 
антиген для цитотоксических Т-клеток. 
Молекулы класса II представляют пепти-
ды, производные от внеклеточных бел-
ков, которые захватываются лизосомами 
и перерабатываются в пептиды, узнавае-
мые Т-клетками. Классические антигены 
«трансплантации» 1 класса (H-2K, Н-2D, 
и Н-2L у мышей; HLA-A, -B, и -C — у че-
ловека) экспрессируются на поверхности 

Рис. 1. Общая схема рецепторики HLA-комплексов полученных нами трансгенных мышей. Распознавание ан-
тигенных пептидов рецепторами CTL у мышей дикого типа (1) и у трансгенных мышей (2). Отличительной 
особенностью является создание химерного белка (2), содержащего гибридную тяжелую цепь МНС класса I, 
соединенную глицин-сериновым линкером (GS) с β2-микроглобулином человека.
Fig. 1. General scheme of the receptors of HLA complexes obtained by the authors in transgenic mice. Recognition 
of antigenic peptides by CTL receptors in wild-type (1) and transgenic mice (2). A distinctive feature is the creation 
of a chimeric protein (2) containing a hybrid heavy chain of MHC class I connected by a glycine-serine linker (GS) with 
human β2-microglobulin.
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всех ядерных клеток как гетеродимеры — 
полиморфный гликопротеин, нековалент-
но связанный с β2-микроглобулином, ко-
дируемым геном, находящимся на другой 
хромосоме. Молекулы МНС презентируют 
экзогенные антигенные пептиды (вклю-
чая вирусные пептиды при их наличии) 
CD8+ цитотоксичным Т-лимфоцитам (CTL) 
и являются их главной целью для клеточ-
ного лизиса при отторжении аллогенных 
или ксеногенных трансплантатов тканей.

Существует три основных типа HLA клас-
са I: HLA-A, HLA-B и HLA-C. Каждый тип 
присутствует в двух аллельных вариантах, 
унаследованных от родителей. Существуют 
десятки вариантов каждого аллеля HLA-I; 
каждый аллель обладает индивидуальной 
способностью распознавать определен-
ные чужеродные белки. Распределение 
аллелей зависит от популяции/страны. 
Индивидуальные комбинации HLA класса 
I существенно влияют на тяжесть множе-
ства инфекционных заболеваний, включая 
малярию [10], туберкулез [12], ВИЧ [9], ви-
русный гепатит и иммунотерапию рака [14].

Несмотря на высокий полиморфизм генов 
HLA, ряд HLA-аллелей стабилен для целых 
популяций и сохраняется в ряду поколений. 
Оценка частот встречаемости HLA гаплоти-
пов необходима для изучения предрасполо-
женности к заболеваниям среди населения, 
оценки вероятности обнаружения подходя-
щего донора, может использоваться для раз-
личных популяционных исследований.

В настоящее время AFND (открытая се-
тевая база данных частот встречаемости 
аллелей (Allele Frequency Net Database — 
AFND, www.allelefrequencies.net)) содержит 
данные более 1600 популяций, полученных 
от более чем 10 млн человек [8]. Первая 
система классификации, которая ввела по-
нятия common (С) — распространенные 
аллели и well-documented (WD) — хорошо 
документированные аллели, объединяемые 
в CWD-аллели (распространенные и хорошо 
документированные), была представлена 

Американским обществом гистосовмести-
мости и иммуногенетики (American Society 
for Histocompatibility and Immunogenetics — 
ASHI). CWD-аллели — редкие. Согласно 
номенклатуре HLA-генов, группу аллелей, 
кодирующих одинаковую аминокислот-
ную последовательность всей молекулы 
HLA, выявляет типирование на уровне 
2-го поля, например HLA-А*01:01 [16].  
HLA-типирование на уровне 3-го поля опре-
деляет группу аллелей, кодирующих одина-
ковую нуклеотидную последовательность 
всех экзонов гена HLA. HLA-A*02:01:02 
отличается от А*02:01:01 синонимичной, 
не приводящей к замене синтезируемого 
белка, нуклеотидной заменой.

Только HLA-типирование на уровне 
4-го поля позволяет определить конкрет-
ный аллель HLA-гена с нуклеотидными 
заменами в кодирующих и некодирующих 
регионах гена HLA [16].

Именно данными аллелями и вариабель-
ны разработанные нами линии трансген-
ных мышей.

Впервые проведенное на уровне 4-го 
поля HLA-типирование у русских доноров-
нижегородцев позволило выявить как схо-
жесть, так и некоторые отличия в частотах 
HLA-аллелей по сравнению с американца-
ми европейского происхождения, которые 
нельзя выявить при рутинном типировании 
на уровне высокого разрешения. Например, 
в обеих популяциях HLA-C*05:01:01:02 
встречается чаще, чем HLA-C*05:01:01:01, 
а HLA-C*07:02:01:03 — чаще, чем 
HLA-C*07:02:01:01 [6].

В базе AFND в настоящее время увеличи-
вается объем данных о взаимосвязи различ-
ных форм гена HLA и побочных реакций 
на действие лекарственных препаратов, де-
монстрирующих разный риск развития им-
муноопосредованных побочных реакций 
на определенные лекарственные препараты, 
что имеет огромное значение для фармако-
генетических исследований и клинической 
практики.
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Генно-инженерные конструкции, 
строение и обоснования выбора 
компонентов

Общая схема генно-инженерной кон-
струкции, разработанной в нашем Центре 
и встраиваемой в геном мышей-биомо-
делей, одинакова для всех линий на всех 
участках, кроме одного аллель-специфиче-
ского HLA-участка, имеющего нативный 
полиморфизм в природе (рис. 2) [2, 4].

Созданные генные конструкции содер-
жат нуклеотидные последовательности, 
кодирующие:

• CBH-промотор;
• структурную часть: кДНК гена β2-ми-

кроглобулина человека, соединенную гли-
цин-сериновым линкером с α1-доменом 
молекулы HLA, α1- и α2-домены молекулы 
HLA класса I и α3-домен молекулы H2K;

• посттрансляционный регуляторный эле-
мент WPRE;

• сигнал полиаденилирования TK PA.
Мыши всех полученных линий име-

ют в своем геноме ДНК последователь-
ность, кодирующую химерный белок. 
Конструкции отличаются друг от друга 
только HLA-последовательностью (540 п.н.).

Нашей задачей являлось сравнение ал-
лель-специфических участков HLA челове-
ка в геномной ДНК тканей мышей получен-
ных гуманизированных линий, определение 

правильной нуклеотидной последователь-
ности ГИК СBH-b2m-(А-02:01, B-07:02, 
C-07:02)-h2k у животных-биомоделей.

Материалы и методы 
Экспериментальные животные

Для проведения исследования использова-
лись самцы новых гуманизированных транс-
генных линий мышей с интегрированным 
рекомбинантным геном СBH-b2m-(А*02:01, 
B*07:02, C*07:02)-h2k поколений F0–F3, 
полученные в ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России. Животные содержались в системе 
индивидуальных вентилируемых клеток 
при световом режиме 12/12 со свободным 
доступом к корму и воде. Для получения F1 
трансгенные особи F0 скрещивались с поло-
возрелыми гибридными животными CBA/
lac × C57Bl/6 (F1), а для получения F2 и сле-
дующих поколений племенные ядра форми-
ровали из трансгенных особей предыдущего 
поколения по технологии инбредного скре-
щивания, подтверждённых методом ПЦР.
Биоматериал для генетического анализа

Для определения нуклеотидной после-
довательности HLA-фрагментов трансгена 
и степени химеризма использовали лей-
коциты цельной крови, а также биоптаты 
внутренних органов 4-месячных живот-
ных трансгенных линий HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02, HLA-C*07:02 — селезенки 
и печени.

Рис. 2. Принципиальная схема генных конструкций для микроинъекций. В желтых рамках — регуляторные обла-
сти рекомбинантного гена, в синей рамке — кодирующая химерный белок последовательность, в красной рам-
ке — вариабельная часть генно-инженерной конструкции: высокополиморфный фрагмент кДНК HLA класса I, 
кодирующий антигенпрезентирующие домены α1 и α2.
Fig. 2. Schematic diagram of HLA gene constructs for microinjections. The yellow frame shows the regulatory regions 
of the recombinant gene; the blue frame shows the sequence encoding the chimeric protein; and the red frame shows the 
variable part of the genetically engineered structure: a highly polymorphic fragment of HLA class I cDNA encoding the 
antigen-presenting domains α1 and α2.



13БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 2 | 8–20

Каркищенко Н.Н., Петрова Н.В., В.В. Слободенюк В.В., Колоскова Е.М.,  
Ларюшина Н.А., Васильева И.А., Петров Д.В., Болотских Л.А., Савина М.А. 

«Доказательства трансгенности и гуманизированности у мышей,  
полученных в НЦБМТ ФМБА России, методом секвенирования по Сэнгеру»

Выделение РНК
Получение препаратов РНК проводили 

с использованием набора реагентов РИБО 
сорб («AmpliSens», Россия) согласно ин-
струкции производителя. Готовые раство-
ры РНК хранили при температуре не выше 

-16°С не более 1 мес.
Выделение лимфоцитов

Проводили с использованием набора 
фиколл-урографин (плотностью 1,077 г/мл) 
по инструкции производителя («ДНК-
Технология», Россия).
Обратная транскрипция

Получение кДНК для последующего ана-
лиза методом ПЦР проводили с использо-
ванием комплекта реагентов РЕВЕРТА-L 
(«AmpliSens», Россия) согласно инструк-
ции производителя. Готовый препарат 
кДНК хранился при температуре не выше 

-16°С в течение 1 недели или при темпера-
туре не выше -68°С в течение года.
Подбор праймеров

Для подбора праймеров было использо-
вано программное обеспечение Vector NTI 
(«Thermo Fisher Scientific», США). Синтез 
праймеров осуществлялся ООО «ДНК син-
тез» (Россия).
Классическая ПЦР

Реакцию проводили с использовани-
ем общих для ГИК праймеров (ООО 
«ДНК-синтез», Россия) на амплификато-
ре «Терцик» («ДНК-Технология», Россия). 
Продукт ПЦР использовали в реакции сек-
венирования по Сэнгеру.

С использованием аллель-специфичных 
праймеров проводили ПЦР для идентифи-
кации принадлежности трансгенных мы-
шей соответствующей трансгенной линии.
Секвенирование по Сэнгеру

Процедуру проводили с использовани-
ем прямых и обратных праймеров на сек-
венаторе Genetic Analyser 3500 («Applied 
Biosystems», США). Обработку получен-
ных результатов, сравнение и выравнива-
ние последовательностей проводили с по-
мощью программного обеспечения Vector 

NTI («Thermo Fisher Scientific», США) 
и онлайн-модуля BLAST Align (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi).
Дизайн системы для ПЦР-детекции 
структурных фрагментов генной кон-
струкции СBH-b2m-(А*02:01, B*07:02, 
C*07:02)-h2k у трансгенных мышей мето-
дом определения размеров амплификатов

С помощью ПЦР в реальном времени 
быстро и качественно определяется нали-
чие трансгена в тканях и органах, однако 
данный метод позволяет получить доста-
точно короткие ампликоны (как правило, 
около 200 п.н.) и не позволяет определять 
достаточно протяжённые участки генома. 
Для определения точной первичной после-
довательности ГИК в геноме мышей была 
разработана методика получения амплико-
нов, кодирующих основные функциональ-
ные части трансгена, с применением метода 
классической ПЦР. В табл. 1 представлены 
праймеры, используемые для классической 
ПЦР, а на рис. 5 — схема основных функ-
циональных частей ГИК.

Полученные таким образом ампликоны 
могут быть использованы в дальнейшем 
как для верификации наличия трансгена 
методами электрофоретического фракци-
онирования ДНК и определения разме-
ра ампликонов, так и служат материалом 
для определения точной нуклеотидной по-
следовательности методом секвенирования 
по Сэнгеру.

Результаты и их обсуждение 
Подтверждение соответствия 
трансгена HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 заявленной ГИК методом 
секвенирования по Сэнгеру

Секвенирование является одним из клю-
чевых методов в арсенале молекулярной 
биологии, который позволяет точно уста-
новить первичную последовательность 
нуклеотидов в цепочке ДНК. Полученные 
при этом первичные данные с помощью 
специальных программ и анализа методами 
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биоинформатики могут быть использова-
ны для картирования ДНК, поиска после-
довательностей и других целей. В нашем 
случае использование данного метода по-
зволяет подтвердить правильность нук-
леотидной последовательности трансгена 
HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-C*07:02, 
её соответствие заявленной ГИК и соот-
ветствующему гену человека. При сравни-
вании нуклеотидных последовательностей, 
кодирующих антигенпрезентирующие до-
мены α1 и α2 HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02, нами были подобраны обрат-
ные праймеры, соответствующие высоко-
полиморфным фрагментам (рис. 3).

В качестве матрицы для секвенирования 
использовали кДНК, полученную из выде-
ленного препарата мРНК образцов ткани 

внутренних органов и лимфоцитов кро-
ви мышей, несущих гены HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02, HLA-C*07:02. Выбор кДНК 
обоснован тем, что данной процедурой 
мы подтверждаем не просто наличие гена 
в геноме животного, но и активную ГИК 
в клетках, т.е. транскрипционную актив-
ность трансгена, что может косвенно свиде-
тельствовать о функциональной активности 
конечного продукта — гибридной молеку-
лы MHC класса I на поверхности клеток.

Применение пар праймеров hb2mF1/
A02-R1 (B07-R1, С07-R1) (табл. 1), где 
прямой праймер является общим для всех 
генных конструкций, а обратный — аллель-
специфичным (рис. 2), позволяет однознач-
но определить принадлежность трансген-
ного животного одной из трех полученных 

Таблица 1. Праймеры для ПЦР-детекции структурных фрагментов генной конструкции СBH-b2m-(А*02:0,1, 
B*07:02, C*07:02)-h2k*
Table 1. Primers for PCR detection of structural fragments of a SVN-b2m-(A*02:01, B*07:02, C*07:02)-h2k* gene design

№ Праймер Последовательность 5’-3’ Соответствие ГИК Размер, п.н.

1
hb2mF1 TCCAGCGTACTCCAAAGATTCAGGT b2m

572
A02-R1 GTCAACTCTGTGGGTCTGACTGTGAGCT HLA-А*02:01**

B07-R1 TTCTCTCGGTAAGTCTGTGTGTTGGTC HLAB*07:02** 571

С07-R1 AGACACTCTGTCGGCTTGAGCTTGTCTC HLAC*07:02** 572

2
b2mF TGCCTGCCGTGTGAACCATGTGACT b2m

780
m4ExR AGCTCCTCCCCATTCAACTGCCA H2Kk

Примечание: * — см. схему детекции, рис. 2; ** — праймеры, высокоспецифичные для HLA-аллеля 
соответствующей линии гуманизированных животных.
Note: * — see the detection scheme, Fig. 2; ** — primers highly specific for the HLA allele of the corresponding line 
of humanized animals.

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей фрагментов HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-
C*07:02, входящих в состав генно-инженерных конструкций. Скриншот окна Vector NTI. В рамках — высокопо-
лиморфные последовательности, которым соответствуют аллель-специфичные обратные праймеры.
Fig. 3. Alignment of nucleotide sequences of HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-C*07:02 fragments, which are part 
of genetically engineered structures. Screenshot of the Vector NTI window. Within the frames – highly polymorphic 
sequences, which correspond to allele-specific reverse primers.
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линий классическим ПЦР и электрофоре-
зом в агарозном геле.

С использованием пары праймеров 
b2mF/mEx4R получали ПЦР-ампликон 
размером 780 п.н., в состав которого вхо-
дили 3’-фрагмент последовательности  
β2-микроглобулина человека, последова-
тельность линкера, HLA-фрагмент пол-
ностью (540 п.н.) и фрагмент H2 мыши 
(4-й экзон). Секвенирование выбран-
ного участка позволяет нам определить 
не только нуклеотидную последователь- 
ность HLA-фрагмента, но и фланкирую-
щие ее элементы генной конструкции.

Сравнение нуклеотидных последователь-
ностей трансгена фрагментов HLA-A*02:01, 
HLA-B*07, HLA-C*07 из разных орга-
нов проводили выравниванием получен-
ных сиквенсов относительно заявленной 
нуклеотидной последовательности ГИК. 
Секвенирование проводили с использова-
нием как прямого (b2mF), так и обратного 
(mEx4R) праймеров, что позволило более 
точно сопоставить и прочесть полученные 
нуклеотидные последовательности.

На рисунках представлены примеры си-
квенсов с прямым праймером нуклеотид-
ных последовательностей ПЦР-ампликонов 
трансгенов HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 геномной ДНК, полученной 
из образцов иммунокомпетентных органов 
и тканей — лимфоцитов крови (рис. 4, 6), 

печени и селезёнки. Сравнение проводи-
ли выравниванием полученных сиквенсов 
относительно нуклеотидных последова-
тельностей генных конструкций, соответ-
ствующих линиям трансгенных животных. 
В работе использовали программу Vector 
NTI, приложение Align.

В геномной кДНК исследуемых тканей 
трансгенных мышей гуманизированных 
линий подтверждено наличие фрагментов, 
соответствующих основным компонентам 
генной конструкции: структурная часть 
гена β2-микроглобулина человека, соеди-
ненная глицин-сериновым линкером с α1- 
и α2-доменами молекулы HLA соответ-
ствующего аллеля. Проведено сравнение 
полученных сиквенсов.

1. Мыши трансгенной гуманизированной 
линии HLA-А*02:01. Результаты проверки 
представлены на рис. 4.

Сравнение полученной последователь-
ности HLA-фрагмента (на рис. 4 выделено 
желтым) с последовательностью фрагмен-
та HLA-А*02:01 генетической конструкции 
СBH-b2m-А0201 -h2k в онлайн-приложе-
нии BLAST показало 100% совпадение 
(рис. 5).

Результат: амплифицированный и про-
чтённый в прямом и обратном направлениях 
фрагмент кДНК содержит полную после-
довательность HLA-А*02:01 генной кон-
струкции, фланкированную соответственно  

Рис. 4. Фрагмент нуклеотидной последовательности секвенированного ампликона геномной ДНК мыши ли-
нии HLA-А*02:01, выделенной из лейкоцитов. Ампликон получен с использованием пары праймеров b2mF/mEx4R 
(табл. 1). Красным шрифтом выделен сайт для связывания аллельспецифичного праймера А02-R1.
Примечание: Hb2mg-Linker-А*02:01-H2, заливка блоков соответствует фрагменту генной конструкции.
Fig. 4. Fragment of the nucleotide sequence of the sequenced amplicon of the mouse genomic DNA of the HLA-A*02:01 
line isolated from leukocytes. The amplicon was obtained using a pair of b2mF/mEx4R primers (Table 1). The site for 
binding the allele-specific primer A02-R1 is highlighted in red font.
Note: Hb2mg-Linker-А*02:01-H2, the color of the blocks corresponds to the fragment of the gene construction.
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конструкции. 100% совпадение с фрагмен- 
том интегрированного трансгена. Аналогич-
ный результат получен при секвенировании 
ДНК, выделенной из селезенки и печени.

2. Мыши трансгенной гуманизированной 
линии HLA-В*07:02 и HLA-C*07:02.

На рис. 6 представлены примеры сиквен-
са с прямым праймером нуклеотидной по-
следовательности трансгена HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02, HLA-C*07:02, полученной 
из образцов иммунокомпетентных орга-
нов и тканей — лимфоцитов крови, печени 
и селезёнки. Сравнение проводили вырав-
ниванием полученных сиквенсов относи-
тельно нуклеотидных последовательностей 
генных конструкций, соответствующих 

линиям трансгенных животных. В работе 
использовали программу Vector NTI, при-
ложение Align.

В геномной ДНК исследуемых тканей 
трансгенных мышей гуманизированных 
линий подтверждено наличие фрагментов, 
соответствующих основным компонентам 
генной конструкции: структурная часть 
гена β2-микроглобулина человека, соеди-
ненная глицин-сериновым линкером с α1- 
и α2-доменами молекулы HLA соответ-
ствующего аллеля. Проведено сравнение 
полученных сиквенсов.

Результат: амплифицированный и про-
чтенный в прямом и обратном направлени-
ях фрагмент кДНК содержит полные после-

Рис. 5. Выравнивание полученной при секвенировании нуклеотидной последовательности (Query) с последова-
тельностью фрагмента HLA-А*02:01 генетической конструкции (Sbjct). Онлайн-приложение BLAST (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Fig. 5. Alignment of the nucleotide sequence (Query) obtained during sequencing with the sequence of the HLA-А*02:01 
fragment of the genetic construct (Sbjct). The online BLAST app (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).



17БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 2 | 8–20

Каркищенко Н.Н., Петрова Н.В., В.В. Слободенюк В.В., Колоскова Е.М.,  
Ларюшина Н.А., Васильева И.А., Петров Д.В., Болотских Л.А., Савина М.А. 

«Доказательства трансгенности и гуманизированности у мышей,  
полученных в НЦБМТ ФМБА России, методом секвенирования по Сэнгеру»

Рис. 6. Выравнивание нуклеотидных последовательностей фрагментов HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02, входящих в состав генно-инженерных конструкций. Скриншоты окна Vector NTI. В рамках – вы-
сокополиморфные последовательности, которым соответствуют аллель-специфичные обратные праймеры, 
прочие аллель-специфичные фрагменты для HLA-B*07:02, HLA-C*07:02 - размыты.
Fig. 6. Alignment of nucleotide sequences of fragments of HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, HLA-C*07:02, which are part 
of genetically engineered structures. Screenshots of the Vector NTI window. Within the framework are highly polymor-
phic sequences, which correspond to allele-specific reverse primers, other allele-specific fragments for HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 are blurred.

довательности HLA-A*02:01, HLA-B*07:02 
и HLA-C*07:02, генных конструкций, флан-
кированных соответственно конструкциям. 
100% совпадение с фрагментами интегри-
рованных трансгенов. Аналогичный ре-
зультат получен при секвенировании ДНК, 
выделенной из селезенки и печени.

Таким образом, полученные животные 
несут полный и транскрипционно актив-
ный трансген, целиком соответствующий 
заявленной генно-инженерной конструк-
ции, и кодирующие α1- и α2-домены соот-
ветствующих аллелей гена HLA человека. 
Сравнение нуклеотидных последовательно-
стей из разных органов расхождений в пер-
вичной структуре трансгена не выявлено.

Заключение
При создании новых линий трансген-

ных животных необходимо знать, каким 
образом будет осуществляться детекция 
трансгена в геноме организма и контроль 
качества новой линии. При использовании 

генно-инженерных конструкций с меха-
низмом случайного встраивания трансгена 
его интеграция в состав ДНК осуществля-
ется, как правило, в транскрипционно ак-
тивные участки генома, что может внести 
изменения в функциональную активность 
данного региона [11] вплоть до нарушения 
работы собственных генов организма [13] 
или активации онкогенов [7]. ДНК региона 
встраивания также может негативно влиять 
на работу трансгена, приводя к неконтроли-
руемой экспрессии трансгена или, наобо-
рот, его «замалчиванию» [15]. Постоянный 
генетический анализ поголовья животных 
необходим не только для контроля нали-
чия гена интереса, но и для качественного 
отбора для размножения особей, которые 
максимально соответствуют задачам ис-
следования. В качестве критериев могут 
выступать: плодовитость и репродуктив-
ный потенциал, сила экспрессии трансгена, 
отсутствие физиологических и поведенче-
ских побочных эффектов, наличие мутаций  
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и генетических перестроек. Контроль 
генетической чистоты и отбор наибо-
лее перспективных особей и сублиний 
для размножения лежат в основе эффек-
тивной селекционно-генетической работы 
с новыми линиями мышей HLA-A*02:01, 
HLA-В*07:02, HLA-C*07:02.

При выведении мышей новых трансген-
ных линий, кроме верификации живот-
ных по целевым участкам ГИК (наличие  
β2-микроглобулина человека и аллель-спе-
цифического участка HLA), мы проводим 
контроль на наличие других функциональ-
но значимых фрагментов:

• CBH-промотор;
• посттрансляционный регуляторный эле-

мент WPRE;
• сигнал полиаденилирования TK PA;
• Н2K.
Нами разработаны методики верифика-

ции трансгена у животных новых гумани-
зированных трансгенных линий мышей-
биомоделей HLA-A*02:01, HLA-В*07:02, 
HLA-C*07:02 методом ПЦР в реальном 
времени с применением флуоресцентных 
зондов. Это позволяет быстро и качествен-
но идентифицировать трансгенных живот-
ных, а полученные результаты косвенно 
указывают на перспективность размноже-
ния животных отдельных сублиний на ос-
новании оценки уровня экспрессии целе-
вого трансгена. Выбор метода обоснован 

его точностью, наглядностью получаемых 
результатов и высокой специфичностью 
используемых праймеров и зондов при де-
текции модификаций генома.

Метод позволяет за достаточно короткий 
срок провести скрининг большого количе-
ства животных для их использования в се-
лекционно-генетической работе или иных 
исследовательских целях.

На основании полученных результатов 
можно сделать заключение, что выполнен-
ная нами работа позволила получить доказа-
тельства наличия структурной части гена 
β2-микроглобулина человека, соединенной 
глицин-сериновым линкером с α1-доменом 
молекулы HLA соответствующего аллеля, 
на уровне мРНК молекулярно-генетиче-
ским методом секвенирования по Сэнгеру.

Центральная догма молекулярной био-
логии, сформулированная Ф. Криком 
в 1958 году, а именно передача генетиче-
ской информации происходит последова-
тельно от ДНК к РНК, затем к белку, — яв-
ляется универсальным процессом для всех 
без исключения клеточных организмов 
и лежит в основе биосинтеза макромолекул, 
что мы показали в этой работе и продолжи-
ли доказательства наличия трансгенного 
белка у мышей-биомоделей иммунологиче-
скими методами, которые будут представ-
лены в следующей статье данного выпуска 
журнала «Биомедицина».
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ПОЛУЧЕНИЕ ДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫХ РЕКОМБИНАНТНЫХ 
БЕЛКОВ β2-МИКРОГЛОБУЛИНА ЧЕЛОВЕКА  

И β2-МИКРОГЛОБУЛИНА МЫШИ ДЛЯ ЕГО ДЕТЕКТИРОВАНИЯ  
В ХИМЕРНЫХ МОЛЕКУЛАХ HLA I КЛАССА

В.Н. Каркищенко1, В.А. Езерский2,*, Е.М. Колоскова2, М.C. Нестеров1
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Трансгенные гуманизированные животные всё более востребованы для биомедицинских исследо-
ваний, фармакологических испытаний. Создается всё больше линий трансгенных животных, в т.ч. 
и с нокаутом собственных генов. Остро необходима доказательная база интеграции трансгена, его 
экспрессии, определение состояния нокаута собственного гена на молекулярно-генетическом уров-
не, детекция трансляции целевого белка в разных органах и тканях, доказательство отсутствия син-
теза белка (или его нефункциональность), ген которого был модифицирован. Для этого требуются 
высокоспецифичные реагенты — в частности, белки и антитела к ним, в подавляющем большинстве 
своём представленные иностранными производителями. Была поставлена задача идентификации 
β2-микроглобулина мыши и человека в белковых фракциях органов и тканей трансгенных и но-
каутных мышей нескольких HLA-линий, созданных в последние годы в НЦБМТ ФМБА России. 
На первом этапе наших исследований были получены штаммы-продуценты E. coli рекомбинантных 
β2-микроглобулина мыши mβ2mg и β2-микроглобулина hβ2mg человека. Нуклеотидные последо-
вательности генов были адаптированы для синтеза в бактериальной системе, рекомбинантные бел-
ки, mβ2mg и hβ2mg очищены и наработаны в количествах, необходимых для получения аффинных 
сорбентов и иммунизации животных. 

Ключевые слова: штамм-продуцент, рекомбинантный белок, β2-микроглобулин мыши и β2-ми-
кроглобулин человека
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Transgenic humanized animals are increasingly in demand for biomedical research and pharmacological 
testing. More and more lines of transgenic animals are being created, including those with knockout of their 
own genes. There is an urgent need for an evidence base for the integration of a transgene, its expression, 
determination of the knockout state of its own gene at the molecular genetic level, detection of transla-
tion of the target protein in different organs and tissues, proof for the absence of protein synthesis (or its 
non-functionality), the gene of which has been modified. This requires highly specific reagents, proteins 
and antibodies to them in particular, the vast majority of which are presented by foreign manufacturers. 
The task was set to identify mouse and human β2-microglobulin in protein fractions of organs and tissues 
of transgenic and knockout mice of several HLA lines created in recent years at the Scientific Center 
of  Biomedical Technologies, Russia. At the first stage of our research, recombinant E. coli producing 
strains were obtained.
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Введение
Получение трансгенных (ТГ) гуманизи-

рованных животных с интегрированными 
генами человека, экспрессирующими че-
ловеческие белки, стало неотъемлемой ча-
стью биомедицинских исследований, фар-
макологических испытаний во всем мире 
[4–6, 13]. Это направление научных иссле-
дований в последние годы активно развива-

ется и в России: создается всё больше линий 
трансгенных животных, в т.ч. и с нокаутом 
собственных генов [7, 8, 11]. В связи с этим 
становится остро необходимой доказатель-
ная база не только интеграции трансгена, 
его экспрессии, определение состояния 
нокаута собственного гена на молекулярно-
генетическом уровне, но и детекция транс-
ляции целевого белка в разных органах 
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и тканях, доказательство отсутствия синте-
за белка (или его нефункциональность), ген 
которого был модифицирован. 

В последние годы в НЦБМТ ФМБА 
России были созданы несколько линий 
трансгенных мышей с геном HLA I класса 
в той или иной форме: «нативной», «гибрид-
ной» (согласно определениям, принятым 
в классической работе Боренштейна [10]), 
«химерной» [3, 8]. Первые линии наших 
трансгенных HLA-мышей были получены 
с использованием простых генетических 
конструкций: «нативная» генетическая 
конструкция (ГК) представляла собой не-
посредственно ген HLA I класса — с собст-
венными фланкирующими последователь-
ностями, со всеми экзонами и интронами; 
в «гибридной» ГК 3’-половина гена (коди-
рующая α3-домен, трансмембранную и ци-
топлазматическую части белка HLA) была 
заменена соответствующей частью гена Н2 
мыши (данные не опубликованы). В стабили-
зации кодируемого интегрированным транс-
геном белка у этих линий мышей участвует 
эндогенный β2-микроглобулин. К настоящему 
времени нами получены ТГ мыши, позицио-
нирующие на клеточных мембранах сложные 
«химерные» белки: к α1-домену цепи «ги-
бридного» белка гибким линкером «пришит» 
β2-микроглобулин человека, обеспечиваю-
щий дополнительную «человечность» анти-
генпрезентирующим иммунным механизмам. 
В виварии НЦБМТ ФМБА России успеш-
но поддерживается линия HLA-A*02:01 
[3, 7, 8], с использованием новой ГК 
HLA-С*07:02 [2] получена новая ТГ линия. 
У мышей новых линий необходимость при-
сутствия собственного β2-микроглобулина 
мыши (mβ2mg) в комплексе с тяжелой хи-
мерной цепью обесценилась: место надёж-
но занято β2-микроглобулином человека 
(hβ2mg). Следующий логический шаг в со-
здании HLA трансгенных мышей — обес-
печить отсутствие эндогенного mβ2mg — 
нами сделан: получены линии, обладающие 
вторым признаком — нокаутом гена mβ2mg 

(материалы готовятся к печати). Поскольку  
β2-микроглобулину принадлежит очень 
важная роль в стабилизации антигенпре-
зентирующего комплекса на поверхности 
клеток, детекция присутствия hβ2mg (в со-
ставе химерной молекулы), отсутствия син-
теза эндогенного mβ2mg для нокаутных 
по этому белку мышей является важным 
этапом верификации созданных и создава-
емых линий. 

Практически все высокочувствитель-
ные и точные методы обнаружения белков 
не обходятся без использования антител 
к ним. Разработано огромное количество 
тест-систем для обнаружения практически 
любого белка. Главной проблемой являет-
ся то, что их подавляющее большинство — 
иностранного производства за соответст-
венно высокую цену. Например, стоимость 
ИФА-набора (планшет на 96 лунок) для оп-
ределения β2mg мыши производства Cloud-
Clone Corp. (США) составляет более 
80000 руб., аналогичный набор для опреде-
ления b2mg человека стоит около 60000 руб. 
(информация сайта https://белкиантитела.
рф/product/SEA260Hu/ на апрель 2024 г.). 
В этих наборах используются рекомбинант-
ные видоспецифичные β2mg и поликло-
нальные антитела к ним. Стоимость: 1 мг 
hβ2mg — 200000 руб., а поликлональных 
кроличьих антител к нему — 60000 руб.

Развитие отечественной науки невоз-
можно без создания и развития собствен-
ного парка производства реактивов и суб-
станций для научных и прикладных задач. 
Разработка рекомбинантных белков (РБ), 
в т.ч. и с целью получения антител к ним, 

— одно из направлений комплексного реше-
ния научных задач с использованием таких 
высокочувствительных методов, как вес-
терн-блот, иммуногистохимия, иммуноци-
тохимия, иммунопреципитация.

Для идентификации mβ2mg и hβ2mg 
в белковых фракциях органов и тканей 
трансгенных и нокаутных мышей были по-
ставлены следующие задачи: 
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1. Разработать рекомбинантные плазми-
ды для экспрессии mβ2mg и hβ2mg в бакте-
риальном штамме-продуценте. 

2. Получить штаммы-продуценты, подо-
брать условия их культивирования и по-
лученных штаммов. Проверить эффектив-
ность индукции синтеза рекомбинантных 
белков mβ2mg и hβ2mg.

3. Подобрать условия очистки и нарабо-
тать mβ2mg и hβ2mg в количествах, необхо-
димых для иммунизации животных. 

Материалы и методы
Плазмида. Синтезированные нуклеотид-

ные последовательности mβ2mg и hβ2mg, 
оптимизированные по коду для экспрес-
сии в бактериальных системах (табл. 1), 
были клонированы в плазмиду-вектор pET-
28а(+) (ООО «Евроген», Россия).

Штамм E. coli BL21 DE3, генотип: fhuA2 
[lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] ∆hsdS λ DE3 = λ 
sBamHIo ∆EcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 
gene1) i21 ∆nin5 (New England Biolabs).

Трансформация. Полученными плаз-
мидами pET-28a(+)/hβ2mg и pET-28a(+)/
mβ2mg  трансформировали компетентные 
клетки E. coli BL21 (DE3) по методике про-
изводителя (New England Biolabs), клетки 
выращивали на среде LB с агаром (1,5%) 
и канамицином (60 мкг/мл) при 37°C.

ПЦР. Выросшие клоны проверя-
ли на наличие плазмид методом ПЦР 
с использованием пар праймеров pET28-f/
Humb2-r и pET28-f/Musb2-r, где pET28-f 
(5’-CCCGCGAAATTAATACGAC-3') — прай-
мер, специфичный к плазмидному век-
тору, Humb2-r (5’-GACTCAAGGTGAC 
ATGGTTG-3') и Musb2-r (5’-CAGCCATG 
CTCGCATGTTTC-3') — праймеры, специ-
фичные к вставке (нуклеотидная последо-
вательность РБ).

Культивирование штаммов-продуцентов. 
Проверенные ПЦР колонии переносили 
в 5 мл жидкой среды LB (триптон, 10 г/л; 
экстракт дрожжей, 5 г/л; NaCl, 10 г/л) c 
канамицином (60 мкг/мл), инкубировали 

в течение ночи при 37°C. По 1 мл ночной 
культуры вносили в 100 мл LB с антиби-
отиком, колбы помещали в термошейкер, 
выращивали в течение нескольких часов. 
При достижении суспензией оптической 
плотности (ОП) 0,1–0,6 о.е. (λ595) инду-
цировали экспрессию РБ добавлением 
0,25 М спиртового раствора изопропил-β-
D-тиогалактопиранозида (ИПТГ) до 1 мМ. 
Культивировали еще в течение нескольких 
часов. После окончания инкубации клетки 
осаждали центрифугированием, промыва-
ли р-ром ФБС, центрифугировали повторно 
и осадок замораживали до использования.

Очистка РБ. Суспензию центрифуги-
ровали. Осадок отбирали для проведения 
ПААГ электрофореза. Клетки ресуспен-
дировали в лизирующем буфере (50 mM 
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM имидазол, 
рН=8,0), охлаждали на льду, вносили ли-
зоцим до 1 мг/мл, инкубировали на льду 
30 мин, суспензию обрабатывали уль-
тразвуком, после чего центрифугировали 
при 10000 g, 10°С, 35 мин. Для электрофо-
реза полиакриламидным гелем (ПААГ) от-
бирали пробу надосадочной жидкости. 

Осадок ресуспендировали в буфере С-20 
(20 мМ Трис-HCl, 0,5 М NaCl, 8 М моче-
вина, 20 мМ имидазол, 5 мМ 2-меркаптоэ-
танол, рН=7,9), обрабатывали ультразву-
ком. Центрифугировали при 10000 g, 10°С, 
35 мин. В колонку с Ni-сефарозой, уравно-
вешенную буфером С-20, вносили осветлен-
ный лизат. Носитель со связанным белком 
промывали тем же буфером до выхода оп-
тической плотности (ОП) на плато (280 нм). 
Связанный с носителем РБ снимали буфером 
С возрастающим содержанием имидазола 
50, 200 и 500 мМ, собирали фракции с раз-
личной ОП до ее минимальных значений. 
На каждом этапе отбирали пробы для оцен-
ки качества РБ ПААГ электрофорезом.

Электрофорез (ЭФ) ПЦР-ампликонов 
осуществлялся в 0,8% агарозном геле 
в ТВЕ (Трис-боратный ЭДТА, 0,5х) буфе-
ре. Полосы ДНК визуализовали с помощью 



25БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 2 | 21–31

Каркищенко В.Н., Езерский В.А., Колоскова Е.М., Нестеров М.C.  
«Получение дифференцированных рекомбинантных белков β2-микроглобулина человека  
и β2-микроглобулина мыши для его детектирования в химерных молекулах HLA I класса»

интеркалирующего красителя (бромистого 
этидия) в трансиллюминаторе при ультра-
фиолетовом свете (УФ).

Для проведения белкового ЭФ образ-
цы нормализовали по содержанию белка. 
В зависимости от ОП меньший или боль-
ший объём пробы смешивали в соотноше-
нии 1:1 с 2х буфером для образцов (БО) 
(4% додецилсульфата натрия (SDS), 10% 
2-меркаптоэтанол, 20% глицерин, 0,125 М 
Трис-HCl, рН=6,8, бромфеноловый синий 
0,1%). Прогревали при 95°С. В лунку кон-
центрирующего геля наносили по 15 мкл 
подготовленного образца. ЭФ проводи-
ли в ПААГ-SDS (12,5% — разделяющий 
и 4% — концентрирующий гель). Гель 
окрашивали (0,125% кумасси R250; уксус-
ная кислота 10%; метанол 50%), последо-
вательно отмывали (50% метанол, 10% ук-
сусная кислота и 5% метанол, 7% уксусная 
кислота) (табл. 3, рис. 2). В качестве мар-
керов длин ДНК использовалась GeneRuler 
1 kb DNA Ladder (“Invitrogen”, США), 
для оценки размера рекомбинантных бел-
ков использовали маркеры молекулярной 
массы Precision Plus Protein Unstained,  
10–250 кДа (“Bio-Rad”, США).

Результаты и их обсуждение
Были получены плазмиды pET-28/

mβ2mg и pET-28/hβ2mg для экспрессии 
РБ mβ2mg и hβ2mg в бактериальных куль-
турах. Из кДНК эукариотических генов 
не всегда можно получить ГК, хорошо экс-
прессирующую в E. сoli, что обусловлено 
различной частотой встречаемости тРНК 
для различных кодирующих триплетов 
у эукарит и прокариот. Поэтому для экс-
прессии эукариотических генов в прокари-
тах создают искусственный ген, в котором 
аминокислотная последовательность эу-
каритического белка (например, β2mg) бу-
дет кодироваться триплетами, предпочти-
тельными для экспрессии в E. сoli. Анализ 
синтетической последовательности кодо-
нов РБ mβ2mg и hβ2mg в Е. coli был выве-

Рис. 1. Плазмида pET-28a (+)/hb2mg для экспрессии 
рекомбинантного hβ2mg в клетках E. coli. Структура 
плазмиды pET-28a (+)/mb2mg для экспрессии рекомби-
нантного mβ2mg идентична.
Fig. 1. pET-28a (+)/hb2mg plasmid for the expression 
of recombinant hβ2mg in E. coli cells. The structure 
of the pET-28a (+)/mb2mg plasmid for the expression 
of recombinant mβ2mg is identical.

рен в программе Rare Codon Caltor (http://
people.mbi.ucla.edu/sumchan/caltor.html).

Описание нуклеотидных последователь-
ностей и кодируемых ими РБ приведено 
в табл. 1. Схема плазмиды pET-28a(+)-
hb2mg представлена на рис. 1.

Потенциальные физико-химические 
свойства РБ были вычислены с использо-
ванием программы PROTPARAM (https://
www.protparam.net/index.html) (табл. 2).

Алифатический индекс белка связан 
с количеством и качеством гидрофоб-
ных аминокислотных (АК) остатков: чем 
он больше, тем выше термостабильность 
глобулярных белков. Значение GRAVY 
связано с гидрофобностью: положительная 
величина свидетельствует о более высокой 
гидрофобности [1].

Как следует из табл. 2, рекомбинантные 
mβ2mg и hβ2mg имеют некоторую разницу 
в физико-химических свойствах, обуслов-
ленную межвидовыми различиями АК 
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последовательностей β2-микроглобулина. 
Сравнение АК последовательностей (рис. 2) 
показывает довольно существенную разни-
цу в АК составе (32% отличия), при этом 
имеются участки с очень высокой степе-
нью несовпадения (например, фрагмент 
на С-конце молекулы). Это даёт нам весо-
мые основания полагать, что спектры по-
ликлональных антител, вырабатываемых 

на mβ2mg и hβ2mg, как антигены при им-
мунизации животных будут иметь отличия 
благодаря несовпадающим эпитопам: в ре-
зультате технологических манипуляций по-
является возможность получения видоспе-
цифических антител к β2mg.

Для наработки РБ в качестве штамма-
продуцента использовали E.  coli BL21 
(DE3). Штаммы E.  coli линии B (BL21 

Таблица 1. Нуклеотидные и аминокислотные последовательности рекомбинантных β2-микроглобулинов мыши 
и человека 
Table 1. Nucleotide and amino acid sequences of recombinant mouse and human β2-microglobulins

Параметр pET-28/hβ2mg pET-28/mβ2mg

Клонированная 
в pET-28а(+)  
синтетическая 
оптимизирован-
ная нуклеотидная 
последователь-
ность

CATATGTCACGCAGTGTTGCACTTGCT 
GTGCTTGCGTTGTTGAGCTTGAGTGGCT 
TAGAAGCGATTCAACGCACTCCGAAGAT 
TCAGGTGTACAGCCGTCATCCTGCTGAGAAT 
GGCAAGAGCAACTTTCTGAACTGCTACGTA 
AGTGGCTTTCATCCGTCTGACATTGAAGT 
GGATCTTCTGAAAAATGGTGAACGCATT 
GAGAAAGTGGAACATAGTGATCTGAGCTTCTC 
CAAAGACTGGAGCTTCTATCTcTTGTACTA 
CACTGAGTTCACACCGACTGAGAAAGATGAG 
TATGCGTGTCGTGTcAACCATGTCACCTTGAGT 
CAACCGAAGATTGTGAAGTGGGATCGTGACAT 
GCATCACCACCATCATCACTAACTCGAG

CATATGGCACGCTCTGTGACCTTGGT 
GTTTCTTGTGTTAGTCAGTCTGACTG 
GCTTGTATGCGATTCAGAAGACTCCT 
CAGATTCAGGTGTACAGTCGT 
CATCCTCCTGAGAATGGCAAAC 
CGAACATTCTGAACTGCTACGTAACT 
CAGTTTCATCCTCCTCACATTGAGAT 
TCAGATGCTGAAGAATGGCAAGAAGA 
TTCCGAAAGTGGAGATGAGTGACAT 
GTCCTTCAGCAAAGACTGGAGCTTC 
TACATTCTTGCTCATACAGAGTTCACTC 
CGACTGAGACCGATACCTATGCGTGTC 
GTGTGAAACATGCGAGCATGGCTGAAC 
CGAAGACCGTGTACTGGGATCGTGACAT 
GCATCACCACCATCATCACTAACTCGAG

Аминокислотная  
последователь-
ность рекомби-
нантного белка

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSRSVALAV 
LALLSLSGLEAIQRTPKIQVYSRHPAENGKSN 
FLNCYVSGFHPSDIEVDLLKNGERIEKVEHS 
DLSFSKDWSFYLLYYTEFTPTEKDEYACRVN 
HVTLSQPKIVKWDRDMHHHHHH

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMARSVTLV 
FLVLVSLTGLYAIQKTPQIQVYSRHP 
PENGKPNILNCYVTQFHPPHIEIQMLK 
NGKKIPKVEMSDMSFSKDWSFYILA 
HTEFTPTETDTYACRVKHASMAEPKTVY 
WDRDMHHHHHH

Соответствие по-
следовательности  
белка β2mg базе 
NCBI

NP_004039.1 NP_033865.2

Примечание: курсивом в нуклеотидной последовательности выделены сайты рестрикции  NdeI и XhoI для 
клонирования в плазмиду-вектор pET-28а(+); красным — триплет стоп-кодона; жёлтым выделены последова-
тельности, соответствующие β2-микроглобулину; голубым — теги гексагистидина; зелёным — тромбиновый 
сайт. 
Note: the restriction sites NdeI and XhoI for cloning into the plasmid vector pET-28a(+) are highlighted in italics in the 
nucleotide sequence; the stop codon triplet is highlighted in red; the sequences corresponding to β2 microglobulin are 
highlighted in yellow; hexahistidine tags are highlighted in blue; the thrombin site is highlighted in green.

Таблица 2. Физико-химические свойства РБ mβ2mg и hβ2mg
Table 2. Physico-chemical properties of mß2mg and hß2mg recombinant proteins

Параметр Hβ2M REC Mβ2M REC

Аа 145 145

MW 16700.6895 16765.1035

pI 7.06 (7.14) 8.92(8.98)

aliphatic index 75.24 67.17

GRAVY -0.606 -0.550

Extinction Coefficient 19940 19940

1mg/ml (59.878 uM) solution A280 nm 1.20 1.20
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Рис. 2. Сравнение АК последовательностей mβ2mg (sbjct) и hβ2mg (query).  Идентичность — 68%. Точки со-
ответствуют совпадениям, красные буквы — отличия. Сравнения последовательностей выполнены в онлайн-
приложении BLAST для нуклеиновых кислот и белков (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Fig. 2. Comparison of amino acid sequences of mouse β2-microglobulin (sbjct) and human β2-microglobulin (query). 
Identity — 68%. The dots correspond to the matches; the red letters are the differences. Sequence comparisons were 
performed in the BLAST online application for nucleic acids and proteins (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

и др.) не обладают жгутиками, хорошо рас-
тут и дают больший выход биомассы кле-
ток. Клетки этой линии лучше усваивают 
глюкозу из среды, при культивировании 
образуют меньше уксусной кислоты даже 
при высокой концентрации глюкозы в сре-
де. Больший выход РБ также обусловлен 
меньшей деградацией экспрессируемых 
белков во время выделения и очистки из-
за меньшего содержания в бактериях про-
теолитических ферментов (lon и ompT). 
E. coli BL21 (DE3) имеет интегрированный 
в хромосому лизоген DE3, λ-профаг, со-
держащий ген РНК-полимеразы фага Т7, 
обладающей высокой скоростью транс-
крипции, под контролем промотора lacUV5. 
Экспрессирующие векторы серии рЕТ со-
держат Т7-промотор, ниже которого нахо-
дится нуклеотидная последовательность 
белка. Транскрипция с промотора lac UV5 
активируется IPTG (изопропил β-D-1 тио-
галактопиранозидом [14, 15].

При работе с несколькими штаммами-
продуцентами гомологичных белков воз-
никает необходимость верификации про-
дуцентов. Использование в составе пар 
праймеров при проведении ПЦР-анализа 
видоспецифического «белкового» прай-
мера и праймера, специфичного к плаз-
мидному вектору (пары pET28-f/Humb2-r 
и pET28-f/Musb2-r), позволяет надежно 
идентифицировать штамм-продуцент: в на-
шем случае ампликоны размером 482 п.н. 

для каждой пары праймеров визуализиру-
ются в агарозном геле.

Одна из проблем получения рекомби-
нантных белков в клетках E. сoli при ин-
тенсивном синтезе — образование нера-
створимых телец включения, состоящих 
из агрегатов РБ и примеси бактериальных 
белков [9]. С другой стороны, при выде-
лении РБ из телец включения в жестких 
денатурирующих условиях, например 
с использованием буферов с высоким 
содержанием мочевины (до 8 М), бе-
лок остается пригодным для иммуниза-
ции и получения антител [14]. Напротив, 
для использования РБ в качестве акцепто-
ра на сорбенте для аффинной хроматогра-
фии потребуется очистка белка, например 
диализом. Наличие в РБ полигистидино-
вой последовательности (6хHis) позволя-
ет производить очистку белка с помощью  
Ni-сефарозы. Добавление небольшого ко-
личества имидазола, конкурента гистидина 
в связях с никелем, в связывающий и про-
мывочный буферы снижает возможность 
неспецифического взаимодействия посто-
ронних белков с Ni-сорбентом. Для снятия 
белка с сорбента используют буфер с воз-
растающей концентрацией имидазола — 
до 0,5М.

ПААГ ЭФ белковых образцов показал 
отсутствие синтеза РБ в неиндуцирован-
ной ИПТГ культуре и интенсивную нара-
ботку белка после индукции: в белковом 
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Таблица 3. Образцы для ПААГ электрофореза
Table 3. Samples for PAAG electrophoresis

Дорожка Образец Дорожка Образец

              Рекомбинантный mβ2mg              Рекомбинантный  hβ2mg
1 Клон 1 — неиндуцированный 1  Неиндуцированный

2 Клон 1 — после индукции  IPTG 2 Лизат осадка  тотальный, после 

центрифугирования 

3 Клон 2 — не индуцированный 3 Осадок, растворенный в буфере 

для нанесения на колонку

4 Клон 2 — после индукции IPTG 4

Разные пики и «хвосты» после снятия 

с колонки

5 Пик 1 — основной, связавшийся 

и смытый белок

5

6–8 Фракции 2–4 (хвосты) пика 1 6–8

9 Проскок 9 Проскок

10 Маркер молекулярных масс 10 Маркер молекулярных масс

Рис. 3. Результаты ПААГ-электрофореза. 15% ПААГ-SDS. Оценка индукции экспрессии и очистки рекомби-
нантного mβ2mg (слева). Описание в табл. 3. Стадии наработки и очистки рекомбинантного hβ2mg (справа).
Fig. 3. Results of PAAG electrophoresis. 15% PAAG-SDS. Evaluation of the induction of expression and purification 
of recombinant mß2mg (left). Description is given in Table 3. Stages of development and purification of recombinant 
hß2mg (right).

ассортименте клеточного лизата хорошо 
заметна новая полоса размером около 
16 кДа, соответствующая рассчитанной 
молекулярной массе РБ (табл. 3, рис. 3).

Фракции очищенного РБ собирали, кон-
центрацию белка определяли методом 
Брэдфорд, растворы РБ хранили при +4–8°С 
до дальнейшего использования.

Заключение
Актуальность создания отечественной 

базы реактивов и компонентов для анали-
тических исследований в фундаменталь-
ной и прикладной молекулярной биологии, 
генетике, фармакологии не вызывает сом-
нений. Особенно остро это касается вери-

фикации функциональности всё большего 
разнообразия трансгенных гуманизирован-
ных животных, в т.ч. и с нокаутом собст-
венных генов. С использованием моле-
кулярно-генетических методов анализа 
требуется доказать интеграцию трансгена 
в геном животного, наличие полезных ге-
нетических модификаций целевого гена, 
наличие/отсутствие экспрессии мРНК в ор-
ганах и тканях животного. В большинстве 
случаев даже положительные результаты 
ПЦР-анализа, генетического секвениро-
вания, определение уровня экспрессии 
не являются окончательным вердиктом 
пригодности созданной линии трансгенных 
животных своему предназначению.
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Именно подтверждение синтеза челове-
ческих белков в соответствующих органах 
и тканях трансгенного гуманизированного 
животного, отсутствие целевого белка но-
каутированного гена или, в ряде случаев, 
доказательство потери его функциональ-
ности является обоснованием «профпри-
годности» новой линии. Как правило, для  
такого рода исследований требуются  
методы с приставкой «иммуно»: имму-
ноферментный анализ, иммуноцитохи-
мия, иммуногистология, иммуноблоттинг 
во всех его проявлениях.

Нами были созданы несколько линий 
трансгенных гуманизированных HLA-мы-
шей, функциональность которых требует 
подтверждения наличия β2-микроглобулина 
человека в составе химерного белка (про-
дукта синтеза трансгена  — тяжелая моно-
цепь, состоящая из цитоплазматической, 
трансмембранной части, α3-домена мы-
шиного H2, антигенпрезентирующих α2-  
и α1-доменов белка HLA, и β2-микро-
глобулина человека, гибкой цепью «приши-
того» к α1). Это мыши линии HLA-A*02:01 
[3, 7, 8], подтверждённой уже в несколь-
ких поколениях, мыши новой создавае-
мой линии HLA-С*07:02 [2], ожидающей 
верификации, а также на их основе — ли-
нии с двумя генетическими признаками:  
HLA-трансген и нокаут β2-микроглобулина. 
Как у полученных мышей с одним только 
признаком трансгенности HLA/B2m+/+, 
так и у мышей с двумя признаками  
HLA/B2m-/- наличие/отсутствие β2-микро-

глобулина человека и мыши придётся под-
тверждать не только молекулярно-генети-
ческими, но и специфическими методами 
вариаций иммунного анализа. Анализ ком-
мерческих предложений импортного про-
исхождения убедил нас в необходимости 
и возможности получения собственных ком-
понентов для создания иммунологических 
методов исследования — гомологичных 
рекомбинантных белков и поликлональ-
ных антител к ним. Биоинформационный 
анализ аминокислотных последовательно-
стей mβ2mg и hβ2mg с использованием он-
лайн-приложений позволил предположить 
возможность получения видоспецифичных 
антител, обладающих минимальной пере-
крёстной реакцией при применении проду-
манных методов очистки поликлональных 
антител.

На первом, исходном этапе наших иссле-
дований в новом направлении — использо-
вании собственных возможностей участия 
в создании насущно необходимой и неза-
висимой отечественной базы реагентов 
для тонких биологических, иммунохимиче-
ских, фармакологических исследований — 
были получены штаммы-продуценты 
E. coli рекомбинантных β2-микроглобулина 
мыши и человека. Нуклеотидные после-
довательности генов были адаптированы 
для синтеза в бактериальной системе, ре-
комбинантные белки — mβ2mg и hβ2mg — 
очищены и наработаны в количествах, 
необходимых для получения аффинных 
сорбентов и иммунизации животных.
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β2m hom И HLA У ГУМАНИЗИРОВАННЫХ ТРАНСГЕННЫХ 
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Человеческий лейкоцитарный антиген играет первостепенное значение в формировании иммунно-
го ответа и патогенезе заболеваний различной этиологии, в т.ч. при развитии негативных побоч-
ных эффектов на фармакологические препараты. Современные стандарты фармакобезопасности 
требуют совершенствования существующих тест-систем для проведения качественных доклини-
ческих исследований. В НЦБМТ ФМБА России был разработан и создан ряд гуманизированных 
трансгенных линий мышей, несущих гибридные молекулы HLA I класса на поверхности клеток, 
которые соответствуют аллельным вариантам человека HLA-A*02:01, HLA-B*07:02 и HLA-C*07:02. 
В данной статье представлены экспериментальные данные по количественному определению бел-
ка β2-микроглобулина человека и результаты определения HLA «сэндвич»-методом ИФА у мышей, 
несущих разные аллели генов HLA I класса. Полученные данные подтверждают наличие целевых 
функциональных белков (трансгенность) у гуманизированных трансгенных мышей, что согласуется 
с данными, полученными нами при определении первичной последовательности трансгена методом 
секвенирования по Сэнгеру. Кроме того, в работе рассматривается научно-практическая значимость 
таких биомоделей и область их применения.
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Human leukocyte antigen plays a primary role in the formation of immune response and pathogenesis 
of diseases of various etiologies, including the development of negative side effects induced by pharmaco-
logical agents. Modern pharmacosafety standards require improvement of existing test systems to conduct 
high-quality preclinical studies. A number of humanized transgenic mouse lines with hybrid HLA I class 
molecules on the cell surface, which correspond to the human allelic variants HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
and HLA-C*07:02, were developed at the Scientific Center of Biomedical Technologies of the Federal 
Medical and Biological Agency of Russia. In this article, we present experimental data on quantitative 
determination of β2-microglobulin protein and HLA by the “sandwich” ELISA method in mice with dif-
ferent alleles of  HLA I class genes. The results obtained confirm the presence of target functional proteins 
(transgenicity) in humanized transgenic mice, which is consistent with our previous data obtained when 
determining the primary sequence of the transgene using Sanger sequencing. We also discuss the scientific 
and practical significance of such biomodels, as well as the scope of their application.
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Введение
С момента открытия технологии направ-

ленного редактирования генома исследова-
тели получили мощный инструмент для ре-
шения широкого круга фундаментальных 
и прикладных задач, начиная от исследова-
ний на молекулярно-генетическом уровне 
до создания живых организмов с заданны-
ми свойствами. Манипуляции с геномом 
позволили ученым выйти на новый уровень 
планирования и проведения исследований, 
что способствовало созданию биомоде-
лей, удовлетворяющих условиям каждого 
отдельно взятого эксперимента. Особое 
место заняли т.н. гуманизированные мо-
дели — биомодели со встроенным в ге-
ном организма животного геном человека. 
Исследования, проведённые на гуманизи-
рованных организмах, позволяют получить 

наиболее полное представление об осо-
бенностях нормального строения и работы 
отдельных генов, регуляции их экспрессии 
и сигнальных путях, проследить роль генов 
в филогенезе и онтогенезе, а также пато-
генезе заболеваний и пр. Использование 
гуманизированных биомоделей на сегод-
ня — важный инструмент в арсенале транс-
ляционной медицины, являясь кратчайшим 
и наиболее корректным способом экстра-
поляции результатов научных изысканий 
на человека.

Однако при создании трансгенных би-
омоделей необходима система контроля 
и валидации используемых методов. Мани-
пуляции с генами могут приводить к воз-
никновению многих побочных эффектов, 
в т.ч. таких, как встраивание трансгена 
в транскрипционно неактивную область, 
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утрата функциональных частей исходной 
генно-инженерной конструкции, наруше-
ние транскрипции и сборка нефункцио-
нального продукта. Оценить активность 
трансгена на каждом уровне реализации 
генетической информации (ДНК, мРНК, 
белок) позволяют методы молекулярной 
биологии, биохимии, иммунологии и мно-
гие другие.

В НЦБМТ ФМБА России были созданы 
гуманизированные трансгенные линии мы-
шей, несущих ген главного комплекса ги-
стосовместимости (MHC) человека I клас-
са (HLA I класса) на поверхности клеток. 
Данный комплекс стабилизируется молеку-
лой β2-микроглобулина человека, «сшитого» 
глицин-сериновым линкером с α1-доменом 
HLA. Созданные биомодели демонстри-
руют аллельные варианты HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02 и HLA-C*07:02 человека.

Особую важность для многих иссле-
дований имеет необходимость не только 
качественно оценить наличие трансгена, 
но и количественно измерить генный про-
дукт. Для каждой созданной линии мышей 
с геном HLA (A*02:01, B*07:02, C*07:02) 
в НЦБМТ ФМБА России были разработа-
ны методики детекции целевого трансге-
на с помощью ПЦР в реальном времени, 
которые позволяют быстро произвести 
скрининг поголовья животных. Кроме того, 
методом секвенирования по Сэнгеру было 
показано отсутствие химеризма и полное 
соответствие трансгена заявленной генно-
инженерной конструкции и исходному гену 
человека [2]. Однако отсутствие зависимо-
сти транскрипционной активности региона 
(т.е. количества мРНК) и содержания про-
дуктов генов (в нашем случае, белка HLA 
и β2-микроглобулина человека) не позво-
ляет констатировать наличие искомых бел-
ков, что требует применения эффективных 
и высокочувствительных методов детекции.

Перспективным направлением работы 
в данной области является разработка им-
мунохимических методов, позволяющих 

не только качественно показать наличие бел-
кового продукта, но и количественно оценить 
его содержание в биологических образцах. 
На сегодня таким требованиям наиболее пол-
но отвечает «сэндвич»-вариант иммунофер-
ментного анализа (ИФА). При постановке 
данного метода на твердой фазе — поверхно-
сти лунок полистирольных планшетов — им-
мобилизуют первичные антитела с их после-
дующей блокировкой. Далее в лунки вносят 
исследуемое вещество, содержащее антиген, 
и инкубируют. Образовавшийся на твердой 
фазе комплекс антиген-антитело отмывают 
от несвязавшегося антигена и добавляют ме-
ченные ферментом антитела, специфичные 
к определяемому антигену. Затем вносят суб-
страт и проводят детекцию путем измерения 
оптической плотности окрашенного продук-
та ферментативной реакции. «Сэндвич»-
вариант ИФА позволяет с высокой точностью 
определить наличие целевых молекул в раз-
личных биологических жидкостях и экстрак-
тах из клеток и тканей. Измерение оптической 
плотности в результате реакции позволяет 
произвести расчет количества определяемого 
белка в пробах, поскольку его концентрация 
прямо пропорциональна количеству фермен-
та, присутствующего в лунке. Для выполне-
ния таких расчетов в эксперимент необходи-
мо включать калибровочную кривую, которая 
создается путем сопоставления измеряемой 
оптической плотности (ОП) с известными 
концентрациями целевого белка [13].

Стадия «узнавания» анализируемого сое-
динения специфическим к нему антителом 
происходит в строго количественном со-
отношении, которое зависит от аффинно-
сти, концентрации компонентов и условий 
проведения реакции. Для доказательства 
наличия белков β2m hom и HLA в биома-
териале, полученном от трансгенных мы-
шей, нами были разработаны тест-системы 
для определения этих белков «сэндвич»-
методом ИФА. С применением коммерче-
ского препарата рекомбинантного белка 
β2m hom удалось количественно опреде-
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лить искомый белок в сыворотках крови 
трансгенных мышей по калибровочной 
кривой. Использование в работе коммерче-
ских препаратов моноклональных антител 
к HLA ABC дало возможность достоверно 
идентифицировать эти белки в экстрактах 
селезенки гуманизированных мышей.

Обнаружение искомых белков в биома-
териале, полученном от животных линий, 
несущих гены человека — ген HLA и ген 
β2-микроглобулина человека, является пря-
мым доказательством не только экспрессии 
трансгена и трансляции целевых белков  
(т.е. трансгенности), но и их соответствия 
по антигенным свойствам исходным бел-
кам человека (т.е. гуманизированности).

 
Целью настоящей работы явилось опре-

деление белков HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 в экстрактах селезенки транс-
генных мышей и количественное опреде-
ление белка β2m hom в сыворотках крови 
соответствующих трансгенных линий, по-
лученных в НЦБМТ ФМБА России, с при-
менением «сэндвич»-метода ИФА.

Материалы и методы 
Экспериментальные животные

В работе использовались мыши трёх 
гуманизированных трансгенных линий 
с интегрированными генами HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02 и HLA-C*07:02, представля-
ющих аллели человеческого MHC I класса 
HLA A-, B- и C- соответственно, получен-
ные в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России [1, 3, 
4], а также гибриды F1 CBA/lac × C57BL/6, 
полученные из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России, которые 
являются генетическим фоном для всех 
анализируемых в данной работе трансген-
ных линий (для удобства чтения в тексте 
обозначены как WT или F1). Для получе-
ния F2 и следующих поколений племядра 
формировали из подтверждённых особей 
предыдущего поколения по технологии 
инбредного скрещивания. Животные соот-

ветствовали категории улучшенных кон-
венциональных. Группы формировались 
методом пар-аналогов, по 6 особей в каж-
дой. Сформированные группы содержа-
лись в системе индивидуальных вентили-
руемых клеток при световом режиме 12/12, 
со свободным доступом к пище и воде,  
по 2 мыши в клетке. Условия содержания 
соответствовали стандартным зоотехниче-
ским нормам, применяемым для лабора-
торных мышей.
Биоматериал для анализа
В качестве источника антигенов исполь-
зовали сыворотку крови, а также биоптат 
селезенки экспериментальных животных — 
подтверждённых (по данным ПЦР-РВ) но-
сителей трансгена HLA A-, B-, и C-.
«Сэндвич»-вариант ИФА  
для определения HLA А-, В-, С-

Разработку тест-системы («сэндвич»-
вариант ИФА) для определения HLA А-, 
В-, С- проводили с использованием ком-
мерческих моноклональных антител — 
mAb to HLA Class1 к HLA ABC ab 155381 
(“Abcam”, Китай), а также набора для оп-
ределения MHC методом ИФА (человек) 
(“Cloud-Clone Corp.”, Китай). Конъюгацию 
антител с пероксидазой хрена (“Sigma-
Aldrich”, США) проводили периодатным 
методом [18].
«Сэндвич»-вариант ИФА для 
количественного определения  
β2-микроглобулина человека (β2mg hom)

Тест-систему для количественного оп-
ределения β2m hom разрабатывали с при-
менением поликлональных антител к β2m 
hom, полученных от морских свинок, им-
мунизированных коммерческим препа-
ратом рекомбинантного белка β2m hom 
(“Cloud-Clone Corp.”, Китай) по схеме, 
представленной в работе [28]. Титр анти-
тел к β2m hom в сыворотках крови мор-
ских свинок определяли непрямым мето-
дом ИФА с применением антивидового 
иммунопероксидазного конъюгата Anti-
Guinea Pig+Ph (“Sigma-Aldrich”, США). 
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Получение иммунопероксидазного конъ-
югата осуществлялось периодатным  
методом.
Оптимизация условий постановки ИФА

Определение оптимальных концентра-
ций раствора антител, применяющего-
ся для сенсибилизации полистирольных 
планшетов, а также для оптимального раз-
ведения конъюгатов антител с ферментом  
осуществлялось в каждом конкретном слу-
чае экспериментально методом «шахмат-
ного» титрования. В качестве отрицатель-
ного контроля использовали сыворотку 
крови неиммунных мышей, а также экс-
тракт селезёнки контрольных мышей WT 
(F1). С целью исключения ложноположи-
тельной реакции в ИФА осуществлялась 
экспериментальная подборка разведений 
экстрактов и сывороток крови. Блокировка 
неспецифической реакции осуществлялась 
раствором 0,3% бычьего сывороточно-
го альбумина (БСА) в фосфатно-солевом 
буфере с Твин-20 (PBST) в стандартных 
условиях.
Регистрация результатов анализа ИФА

В качестве субстрата пероксидазы ис-
пользовали р-р тетраметилбензидина (ТМБ, 
ООО «Абисенс», Россия). Оптическую 
плотность окрашенного продукта фермен-
тативной реакции измеряли на планшет-
ном мультимодальном ридере Feyond-A400 
(“Allsheng”, Китай) при длине волны 
450 нм. Полученные значения оптической 
плотности (ОП450) представлены в оптиче-
ских единицах (о.е.). Стандартизацию раз-
работанных иммуноферментных тест-сис-
тем для определения β2m hom и HLA (А-, 
В-, С-) проводили с использованием тестов 
для проверки надежности, точности, специ-
фичности и воспроизводимости, используя 
критерии, принятые для иммунофермент-
ного анализа [17].
Иммунизации трансгенных мышей

В эксперименте участвовали 4 груп-
пы (n=6) мышей в возрасте 2 мес.: 
I (HLA-A*02:01), II (HLA-B*07:02), III 

(HLA-C*07:02) группы — трансгенные 
мыши, IV группа — контроль (WT, гибриды 
F1 CBA/lac × C57BL/6, генетический фон 
для всех анализируемых в данной работе 
трансгенных линий). Животные содержа-
лись в одинаковых условиях по 2 особи 
в каждой клетке. С целью активации им-
мунной системы мыши получали одну под-
кожную инъекцию антигена — коммерче-
ского препарата IgG horse (“Sigma-Aldrich”, 
США) в дозе 25 мкг на мышь. Антиген вво-
дили в физ. р-ре в смеси 1:1 с полным адъ-
ювантом Фрейнда (“Sigma Aldrich”, США). 
Объем инъекции суммарно составил 0,1 мл. 
На 7-й день после иммунизации у всех жи-
вотных производился прижизненный забор 
крови из ретроорбитального сплетения 
в объеме 0,2 мл.
Образцы сыворотки крови

Кровь брали в пробирки с активатором 
свёртывания, затем выдерживали 30 мин 
при комнатной температуре. Сыворотку 
крови для определения β2-микроглобу-
лина человека «сэндвич»-методом ИФА 
у мышей отделяли центрифугированием 
при 3000 об./мин в течение 15 мин, после 
чего супернатанты использовали немедлен-
но: в двукратном разведении вносили в лун-
ки полистирольных планшетов (“Dynatech”, 
Швейцария) для проведения ИФА.
Экстракты ткани селезенки для 
определения HLA А-, В-, С-

Перед анализом ткань селезенки промы-
вали ледяным р-ром PBS для тщательного 
удаления крови. 100–150 мг ткани измель-
чали на стекле лезвием на мелкие кусочки 
и гомогенизировали в стеклянном гомоге-
низаторе с добавлением PBS в соотноше-
нии 1:5. Полученную суспензию подверга-
ли двум циклам замораживания оттаивания 
для дальнейшего разрушения клеточных 
мембран, затем гомогенат центрифуги-
ровали в течение 15 мин при 1500 g (или  
5000 об./мин). Супернатант немедленно 
использовали для анализа или делали али-
квоты для длительного хранения при -80°С.
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Обработка данных
Статистический анализ результатов про-

водили параметрическими и непараметри-
ческими методами с использованием паке-
та программ ANOVA.

Результаты и обсуждение 
Содержание β2m hom в сыворотке крови

Иммунизация морских свинок коммерче-
ским препаратом β2m hom позволила полу-
чить моноспецифическую антисыворотку 
с титром антител 1:200 000 (по данным не-
прямого метода ИФА). На основе поликло-
нальных антител морской свинки к β2m hom 
был получен иммунопероксидазный конъю-
гат для количественного определения β2m 
hom с помощью «сэндвич»-метода ИФА.

В результате подбора условий для про- 
ведения эксперимента была выбрана опти-
мальная концентрация антител для сенси-
билизации полистирольных планшетов —  
2 мкг/мл и оптимальная концентрация ме-
ченных ферментом антител — 2,5 мкг/мл. 
На рис. 1 представлена калибровочная кривая 
для ИФА определения β2m hom в коммерче-

ском препарате β2m hom. Чувствительность 
теста составила 10 нг/мл.

По калибровочной кривой (рис. 1) на осно-
ве полученных данных в результате анализа 
сывороток крови экспериментальных мышей 
была определена концентрация β2m hom 
(средняя для каждой группы). Так, для груп-
пы I (HLA-A*02:01) эта величина составила 
1750 нг/мл, в группах II (HLA-B*07:02) и III 
(HLA-C*07:02) — 1000 и 1500 нг/мл соот-
ветственно. Апосте-риорный тест Сидака 
для множественных сравнений показал ста-
тистически значимое отличие для всех ука-
занных трансгенных линий (p<0,001–0,0001) 
по сравнению с контрольными мышами 
во всем диапазоне разведений сыворотки кро-
ви мышей. Полученные данные явно показы-
вают наличие функционально активного белка  
β2-микроглобулина человека в сыворотке 
крови у анализируемых линий гуманизиро-
ванных трансгенных мышей HLA-A*02:01  
(рис. 2А), HLA-B*07:02 (рис. 2Б) и HLA-C* 
07:02 (рис. 2В), т.е., трансгенность.

Специфичность реакции с полученны-
ми нами антителами к коммерческому 

Рис. 1. Калибровочная кривая для ИФА определения «сэндвич»-методом белка β2m hom в коммерческом препа-
рате β2m hom. Контроль — β2-микроглобулин мыши β2m mus.
Fig. 1. Calibration curve for determination of β2m hom protein using the ELISA sandwich method in a commercial β2m 
hom preparation. Control — mouse β2-microglobulin β2m mus.
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β2m hom доказывает полное соответствие 
трансгена β2m hom по антигенным свойст-
вам исходному гену β2-микроглобулина че-
ловека, т.е. гуманизированность животных 
по гену β2m hom.
Содержание HLA (А-, В-, С-)  
в экстрактах селезёнки

Для определения HLA (А-, В-, С-) был 
получен иммунопероксидазный конъюгат 
на основе моноклональных антител к соот-
ветствующему типу HLA.

На рис. 3 представлены результаты ко-
личественного определения содержания 
белка HLA A- у трансгенных мышей ли-
нии HLA-A*02:01 в сравнении с мышами 
F1 (WT). Из полученных данных следует, 
что ОП450 в опытных образцах существен-
но превышает аналогичные показатели 
в контроле — селезенке мышей дикого типа. 
Так, при разведении экстракта 1:50, ОП450 
у трансгенных мышей линии HLA-A*02:01 
составила 1,10 о.е., в то время как в конт-
роле средние значения ОП450 составили 
0,05 о.е., что соответствует фоновым значе-
ниям для данного метода.

Рис. 2. Определение β2-микроглобулина человека в сыворотке крови «сэндвич»-методом ИФА у мышей линий 
HLA-A*02:01 (А), HLA-B*07:02 (Б) и HLA-C*07:02 (В). Среднее ± стандартное отклонение (n=6). ** — p<0,01, 

**** — p<0,0001 (двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA, апостериорный тест Сидака).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения сыворотки крови.
Fig. 2. Determination of human β2-microglobulin in the blood serum of mice of the HLA-A*02:01 (А), HLA-B*07:02 
(Б), and HLA-C*07:02 (В) lines by the “sandwich” ELISA method. Mean ± standard deviation (n=6). ** — p<0.01, 

**** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Sidak post hoc test).
Note: x-axis shows blood serum dilutions.

Рис. 3. Определение HLA-A в экстрактах селезенки 
трансгенных мышей линии HLA-A*02:01 «сэндвич»-
методом ИФА. Среднее ± стандартное отклонение 
(n=6). **** — p<0,0001 (двухфакторный дисперси-
онный анализ ANOVA, апостериорный тест Сидака).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения 
экстракта селезёнки.
Fig. 3. Determination of HLA-A in spleen extracts of HLA-
A*02:01 transgenic mice by the “sandwich” ELISA 
method. Mean ± standard deviation (n=6).

**** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Sidak post hoc test).
Note: x-axis shows the dilutions of spleen extract.
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Аналогичные данные были получены 
при исследовании образцов селезёнки, по-
лученных от мышей линии HLA-B*07:02: 
при разведении гомогената 1:50 ОП450 
у трансгенных мышей линии HLA-В*07:02 
составила 0,45 о.е., в то время как в контроле 
средние значения ОП450 оставались на уров-
не фона — 0,05 о.е. (рис. 4). Достоверность 
полученных результатов подтверждается 
двухфакторным дисперсионным анализом 
ANOVA с достоверностью p<0,0001.

При исследовании образцов селезёнки, 
полученных от гуманизированных транс-
генных животных линии HLA-С*07:02, 
экспериментальные данные также подтвер-
дили высокое содержание белка HLA-С 
и его отсутствие у особей WT (рис. 5), ОП450 
в опытных образцах существенно превы-
шает аналогичные показатели в контроле: 
при разведении гомогената 1:50 ОП450 

у трансгенных мышей линии HLA-С*07:02 
составила 0,80 о.е. против 0,05 о.е.

Проведённые нами исследования на-
глядно подтверждают наличие линии спе-
цифических белков HLA у мышей новых 
гуманизированных трансгенных линий 
HLA-A*02:01, HLA-B*07:02 и HLA-C*07:02. 
Апостериорный тест Сидака для множе-
ственных сравнений показал статистиче-
ски значимое отличие для всех указанных 
трансгенных линий (p<0,0001) по сравне-
нию с мышами WT во всем диапазоне разве-
дений экстрактов селезенки. Использование 
качественных коммерческих моноклональ-
ных антител к аллелям HLA при разработке 
тест-системы ИФА, а также подбор опти-
мальных условий для постановки реакции 
позволили с высокой степенью надёжности 
и достоверности доказать наличие у экспе-
риментальных животных заявленных ха-

Рис. 4. Определение HLA-B в экстрактах селезенки 
трансгенных мышей линии HLA-B*07:02 «сэндвич»-
методом ИФА. Среднее ± стандартное отклонение 
(n=6). **** — p<0,0001 (двухфакторный дисперси-
онный анализ ANOVA, апостериорный тест Сидака).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения 
экстракта селезёнки.
Fig. 4. Determination of HLA-B in spleen extracts 
of HLA-B*07:02 transgenic mice by the “sandwich” 
ELISA method. Mean ± standard deviation (n=6).

**** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Sidak post hoc test).
Note: x-axis shows the dilutions of spleen extract.

Рис. 5. Определение HLA-C в экстрактах селезенки 
трансгенных мышей линии HLA-C*07:02 «сэндвич»-
методом ИФА. Среднее ± стандартное отклонение 
(n=6). **** — p<0,0001 (двухфакторный дисперси-
онный анализ ANOVA, апостериорный тест Сидака).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения 
экстракта селезёнки.
Fig. 5. Determination of HLA-C in spleen extracts 
of HLA-C*07:02 transgenic mice by the “sandwich” 
ELISA method. Mean ± standard deviation (n=6).

**** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Sidak post hoc test).
Note: x-axis shows the dilutions of spleen extract.
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рактеристик — трансгена HLA и его полное 
соответствие по антигенным свойствам ис-
ходному гену человека, т.е. трансгенность 
и гуманизированность по соответствующе-
му линии гену HLA.

Заключение
Биомоделирование является неотъемле-

мой частью прогресса во многих областях, 
включая фармакологию, изучение иммунных 
реакций и исследования в области токсично-
сти и безопасности. Адекватный выбор био-
модели определяет возможность получения 
интересующих данных, а также их коррект-
ность и транслируемость на другие биоло-
гические виды, включая человека. Несмотря 
на существенный прогресс в использовании 
альтернативных методов, ни один из них 
не позволяет даже приблизиться к резуль-
татам, которые можно получить на живых 
организмах. Рациональный подход и гра-
мотный подбор биомодели определяют ход 
всего исследования, возможность использо-
вания инструментальных методов и тестов.

Потребности различных отраслей науки 
в биомоделях всё расширяются, а экспертам 
нужны биомодели нового уровня — мак-
симально воспроизводящие особенности 
патологии, заболевания и пр., но при этом 
экономически эффективные и простые 
в поддержании. Наиболее популярным объ-
ектом в лабораториях всего мира является 
мышь: физиолого-анатомически и биохими-
чески близка к человеку, быстро размножа-
ется и даёт до 6–10 поколений за год, удоб-
на для содержания и исследования. Однако 
с открытием процесса гомологичной реком-
бинации и получением первых нокаутных 
и трансгенных животных возможности учё-
ных в плане биомоделирования существенно 
возросли. Более того, исследования в области 
популяционной медицины и появление фар-
макогенетики обосновали необходимость 
использования гуманизированных биомоде-
лей, воспроизводящих особенности геноти-
пов различных групп населения при иссле-

дованиях в области фармакобезопастности 
и тестировании эффективности новых пре-
паратов. Особую роль играют гены главно-
го комплекса гистосовместимости, которые 
определяют возможности иммунного ответа 
организма и участвуют в формировании 
ответа организма на лекарственные агенты.

Полиморфизм системы HLA, свойствен-
ный конкретной популяции, служит отправ-
ным моментом в комплексном изучении 
многих заболеваний. У людей гены HLA I 
класса играют решающую роль в реакции 
отторжения трансплантата органа и реак-
ции «трансплантат против хозяина» после 
трансплантации гемопоэтических стволо-
вых клеток [25, 31]. Также была показана 
связь между HLA I класса и различными ау-
тоиммунными заболеваниями [7, 9, 21, 24], 
а также инфекционными заболеваниями 
[26] и развитием негативных побочных эф-
фектов на приём лекарственных препаратов 
[12, 16]. Помимо первостепенной роли HLA 
в формировании адаптивного иммунного 
ответа, была показана роль MHC класса I 
в качестве регулятора при поддержании бе-
ременности, выборе партнера и распознава-
нии родственников [30], а также при выборе 
полового партнёра и предотвращении инб-
ридинга [14]. Кроме того, гены HLA I клас-
са оказывают влияние на развитие и пла-
стичность центральной нервной системы 
[6, 8, 11, 19, 29], взаимодействие нервных 
клеток [15, 22], синаптические функции 
и поведение [10, 27], в т.ч. формирование 
некоторых неврологических и психических 
расстройств [5, 20, 23]. Эти особенности 
HLA I класса показывают особое положение 
этих генов и необходимость детального их 
изучения, что приводит нас к актуальности 
создания и поддержания биомоделей, не-
сущих аллельные варианты классических 
и неклассических генов HLA I класса.

В связи с нестабильной геополитической 
обстановкой возможность получения инте-
ресующих линий животных из зарубежных 
источников сильно ограничена как слож-
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ностями в логистике, так и запредельно 
высокой стоимостью генно-модифициро-
ванных животных, что приводит нас к не-
обходимости обеспечения технологическо-
го суверенитета и развитию собственных 
центров получения и поддержания животных- 
биомоделей.

В ФГБУН НЦБМТ ФМБА России был со-
здан ряд линий мышей, гуманизированных 
и трансгенных по генам классического HLA  
I класса (А-, В- и С-). Данные животные 
несут в геноме генетическую конструкцию, 
кодирующую химерную молекулу главно-
го комплекса гистосовместимости (MHC) 
класса I на поверхности клеток, состоящую 
из α1-, α2-доменов HLA человека и α3-
домена комплекса H-2K мыши, стабилизи-
рованную β2-микроглобулином человека, 
соединённым глицин сериновым линкером 
с α1-доменом HLA.

В данной работе нами проведены иссле-
дования, доказывающие состоятельность 
созданных биомоделей и их соответствие 
заявленным характеристикам по наличию 
функционально активного HLA I класса, 
стабилизированного β2-микроглобулином 
человека. Определение β2m hom в сыво-
ротках крови трансгенных мышей, пред-
варительно иммунизированных иммуно-
глобулином лошади с целью активации 
иммунной системы, показало наличие  
β2m hom в концентрациях от 1000 
до 1750 нг/мл, а результаты определения 
HLA A-, B- и C- в селезенке трансгенных мы-

шей линий HLA-A*02:01, HLA-B*07:02, 
HLA-C*07:02 соответственно методом «сэн-
двич» ИФА наглядно подтвердили наличие 
белка HLA (А-, В- или С-) в экстрактах се-
лезёнки всех трех групп эксперименталь-
ных животных. Полученные нами данные 
согласуются с результатами определения 
первичной последовательности трансге-
на, полученными методом секвенирования 
по Сэнгеру (см. статью «Доказательства 
трансгенности и гуманизированности у мы-
шей, полученных в НЦБМТ ФМБА России, 
методом секвенирования по Сэнгеру» в этом 
номере журнала), т.е. доказывают нали-
чие функционально активного трансгена 
не только на уровне транскрипции (мРНК), 
но и на уровне целевого белка.

Таким образом, созданные на базе 
НЦБМТ ФМБА России гуманизированные 
трансгенные линии мышей HLA-A*02:01, 
HLA-B*07:02, HLA-C*07:02 отвечают за-
явленным характеристикам и могут быть 
использованы для исследований, направ-
ленных на решение широкого спектра 
научно-практических задач, включая ис-
следования иммунных реакций, инфекци-
онных, аутоиммунных и онкологических 
заболеваний, разработку и тестирование 
вакцин и исследования в области фармако-
безопасности и иммуногенности, а также 
для создания мультитрансгенных живот-
ных, несущих несколько разных аллелей 
HLA I класса, для обеспечения качествен-
ных исследований на новом уровне.
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ИЗУЧЕНИЕ ИММУННОГО ОТВЕТА У ТРАНСГЕННЫХ 
ГУМАНИЗИРОВАННЫХ МЫШЕЙ ЛИНИИ HLA-A*02:01  

НА ВВЕДЕНИЕ АНТИГЕНА — IgG ЛОШАДИ

В.Н. Каркищенко, А.Г. Берзина*, И.А. Помыткин, Е.С. Глотова, М.А. Савина, 
Д.В. Петров, Л.А. Табоякова, Л.А. Болотских, И.А. Васильева
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

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

Введение трансгена может иметь негативное влияние на функционирование жизненно важных сис-
тем организма биомодели. Нами был проведён сравнительный анализ иммунного ответа мышей гу-
манизированной трансгенной линии HLA-A*02:01 и мышей, нокаутных по гену β2-микроглобулина 
мыши, полученных в НЦБМТ ФМБА России, в сравнении с мышами дикого типа в ответ на вве-
дение антигена — иммуноглобулина лошади. У животных линии HLA-A*02:01 и мышей дикого 
типа был получен максимальный иммунный ответ, который был достигнут на 30-й день от нача-
ла иммунизации. Титры антител у данных групп резко увеличились и стали близки — 1:8000000  
и 1:4000000 соответственно — это показывает, что модификация генома у трансгенных гумани-
зированных мышей линии HLA-A*02:01 не повлияла на функционирование иммунной системы. 
У мышей, нокаутных по гену β2-микроглобулина мыши, подобной динамики увеличения титров 
антител не наблюдалось. На 7-й день титр антител в этой группе увеличился до значения 1:400  
и к 30-му дню составил 1:6400. Слабый иммунный ответ у мышей с нокаутом по гену  
β2-микроглобулина мыши подтверждает неоспоримо важную роль этого белка в формировании им-
мунного ответа.

Ключевые слова: антитела, антиген, иммунный ответ, иммуноферментный анализ, трансгенные 
мыши, нокаутные мыши, HLA-A*02:01, β2-микроглобулин
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The introduction of a transgene can impact negatively the functioning of vital systems in biomodels. 
We carried out a comparative analysis of the immune response of mice of the HLA-A*02:01 humanized 
transgenic line, mice with mouse β2-microglobulin gene knockout, and wild-type mice to the introduction 
of horse immunoglobulin as an antigen. The biomodel lines were created at the Scientific Center of Bio-
medical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia. The maximum immune 
response was achieved on the 30th day from the onset of immunization in animals of the HLA-A*02:01 
line and wild-type mice. Antibody titers in these groups increased sharply and approached 1:8,000,000 and 
1:4,000,000, respectively. This indicates that genome modification in HLA-A*02:01 transgenic humanized 
mice did not affect functioning of the immune system. No similar dynamics of the increase in antibody 
titers was observed in the mice line with mouse β2-microglobulin gene knockout. On the 7th and 30th day, 
the antibody titer in this group increased to a value of 1:400 and 1:6,400, respectively. The weak immune 
response in mice with mouse β2-microglobulin gene knockout confirms the undeniably important role 
of this protein in immune response formation.
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Введение
Реактивность иммунной системы экс-

периментальных животных, используе-
мых при разработке новых лекарственных 
препаратов, играет важную роль в выборе 
адекватной биомодели и планировании до-
клинических исследований, интерпретации 
полученных результатов, а также понима-
нии механизмов биологического ответа 
до начала клинических испытаний.

В настоящее время в медицинской пра-
ктике широко используются монокло-
нальные антитела (МКАТ) для лечения 
различных заболеваний и патологических 
состояний человека. Однако подобная им-
мунотерапия может приводить к опасным 
осложнениям, т.к. иммунная система че-
ловека способна вырабатывать антитела 
против таких терапевтических препаратов, 
а предсказать теоретически их влияние 
на эффективность препарата и побочные 
эффекты таких антилекарственных антител 
очень трудно. Проведение доклинических 

испытаний in vivo позволяет прогнозиро-
вать вероятность появления осложнений, 
однако такие исследования осложняются 
тем, что у животных дикого типа любой 
человеческий белок вызывает иммунную 
реакцию, что приводит нас к необходимо-
сти тщательного подбора адекватной и ре-
левантной биомодели.

На сегодня питомники предлагают боль-
шой выбор экспериментальных животных 
для различных исследований. Развитие тех-
нологий направленного активного редакти-
рования генома позволило исследователям 
создавать уникальные биомодели, наиболее 
точно отражающие патологические состоя-
ния. Переход от выбора среди существую-
щих к возможности создания биомодели 
под конкретный эксперимент позволяет 
наиболее детально исследовать поставлен-
ный вопрос.

Повсеместное применение трансген-
ных и/или нокаутных животных породило 
лавину научных и прикладных сведений,  
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которые ранее невозможно было получить 
при использовании стандартных подходов. 
Создание биомоделей, отражающих этни-
ческие, географические особенности раз-
личных групп населения, позволяет мини-
мизировать возможные побочные эффекты 
терапии, делая её более безопасной и эф-
фективной, что является важным этапом 
на пути к персонализированной медицине 
будущего.

В НЦБМТ ФМБА России был создан ряд 
биомоделей [1–4], отражающих биохими-
ческие и популяционные аспекты населе-
ния. В частности, нами была создана линия 
гуманизированных трансгенных мышей, 
несущих ген HLA-A*02:01 [4]. Данная би-
омодель отражает особенности иммун-
ного ответа, ассоциированного с аллелью 
главного комплекса гистосовместимости 
(MHC) человека I класса HLA-A*02:01. 
Такие животные могут быть использованы 
в различных исследованиях как фундамен-
тальной, так и научно-прикладной направ-
ленности, например тестировании вакцин 
нового поколения, фармакобезопасности 
и иммуногенности лекарственных препа-
ратов, исследованиях в области онкологии 
и трансплантологии и многих других.

Использование трансгенных гуманизиро-
ванных животных, которые экспрессируют 
человеческие молекулы MHC I класса, по-
зволяет проводить тестирование препара-
тов в условиях, наиболее приближенных 
к реальным, т.к. предполагается, что им-
мунный ответ у таких гуманизированных 
животных должен быть аналогичен таково-
му у человека. В свою очередь, исследовате-
ли и разработчики трансгенных животных 
должны быть уверены, что встраиваемые 
гены работают корректно и не наносят вре-
да иммунной системе экспериментальных 
животных, а эффекторные иммунные клет-
ки таких генно-модифицированных особей 
способны взаимодействовать с модифици-
рованным рецептором MHC I класса и фор-
мировать адекватный иммунный ответ.

Целью настоящей работы стало изуче-
ние иммунного ответа у гуманизирован-
ных трансгенных мышей, несущих ген 
HLA-A*02:01, по сравнению с особями 
дикого типа и мышами с нокаутом гена  
β2-микроглобулина, в ответ на иммуниза-
цию коммерческим препаратом иммуногло-
булина лошади.

Для оценки уровня антител к различным 
антигенам как у человека, так и у животных 
широко используются иммунохимические 
методы, в частности, иммуноферментный 
анализ (ИФА) широко применяется в меди-
цинской практике для выявления различных 
антител. Непрямой вариант ИФА позволя-
ет с высокой точностью определить титр 
антител в сыворотках крови испытуемых. 
Полученные показатели позволяют полу-
чить представление о реактивности иммун-
ной системы организма, что играет важную 
роль в понимании механизмов и прогнози-
ровании развития иммунного ответа.

Материалы и методы
Экспериментальные животные

В работе использовались следующие 
линии мышей: гуманизированной транс-
генной линии с интегрированным геном 
HLA-A*02:01, представляющей аллель че-
ловеческого MHC I класса HLA A-, линии, 
нокаутной по гену β2-микроглобулина 
мыши (β2m mus ko), полученные в ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России [4], а также гибри-
ды F1 CBA/lac × C57BL/6, полученные 
из филиала «Столбовая», которые являют-
ся генетическим фоном для анализируе-
мых в данной работе трансгенной и нока-
утной линий (для удобства чтения в тексте 
обозначены как WT или F1). Для получе-
ния F2 и следующих поколений племядра 
формировали из подтверждённых особей 
предыдущего поколения по технологии 
инбредного скрещивания. Животные со-
ответствовали категории улучшенных 
конвенциональных. Группы формировались 
методом пар-аналогов, по 6 особей в группе. 
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Сформированные группы содержались 
в системе индивидуальных вентилируе-
мых клеток при световом режиме 12/12 
со свободным доступом к корму и воде, 
по 2 особи в клетке. Условия содержания 
соответствовали стандартным зоотехниче-
ским нормам, применяемым для лабора-
торных мышей.
Схема эксперимента

Исследование по определению иммун-
ного ответа на вводимый антиген — ком-
мерческий препарат γ-глобулина лошади 
(IgG horse, “Sigma-Aldrich”, США) про-
водили на 18 взрослых мышах в возрасте 
2 мес., разделённых на 3 группы (n=6): 
I группа — трансгенные мыши линии 
HLA-A*02:01, II группа — мыши линии, 
нокаутной по гену β2-микроглобулина 
мыши (β2m mus ko), III группа — F1 (CBA/
lac × C57BL/6, WT). Всем животным вво-
дили антиген в дозе 25 мкг/мышь по схеме, 
которая включала две подкожные инъек-
ции с интервалом 14 дней. Антиген вводи-
ли в одну точку в объеме 0,1 мл. Препарат 
для иммунизации с концентрацией 0,25 мг 
IgG horse готовили на физ. р-ре в сме-
си 1:1 с полным адъювантом Фрейнда 
(“Sigma-Aldrich”, США). Полный адъю-
вант Фрейнда (ПАФ) использовали только 
при первой инъекции, далее вводили ан-
тиген в той же концентрации в физ. р-ре 
без адъюванта. Заборы крови у мышей 
осуществляли прижизненно стеклянным 
капилляром по 0,2 мл из ретроорбитально-
го сплетения на 7, 14, 21 и 30-й день от на-
чала иммунизации.
Биоматериал для анализа

Для анализа иммунного ответа использо-
вали сыворотку крови. Кровь брали в про-
бирки с активатором свёртывания, затем 
выдерживали 30 мин при комнатной тем-
пературе. Образцы сыворотки крови мы-
шей получали путем центрифугирования 
крови при 3000 об./мин в течение 15 мин. 
Хранение осуществляли при -20°С.

Непрямой иммуноферментный анализ
Анализ индивидуальных сывороток кро-

ви мышей на наличие специфических ан-
тител к иммуноглобулину лошади прово-
дили с помощью непрямого метода ИФА 
по стандартной методике [8]. Адсорбцию 
антигена (с=5 мкг/мл) в лунках полистироль-
ных 96-луночных планшетов (“Dynatech”, 
Швейцария) проводили в 0,05 М Na-карбо-
натном буфере (рН=9,5) при +4°C в течение 
ночи. Для блокировки неспецифической 
реакции в буфер (PBST) добавляли 0,3% 
бычьего сывороточного альбумина (БСА). 
После стадии отмывки в лунки планше-
тов вносили сыворотки крови испытуемых 
мышей, используя двукратные разведения 
в буфере PBST. Инкубацию проводили 
в течение 1 ч при 37°C. Для выявления ре-
акции антиген-антитело использовали им-
мунопероксидазный антивидовой конъюгат 
Anti-Mouse IgG+Ph (“Sigma-Aldrich”, США) 
в разведении 1:4000. Инкубацию проводи-
ли при +37°C 45 мин. В качестве субстрата 
пероксидазы использовали р-р тетраметил-
бензидина (ТМБ, ООО «Абисенс», Россия). 
Оптическую плотность окрашенного про-
дукта ферментативной реакции измеряли 
на планшетном мультимодальном ридере 
Feyond-A400 (“Allsheng”, Китай) при длине 
волны 450 нм. За величину титра прини-
мали максимальное разведение сыворотки 
крови мышей, при котором оптическая плот-
ность (ОП450) окрашенного продукта фер-
ментативной реакции превышала значения 
в контроле в 3 раза. Отрицательным конт-
ролем в реакции ИФА служила сыворотка 
крови неиммунной мыши.
Обработка данных

Статистическую обработку полученных 
результатов проводили с использованием 
пакета программ GraphPad Prism.

Результаты и их обсуждение
В настоящей работе было проведено 

сравнение гуморального иммунного ответа 
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у трансгенных мышей линии HLA-A*02:01 
по показателям титров специфических 
антител к вводимому антигену — имму-
ноглобулину лошади, с аналогичным от-
ветом у мышей WT и мышей, нокаутных 
по гену β2-микроглобулина мыши (β2m 
mus ko). Было выявлено, что развитие им-
мунной реакции на гетероантиген у групп  
HLA-A*02:01 и WT в значительной мере 
совпадает. На рисунке представлены резуль-
таты тестирования сывороток крови экспе-
риментальных мышей непрямым методом 
ИФА на 7-й день от начала иммунизации.

Титры антител в группах трансгенных 
мышей и мышей WT различались в 4 раза:  
1:25600 и 1:102400 соответственно. 
Как видно из рисунка, у мышей, нокаут-

ных по гену β2-микроглобулина мыши 
(β2m mus ko), выработка антител была рез-
ко снижена, титр антител составил 1:400, 
что свидетельствует о нарушениях в работе 
клеток, ответственных за синтез иммуно-
глобулинов, и подчеркивает важность белка  
β2-микроглобулина в развитии иммунного 
ответа.

Увеличение нагрузки на иммунную си-
стему путем дополнительных инъекций 
антигена оказалось эффективным приемом 
и позволило оценить динамику функцио-
нальной активности иммунокомпетентных 
клеток. В таблице представлены результаты 
изучения динамики иммунного ответа мы-
шей 3-х экспериментальных групп по ре-
зультатам определения титров специфиче-

Рис. Сравнение гуморального иммунного ответа на вводимый антиген у экспериментальных групп на 7-й день 
после начала иммунизации. Среднее ± стандартное отклонение (n=6). **** — p<0,0001 (двухфакторный ди-
сперсионный анализ ANOVA, множественные сравнения Тьюки).
Примечание: на оси абсцисс показаны разведения сыворотки крови.
Fig. Comparison of the humoral immune response to the administered antigen in the experimental groups on the 7th 
day after the onset of immunization. Mean ± standard deviation (n=6). **** — p<0.0001 (two-way ANOVA, Tukey’s 
multiple comparisons).
Note: the x-axis shows blood serum dilutions.

Таблица. Продукция специфических антител к IgG лошади у мышей экспериментальных групп на 7-й, 14-й, 21-й 
и 30-й день от начала иммунизации
Table. Production of specific antibodies to horse IgG in mice of experimental groups on the 7th, 14th, 21th, and 30th day 
from the onset of immunization

Группа
Титр антител

7-й день 14-й день 21-й день 30-й день

HLA-A*02:01 1:25600 1:51200 1:819200 1:8000000

β2m mus ko 1:400 1:800 1:3200 1:6400

WT 1:102400 1:204800 1:409600 1:4000000
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ских антител к иммуноглобулину лошади 
в сыворотках крови на 7, 14, 21 и 30-й день 
от начала иммунизации методом непрямо-
го ИФА.

Максимальные показатели иммунно-
го ответа у животных групп HLA-A*02:01 
и WT были достигнуты на 30-й день от на-
чала иммунизации. При этом титры антител 
в данных группах стали близки по значени-
ям — 1:8000000 и 1:4000000 соответствен-
но. Развитие иммунного ответа у нокаутных 
мышей шло медленными темпами от 1:400 
до 1:6400 к 30-му дню от начала иммуни-
зации. Следует отметить, что наличие вы-
соких титров антител к IgG лошади в сы-
воротках крови трансгенных мышей линии 
HLA-A*02:01 никоим образом не повлияло 
на их физиологическое состояние и пове-
дение. Морфология органов иммунной си-
стемы (селезенки и лимфоузлов) не имела 
патологических изменений по окончании 
эксперимента.

Полученные нами результаты согласуют-
ся с литературными данными по изучению 
иммунного ответа у трансгенных животных. 
Так, в литературе имеются данные об изуче-
нии иммунного ответа к различным антиге-
нам у трансгенных животных — мышей [5, 
7] и мини-пигов [6]. Авторами работы [6] 
было показано, что у гуманизированных 
мини-пигов иммунный ответ не нарушался 
при выработке антител к рекомбинантным 
терапевтическим антителам, используемым 
в медицинской практике. Авторы провери-
ли, как наличие трансгена повлияло на им-
мунную систему: мини-пиги не страдали 
от повышенной инфекционной нагрузки, 
морфология селезенки, костного мозга 
и лимфоузлов осталась прежней. Реакция 
на модельный антиген — гемоцианин улит-
ки — оказалась нормальной.

В наших исследованиях модельным анти-
геном был выбран иммуноглобулин лошади, 
поскольку в медицинской практике широ-
кое применение нашли вакцинные препа-
раты — антирабический и антимоцитар-
ный лошадиный иммуноглобулин. Реакция 
трансгенных мышей линии HLA-A*02:01 
на иммунизацию иммуноглобулином лоша-
ди оказалась нормальной, что свидетель-
ствует о возможности применения данной 
линии для выполнения исследований широ-
кого профиля, в т.ч. в области фармакобез-
опасности, онкологии и при тестировании 
вакцин и лекарственных препаратов.

Выводы
Таким образом, на основании проделан-

ной работы можно сделать следующие  
выводы:

1.  Мыши трансгенной гуманизирован-
ной линии HLA-A*02:01 в экспериментах 
по иммунизации препаратом IgG лошади 
показали способность синтезировать спе-
цифические IgG-антитела в высоких титрах 
(1:8000000).

2. В группе WT иммунный ответ был не-
сколько ниже, титр антител к вводимому ан-
тигену составил 1:4000000.

3.  Иммунизация мышей, нокаутных 
по гену β2-микроглобулина мыши, при-
водила к низкому уровню титра специфи-
ческих IgG-антител (1:6400) на 30-й день 
от начала иммунизации.

4. Количественная оценка гуморального 
звена иммунитета по величине титра обра-
зующихся специфических антител к IgG 
лошади после иммунизации мышей позво-
ляет сделать вывод о том, что модификация 
генома у трансгенных гуманизированных 
мышей линии HLA-A*02:01 не повлияла 
на функционирование иммунной системы.
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ПОВЫШЕНИЕ СПЕЦИФИЧНОСТИ  
ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ К β2-МИКРОГЛОБУЛИНУ 

ЧЕЛОВЕКА И МЫШИ КАК АЛЬТЕРНАТИВА ИСПОЛЬЗОВАНИЮ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ  

В ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ МЕТОДАХ АНАЛИЗА

Н.Н. Каркищенко1, В.А. Езерский2, О.Б. Жукова2, Е.М. Колоскова2,*, Н.В. Петрова1
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Высокоспецифичные реагенты — белки и антитела к ним — необходимые компоненты систем 
верификации эффективности функционирования трансгенных/нокаутных животных биомоделей. 
В частности, идентификация β2-микроглобулина мыши и человека в белковых фракциях органов 
и тканей трансгенных и нокаутных по гену β2-микроглобулина мышей нескольких HLA-линий, со-
зданных в последние годы в НЦБМТ ФМБА России, является важнейшим этапом их паспортизации. 
На первом этапе наших исследований были получены штаммы-продуценты E. coli рекомбинантных 
β2-микроглобулина мыши и человека (mβ2mg и hβ2mg), белки выделены и очищены. На следую-
щем этапе работы получены аффинные сорбенты с иммобилизованными mβ2mg и hβ2mg. Для по-
вышения видовой специфичности сыворотки «кролик-анти-hβ2mg» были истощены против реком-
бинантного белка mβ2mg, и, напротив, «кролик-анти-mβ2mg» истощали против рекомбинантного 
белка hβ2mg. Высокоспецифичные антитела были очищены из истощенных сывороток на аффин-
ных сорбентах. Методами дот- и вестерн-блоттинга на примере истощенных и аффинно-очищенных 
антител «кролик-анти-hβ2mg» было показано значительное повышение их специфичности относи-
тельно hβ2mg.

Ключевые слова: рекомбинантный белок, β2-микроглобулин мыши и человека, антиген, антитела, 
истощение антител, иммунизация
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INCREASING THE SPECIFICITY OF POLYCLONAL ANTIBODIES  
TO HUMAN AND MOUSE β2-MICROGLOBULIN  

AS AN ALTERNATIVE TO THE USE OF MONOCLONAL 
ANTIBODIES IN IMMUNOLOGICAL ANALYSIS

Nikolay N. Karkischenko1, Vadim A. Ezerskiy2, Olga B. Zhukova2,  
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Highly specific reagents, i.e., proteins and antibodies to them, are the necessary components of systems 
for verifying the effectiveness of transgenic/knockout animal biomodels. In particular, the identification 
of mouse and human β2-microglobulin in the protein fractions of organs and tissues of transgenic and 
β2m knockout mice of several HLA lines, which have been created in recent years at the Scientific Cen-
ter of Biomedical Technologies of the FMBA of Russia, is the most important stage of their certification. 
At the first stage of our research, E. coli producing strains of recombinant mouse and human β2-micro-
globulin (mβ2mg and hβ2mg) were obtained, the proteins were isolated and purified. At the next stage 
of the work, affine sorbents with immobilized mβ2mg and hβ2mg were obtained. To increase the species 
specificity of the serum, “rabbit-anti-hβ2mg” were depleted against the recombinant protein mβ2mg, and, 
conversely, “rabbit-anti-mβ2mg” were depleted against the recombinant protein hβ2mg. Highly specific 
antibodies were purified from depleted sera using affinity sorbents. Using dot- and western-blotting meth-
ods оn the example of depleted and affinity-purified rabbit-anti-hβ2mg antibodies, a significant increase 
in their specificity relative to hβ2mg was shown.
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Введение
Трансгенные гуманизированные живот-

ные, в т.ч. и с нокаутом собственных генов, 
находят все большее применение для био-
медицинских исследований, фармакологи-
ческих испытаний. Доказательная база ин-
теграции трансгена, детекция трансляции 

целевого белка в разных органах и тканях, 
доказательство отсутствия синтеза белка 
(или его нефункциональность) нокаутиро-
ванного гена невозможна без высокоспе-
цифичных реагентов — белков-антигенов 
и антител к ним.
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В последние годы в НЦБМТ ФМБА 
России были созданы несколько HLA-
линий трансгенных и нокаутных по гену 
β2-микроглобулина (β2mg) мышей [1–5], 
в связи с чем поставлена задача иденти-
фикации β2mg мыши и человека (mβ2mg 
и hβ2mg соответственно) не только на уров-
не ДНК-мРНК, но и в белковых фракциях 
органов и тканей животных полученных 
линий. Аминокислотный анализ mβ2mg 
и hβ2mg показал 32% несовпадений у бел-
ков-предшественников (119 аминокислот 
(АК), из них 20 АК — сигнальный пептид). 
Это дает основания полагать, что спектры 
поликлональных антител, вырабатываемых 
на mβ2mg и hβ2mg, как антигены при им-
мунизации животных будут иметь отличия 
благодаря несовпадающим эпитопам: в ре-
зультате технологических манипуляций по-
является возможность получения видоспе-
цифических антител к β2mg.

На первом этапе наших исследований 
были получены штаммы-продуценты E. coli  
рекомбинантных mβ2mg и hβ2mg. Нуклео-
тидные последовательности генов были 
адаптированы для синтеза в бактериаль-
ной системе, рекомбинантные белки, 
mβ2mg и hβ2mg, очищены и наработаны 
в количествах, необходимых для получе-
ния аффинных сорбентов и иммунизации 
животных.

β2mg представляет собой белок с моле-
кулярной массой 11,8 кДа, состоящий из 99 
аминокислотных остатков (119 АК — вме-
сте с сигнальным белком). Он синтезирует-
ся во всех ядросодержащих клетках орга-
низма и играет важную роль в образовании 
комплекса MHC I класса (МНС-I), кле-
точном иммунитете. Тяжелая цепь MHC-I 
представлена доменами α1, α2 (образую-
щими антигенсвязывающую часть ком-
плекса) и α3. Домен α3 имеет иммуногло-
булиновую укладку, такую же как соседний 
β2mg, который синтезируется отдельно 
и стабилизирует комплекс. Химерная моле-
кула, продукт трансгена, использованного 

при получении наших трансгенных гума-
низированных линий мышей, имеет натив-
ный, мышиный домен α3, человеческие до-
мены α1, α2 а также hβ2mg, связанный с α1 
глицин-сериновым линкером [2, 3].

Иммуноглобулинподобные рецепторы 
киллерных клеток (KIR), экспрессирую-
щиеся на мембране цитотоксических кле-
ток, регулируют функцию уничтожения 
зараженных или трансформированных 
клеток путем взаимодействия с комплек-
сами MНС-1, экспрессирующихся на всех 
типах клеток с ядрами. Конформационные 
изменения, происходящие в дистальной, 
пептидсвязывающей области молекулы 
MHC-I при замене mβ2mg на hβ2mg, влия-
ют на способность KIR взаимодействовать 
с MHC-I [7]. Сохранение топологической 
структуры, присущей пептидпрезентирую-
щей части HLA-молекулы, обеспечивается 
в химерных молекулах наших трансгенных 
мышей hβ2mg в их составе.

Если на поверхности клеток будут при-
сутствовать оба варианта молекул, опреде-
лить это можно с помощью вестерн-блот- 
гибридизации. С использованием антител 
(АТ), специфичных к молекулам HLA (на-
пример, моноклональных антител ab23755 
или ab70328, «Abcam», США), можно об-
наружить присутствие химерных молекул 
(молекул, содержащих тяжелую цепь HLA 
класса 1) на поверхности клеток. С помо-
щью поликлональных АТ к молекулам 
β2mg при наличии кросс-реактивности 
способны обнаруживаться как химерная 
молекула (56 кДа), так и нативный mβ2mg 
(12 кДа). Если использовать АТ, специфич-
ные к α3-домену комплекса H2, возможно 
определить присутствие/отсутствие как на-
тивных молекул H2, так и химерных мо-
лекул b2m-HLA-H2, и отличить их друг 
от друга за счёт разницы в молекулярной 
массе (44 и 56 кДа) (рис. 1).

Если применение поликлональных АТ 
к mβ2mg или hβ2mg в методе вестерн-блот-
тинга дает нам однозначный ответ о нали-
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чии/отсутствии химерного белка и mβ2mg, 
для более тонких иммунных методов — 
иммуногистихимии, иммуноцитохимии, 
не требующих выделения белковой фрак-
ции и разделения молекул по размерам, 
необходимо использование более специ-
фичных антител, позволяющих считывать 
присутствие mβ2mg и/или hβ2mg в месте 
их «прописки».

Целью нашей работы было получение 
на основе поликлональных кроличьих АТ, 
кросс-реактивных к mβ2mg и hβ2mg, видо-
специфичных антител, по эффективности 
приближенным к моноклональным. Нами 
ранее были получены штаммы-продуценты 
рекомбинантных mβ2mg и hβ2mg, рекомби-
нантные белки (РБ) наработаны и очищены. 
Для достижения новой поставленной цели 
требовалось выполнить следующие задачи:

1. Иммунизировать кроликов РБ mβ2mg 
и hβ2mg, получить антисыворотки с по-
ликлональными АТ «кролик-анти-hb2mg» 
и «кролик-анти-mb2mg».

2. Получить сорбенты с иммобилизован-
ными РБ mβ2mg и hβ2mg.

3. Получить кроличьи антитела, специ-
фичные к hβ2mg (истощенные против эпи-
топов mβ2mg).

4. Получить кроличьи антитела, специ-
фичные к mβ2mg (истощенные против эпи-
топов hβ2mg).

Материалы и методы
Эксперимент проведен на 4 кроликах ка-

лифорнийской породы в возрасте 8–10 мес., 
массой 4–5 кг. В исследованиях придержи-
вались требований, утвержденных прото-
колами исследования и стандартными опе-
рационными процедурами ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России. Маркировка клетки содер-
жала данные о дате начала эксперимента, 
пол и номер животного. Кроликов маркиро-
вали с помощью ушных выщипов.

Содержание животных. Животные 
содержались в стандартных условиях 
в соответствии с требованиями ГОСТ 
Р от 02.12.2009 53434-2009 «Принципы  

Рис. 1. Варианты вестерн-блоттинга с использованием поликлональных антител при детекции белка β2mg 
в органах и тканях мышей дикого типа и HLA-ТГ линий: 1) мыши дикого типа (B2m+) — полоса 12 кДа (несли-
тый mb2mg); 2) HLA/ B2m+ — две полосы — 12 кДа (mb2mg), 56 кДа — слитый hb2mg в составе химерного белка; 
3) HLA/ B2m- — 56 кДа — слитый hb2mg в составе химерного белка.
Fig. 1. Western blotting variants using polyclonal antibodies for detection of β2mg protein in organs and tissues of  wild-
type mice and HLA-TG lines: 1) wild-type mice (B2m+) — a 12 kDa band (not fused mb2mg); 2)HLA/ B2m+ — two 
bands — 12 kDa (mb2mg), 56 kDa — fused hb2mg as part of a chimeric protein; 3) HLA/ B2m- — 56 kDa — fused 
hb2mg as part of a chimeric protein.
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надлежащей лабораторной практики (GLP)». 
Кролики были размещены в индивидуаль-
ных клетках. Брикетированные комбикор-
ма для лабораторных животных давались 
ad libitum в кормушки. Данные о составе 
и качестве корма от производителя хранят-
ся в документации лаборатории. Животным 
давалась очищенная вода ad libitum.

Подготовка антигенов для иммуниза-
ции. Антигены для иммунизации: рекомби-
нантные белки mβ2mg и hβ2mg, продукты 
штаммов-продуцентов E. coli BL21 (DE3): 
E. coli BL21/pET-28/mβ2mg и E. coli BL21/
pET-28/hβ2mg (отражены в предыдущей пу-
бликации). Для иммунизации кроликов бра-
ли объединенные фракции рекомбинант-
ного белка, снятые с колонки Ni-сефароза. 
Концентрацию белка определяли методом 
Брэдфорд. Для получения эмульсии 1 мг 
антигена доводили до объема 1,5 мл сте-
рильным физ. р-ром и смешивали с 4,5 мл 
полного адъюванта Фрейнда (ПАФ) в 50 мл 
пробирках типа фалкон. С помощью уль-
тразвукового гомогенизатора МЭФ 93.Т по-
лучали стабильную эмульсию обработкой 
ультразвуком 5 раз по 20 сек. с охлаждени-
ем на снегу между циклами.

Методика проведения инъекций жи-
вотным. Кроликов иммунизировали вну-
трикожно, инъекции осуществляли в 50–
60 точек вдоль хребта с обеих сторон, вводя 
препарат в объеме 50–100 мкл на точку. 
Каждым антигеном (АГ) иммунизировали 
по два кролика.

Забор крови у экспериментальных жи-
вотных. Забор крови осуществляли у кро-
ликов из краевой ушной вены на 62, 82  
и 103-й день после инъекции, при убое жи-
вотных.

Получение и хранение антисыворо-
ток. Полученную кровь инкубировали 1 ч 
при 37°С, далее выдерживали на холоде 
при 4°С в течение ночи и отделяли обра-
зовавшуюся сыворотку центрифугирова-
нием при 3000 g. К сывороткам добавляли 
насыщенный раствор сульфата аммония 

(1:1 в объемном соотношении), получали 
сульфатный осадок (СО). Аликвоты сыво-
роток по 200 мкл хранили при -20°С, СО — 
при 2–8°С.

Очистку рекомбинантных белков 
от компонентов буфера С (20 мМ Трис-
HCl, 0,5 М NaCl, 8 М мочевина, 50–500 мМ 
имидазол, 5 мМ 2-меркаптоэтанол, рН=7,9) 
проводили диализом против фосфатно-
солевого буфера (ФСБ) (20 мМ NaH2PO4, 
150 мМ NaCl, рН=7,4) или 0,1 М Na-
бикарбонатного буфера, рН=9,5, с ис-
пользованием целлюлозных мембранных 
мешков с порами 12000 Да. Диализ прово-
дили при 4–8°С, при постоянном переме-
шивании буфера в емкости, на протяжении 
14–24 ч. Буфер меняли дважды. Раствор РБ 
концентрировали, помещая диализный ме-
шок на сухой Sephadex G-200.

Получение сорбента с иммобилизо-
ванным РБ. К 4 мл промытой водой се-
фарозы-CL-4B добавляли 8 мл 0,7 М пе-
риодата натрия. Суспензию в течение 1 ч 
мягко перемешивали при комнатной темпе-
ратуре, добавляли 4 мл 2М этиленгликоля. 
Через 1 ч сорбент последовательно промы-
вали водой, 0,1 М бикарбонатным буфером, 
рН=9,5, вносили 4 мл концентрированного 
после диализа РБ (hβ2mg или mβ2mg, 15–
20 мг/мл). Реакцию продолжали при 4°С 
при мягком перемешивании в течение 48 ч. 
Сорбент с конъюгированным рекомби-
нантным белком промывали 0,1 М бикар-
бонатным буфером, рН=9,5, затем ФСБ. 
Оставшиеся реакционноспособные группы 
инактивировали р-ром боргидрида натрия 
в ФСБ (2 мг/мл). Реакцию продолжали 
при 4°С при мягком перемешивании в те-
чение 1 ч. Сорбент промывали ФСБ, затем 
5 мл 100 мМ лимонной кислоты и ФСБ 
с 0,1% азидом натрия. Готовый сорбент 
хранили при 4–8°С до использования.

Получение антивидовых конъюга-
тов, меченых пероксидазой хрена (ПХ). 
Антитела «коза-анти-кролик» были выде-
лены из полученных ранее антисывороток 
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аффинной очисткой на сорбенте сефаро-
за-IgG кролика. Антитела конъюгирова-
ли с ПХ по методу Nakane [8] с нашими  
модификациями. Приготовленный конъю-
гат хранили в 33% глицерине в трис-соле-
вом буфере (ТСБ) в конечной концентрации 
1 мг/мл при температуре -18°С. В предва-
рительных экспериментах оценивали рабо-
чий титр конъюгата, готовили рабочий кон-
центрат конъюгата в «Иммуностаб плюс» 
производства ЗАО «Иммунотех» (Россия). 
Хранили при 4°С.

ИФА-анализ сывороток. В работе ис-
пользовались: комплект оборудования 
для хроматографии производства фирмы 
LKB, вертикальный фотометр «Униплан» 
производства ЗАО «Пикон», 96-луночные 
полистироловые планшеты «Dynatech», 
ProteinA Sepharose Fast Flow «Pharmacia 
Biotech», 3,3`,5,5`-тетраметилбензидин ди-
гидрохлорид (ТМБ) «Amresko».

Антиген (РБ hβ2mg) сорбировали 
в концентрации 5 мкг/мл в посадочном 
буфере (100 мМ натрий бикарбонат-
ный буфер, рН=9,5), отмывали с этим 
же буфером и деионизированной водой. 
Блокировку проводили блокирующим 
раствором ООО «Иммункулус» (Россия), 
по окончанию инкубации планшеты от-
мывали отмывочным буфером и деиони-
зированной водой.

Для ИФА-анализа использовали сыворот-
ки в разведениях, кратных двум, начиная 
с разведения в 4000 раз и заканчивая разве-
дением в 512000 раз. Планшет с сыворотка-
ми после окончания инкубации отмывали, 
вносили конъюгат ПХ с антителами козы 
против иммуноглобулинов кролика (рабо-
чее разведение 5000 раз), инкубировали 
при 37°С 1,5 ч, после чего планшет отмы-
вали и вносили субстратный буфер (ТМБ 
с перекисью водорода) для проявления ре-
акции. Через 15 мин при появлении голу-
бой окраски реакцию останавливали внесе-
нием стоп-раствора. Измеряли оптическую 
плотность (ОП) при длине волны 450 нм 

на фотометре вертикального сканирования 
сразу после остановки реакции.

Истощение антисывороток. Ресуспен-
дированный сульфатный осадок сыворотки 
«кролик-анти-hβ2mg» центрифугировали 
при 10000 об./мин 10 мин при 10°С. Осадок 
растворяли в 20 мл трис-солевого буфера 
с азидом натрия (ТСБ-азид: 20 мМ Трис-HCl, 
150 мМ NaCl, рН=7,4, 0,1% азид натрия) 
и диализовали против ТСБ-азид в течение 
ночи при 4–8°С. Содержимое диализного 
мешка центрифугировали, для избавления 
от не растворившихся частиц супернатант 
пропускали через сорбент сефароза-CL4B/
mb2mg, предварительно уравновешенный 
буфером TСБ-азид. Сорбент промывали ТСБ-
азидом до выхода на базовую линию, проскок 
собирали. Связавшиеся антитела снимали 
0,1 М Na-цитратным буфером с рН=2,8, за-
тем ТСБ-азидом. Процедуру повторяли еще 
3 раза, последовательно избавляя антисыво-
ротку «кролик-анти-hβ2mg» от перекрест-
но реагирующих АТ с mβ2mg и АТ к оста-
точным белкам Е. coli. На последнем цикле 
истощения сорбент смешивали во флаконе 
с собранным проскоком и сорбцию продол-
жали при мягком перемешивании в течение 
ночи при 4°С. Сорбент вносили в колонку 
и проводили последний цикл истощения ан-
тисыворотки, как описано выше.

Для финальной очистки и концент-
рирования белка проводили аффинную 
хроматографию истощенной сыворотки 
«кролик-анти-hβ2mg» на колонке сефароза-
CL-4B-hβ2mg. Сорбированные АТ снима-
ли 0,1 М Na-цитратным буфером с рН=2,8. 
Фракцию, содержащую АТ, диализовали 
против ФСБ-азида, дважды меняя буфер. 
Содержимое диализного мешка центрифу-
гировали, определяли концентрацию белка 
по ОП при λ280. Раствор АТ «кролик-анти-
hβ2mg» концентрировали с использованием 
колонок с размером пор 30 кДа до 2,8 мг/мл.

Электрофорез в полиакриламидном 
геле (ПААГ), дот-гибридизация, вестерн-
блот. Лейкоциты крови человека и мыши 
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лизировали в 2% SDS, инкубировали 
5 мин при 95°С и центрифугировали в те-
чение 10 мин при 13000 об./мин. К образ-
цам РБ и лейкоцитов, нормализованных 
по содержанию белка, добавляли х2 буфер 
для образцов (4% SDS, 10% 2-меркапто-
этанол, 20% глицерин, 0,125 М Трис-HCl, 
рН=6,8, бромфеноловый синий 0,1%). 
Прогревали при 95°С.

Для дот-блоттинга подготовленные образ-
цы r-hβ2mg и r-mβ2mg в количестве 1,5 мкл 
в виде пятен наносили на нитроцеллюлоз-
ную (НЦ) мембрану (Hybond-C, «Amersham 
Biosciences», США) с 5-кратными разведени-
ями 1хБО. Проводили блокировку мембра-
ны, отмывку, посадку первых истощенных 
АТ в разведении 1:1000, отмывку, посадку 
вторых АТ-ПХ, отмывку и проявку с исполь-
зованием в качестве хромогенов хлорнафто-
ла (ХН) и диаминобензидина (ДАБ).

ПААГ-SDS электрофорез проводили 
в 12,5% — разделяющем и 4% — концен-
трирующем геле. В лунку концентрирую-
щего геля вносили 15 мкл подготовленного 
образца. Образцы разделяли в трис-глици-
новом буфере для электрофореза белков 
(25 мМ Tris-OH, 250 мМ глицин, 0,1% SDS). 
Для оценки размера белков использовали 
маркеры молекулярной массы Precision 
Plus Protein Unstained, 10–250 кДа («Bio-
Rad», США). Гель после электропереноса 
белков окрашивали (0,125% кумасси R250; 
уксусная кислота 10%; метанол 50%), по-
следовательно отмывали (50% метанол, 
10% уксусная кислота и 5% метанол, 7% 
уксусная кислота).

После проведения электрофореза про-
водили полусухой перенос белков на НЦ 
мембрану при постоянном напряжении 
25 В, продолжительностью 30 мин. Буфер 
для переноса — 25 мM Трис, 192 мM гли-
цин, 20% v/v метанол, рН=8,3). Половину 
мембраны обрабатывали блокирующим  
р-ром, содержащим поливинилпирролидон 
(ООО «МБФ», Россия), вторую половину — 
1% BSA в ФСБ. Инкубировали 1 ч при комнат-

ной температуре. Мембрану отмывали 2 раза 
по 5–10 мин в ФСБ; 0,05% Tween 20; 0,1% 
азид натрия (W-раствор, отмывочный раствор).

В качестве первичных АТ использовали 
сульфатные осадки сывороток иммунизи-
рованных кроликов в разведении 1:1000. 
Отмывали мембрану 3 раза по 10 мин 
W-раствором. Инкубировали в течение 1 ч 
при комнатной температуре с вторичны-
ми АТ «коза-анти-кролик-ПХ» в разведе-
нии 1:2000–1:5000. Мембрану отмывали. 
Проявляли c использованием 4-хлор-1-на-
фтола (ХН) или ДАБ в ТСБ с перекисью 
водорода.

Результаты и их обсуждение
Получение антисывороток. Для им-

мунизации кроликов была выбрана схема 
однократной внутрикожной иммунизации. 
При проведении подкожных и/или внутри-
кожных инъекций в несколько мест инъек-
ции небольших объемов иммуногена/адъю-
ванта позволяют распределить иммуноген/
адъювант на большей площади поверхно-
сти. АГ медленно всасывается в кровоток, 
но быстро поступает к иммунным клет-
кам лимфатической системы. Такая схема 
иммунизации приводит к более высоким 
титрам антител, снижает частоту возник-
новения тяжелой местной воспалительной 
реакции и абсцессов [9].

В среднем от каждого иммунизированного 
кролика нами было получено около 120 мл 
сыворотки или 240 мл сульфатного осадка.

Из результатов ИФА-анализа антисы-
вороток, представленных на рис. 2, следует, 
что примененная нами схема иммуниза-
ции оказалась эффективной: высокий титр 
антител у кроликов 1 и 2 (антиген hβ2mg) 
сохранялся на протяжении 40 сут после 
иммунизации до убоя. Однако иммунный 
ответ у животных был индивидуален. Так, 
например, у кролика 1 он был практически 
постоянным, тогда как у кролика 2 посте-
пенно снижался (оба кролика были имму-
низированы РБ hβ2mg).
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Неожиданно высокой оказалась видоспе-
цифичность неистощенных антисывороток 
к антигенам: ОП продуктов ИФА-реакции 
сывороток «кролик-анти-mβ2mg» (кролики 
3 и 4 на рис. 2) при разведениях 4000–8000 
была в 3–4 раза ниже, чем у «кролик-анти-
hβ2mg».

Истощение антисывороток. АГ для им-
мунизации кроликов представляет собой РБ 
hβ2mg (mβ2mg) с примесями белков штам-
ма-продуцента E. coli (рис. 3). Известно, 
что продукты контаминации E. coli в реком-
бинантных белках влияют на иммунный 
ответ [6]. При иммунизации кроликов обра-
зуются антитела как к рекомбинантным, так 
и бактериальным белкам. Поскольку сходст-
во РБ hβ2mg и mβ2mg составляет более 68% 
(за счет полигистидиновых тэгов, тромби-
нового сайта и нескольких дополнительных 
АК на N-конце), спектры поликлональных 
АТ для наших АГ будут практически одина-
ковы. Для повышения видоспецифичности 
антисыворотки должны пройти существен-
ное истощение: избавиться от большей ча-
сти идентичных антител (рис. 4).

После истощения на сорбенте с mβ2mg 
оставшиеся АТ «кролик-анти-hβ2mg» сор- 
бировали на аффинной колонке сефа- 
роза-hβ2mg, что позволяло сконцентриро-
вать раствор антител.

Эффективность процедуры истощения 
зависит от целого ряда факторов: емкость 
«аффинной» колонки и первоначальный 
объем взятой для истощения антисыворотки 
в нашем случае стали причиной трехкрат-
ного цикла «посадка – элюция – промывка».

В результате истощения 160 мл сульфат-
ного осадка антисыворотки «кролик-анти-
hβ2mg» через стадии «истощение» было 
получено около 110 мл разбавленного р-ра 
антител, после аффинной хроматографии 
на сефарозе-hβ2mg сняли 6 мл элюата. 
В результате диализа и концентрирования 
было получено 1,4 мл р-ра АТ «кролик-
анти-hβ2mg» с концентрацией 2,8 мг/мл.

Для зрелого hβ2mg (99 АК) с использо-
ванием девяти анти-β2mg моноклональных 
антител были обнаружены две основные 
антигенные детерминанты: по остаткам 
57-63 SKDWSFY и 87-97 LSQPKIVKWDR. 

Рис. 2. Динамика титров антисывороток иммунизированных r-hβ2mg (1, 2) и r-mβ2mg (3, 4) кроликов в реакции 
с иммобилизованным антигеном r-hβ2mg. Обозначения: 1-62 — номер кролика-сутки после иммунизации.
Fig. 2. Dynamics of antiserum titers of immunized r-β2m (1, 2) and rmβ2 mg (3, 4) rabbits in reaction with immobilized 
r-hβ2mg antigen. Designations: 1-62 — rabbit number-day post-immunization.



61БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 2 | 53–65

Каркищенко Н.Н., Езерский В.А., Жукова О.Б., Колоскова Е.М., Петрова Н.В.  
«Повышение специфичности поликлональных антител к β2-микроглобулину человека и мыши  

как альтернатива использованию моноклональных антител в иммунологических методах анализа»

Рис. 3. Схема антигенных детерминант антигенов и их примесей, спектров поликлональных антител антисы-
вороток «кролик-анти-hβ2mg» и «кролик-анти-mβ2mg». Е.c.1,2 — условное обозначение белков штамма-проду-
цента, r-hβ2mg и r-mβ2mg — РБ, основные белки-антигены. На белках обозначены условные эпитопы, как общие 
(прямоугольные), так и специфические (кружки). Эпитопы и АТ к ним имеют общую окраску.
Fig. 3. Scheme of antigenic determinants of antigens and their impurities, spectra of polyclonal antibodies of antisera 

"rabbit-anti-hβ2mg" and "rabbit-anti-mβ2mg". E.c.1,2 is the symbol of proteins of the producer strain, r-hβ2mg and 
r-mβ2mg — RP, the main proteins are antigens. Conditional epitopes are indicated on the proteins, both general 
(rectangular) and specific (circles). Epitopes and their AB have a common color.

Рис. 4. Схема истощения против антигенных детерминант mβ2mg и белков E. coli: антисыворотка «кролик-
анти-hβ2mg» подвергается очистке аффинной хроматографией на сорбенте сефароза-mβ2mg, на которой, 
кроме РБ mβ2mg, иммобилизованы и контаминирующие бактериальные белки. Антитела к видоспецифичным 
эпитопам hβ2mg не связываются, остаются в проскоке.
Fig. 4. Depletion scheme against antigenic determinants of mβ2mg and E. coli proteins: rabbit-anti-hβ2mg antiserum is 
purified by affinity chromatography on sepharose-mβ2mg sorbent, on which, in addition to RP mβ2mg, contaminating 
bacterial proteins are immobilized. Antibodies to species-specific epitopes of hβ2mg, do not bind, remain in the gap.
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Эти последовательности в hβ2mg являются 
основными реактивными антигенными сай-
тами для моноклональных, а также поликло-
нальных антител [10]. Однако при сравне-
нии АК последовательностей зрелого белка 
hβ2mg и mβ2mg оказалось, что первый им-
муногенный эпитоп не является видоспеци-
фичным, у второго эпитопа 5 несовпадений 
из 11-ти АК, в целом идентичность зрелых 
белков оказалась 70% по сравнению с 68% 
предшественника β2mg (рис. 5). Это обсто-
ятельство усложнило задачу: истощение ан-
тисывороток оказалось достаточно трудоем-
ким процессом с относительно невысоким 
выходом высокоспецифичного продукта.

Проверка истощенных против сефароза-
mβ2mg кроличьих антител к hβ2mg. В каче-
стве первых АТ использовали сульфатные 
осадки «кролик-анти-hβ2mg», «кролик-
анти-mβ2mg» и истощенные сыворотки 
«кролик-анти-hβ2mg», разведенные 1:1000, 
в качестве вторых антител — «коза-анти-
кролик-ПХ» в разведении 1:5000 (рис. 6).

Окраска оставшихся в ПААГ после элек-
тропереноса белков массой выше 30 кДа 
свидетельствует об эффективном пере-
носе из 15% геля белков с массой менее 
25 кДа, но не высокомолекулярных белков. 
Специфичность истощенных АТ «кролик-
анти-hβ2mg» (рис. 6А) выше, чем у суль-
фатной антисыворотки (рис. 6В), при этом 

предпочтительно полученные истощенные 
АТ использовать в разведении более чем 
1:1000. Антитела сульфатной сыворотки 
«кролик-анти-mβ2mg», с РБ mβ2mg реаги-
ровали заметно лучше (рис. 6С), что соот-
ветствует результатам ИФА (рис. 2).

При проверке белковой фракции лейкоци-
тов, выделенной из крови человека и мыши 
истощенные АТ «кролик-анти-hβ2mg» при-
меняли в разведении 1:5000, 1:10000, в ка-
честве хромогена использовали ХН, ДАБ 
и смесь ХН+ДАБ (рис. 7).

В выбранных условиях и разведениях 
наши истощенные АТ показали высокую 
видовую специфичность: при равном на-
несении белковой фракции лейкоцитов 
мыши и человека для ПААГ ЭФ (дорожки 
остаточных белков) перекрестной реакции 
с β2mg мыши при выбранных разведениях 
не обнаружено.

Дот-блоттинг, проверка чувствитель-
ности. Подготовленные для электрофореза 
образцы r-hβ2mg и r-mβ2mg в количестве 
1,5 мкл в виде пятен наносили на НЦ мем-
брану с 5-кратными разведениями 1хБО. 
Истощенные АТ «кролик-анти-hβ2mg» ис-
пользовали в разведении 1:1000, вторые 
конъюгированные АТ — в разведении 1:5000. 
Проявляли разными хромогенами (рис. 8).

Использование ДАВ в качестве хромогена 
позволило повысить чувствительность детек-

Рис. 5. Сравнение аминокислотных последовательностей зрелого белка (99 АК) β2-микроглобулина мыши (sbjct) 
и человека (query). Идентичность — 70%, точки соответствуют совпадениям, красные буквы — отличия. Вы-
делены и подчеркнуты антигенные детерминанты hβ2mg, описанные в работе Уильямса и коллег [10]. Сравне-
ния последовательностей выполнены в онлайн приложении BLAST. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Fig. 5. Comparison of amino acid sequences of mature protein (99 amino acids) of mouse β2-microglobulin (sbjct) and 
human (query). Identity – 70%, the dots correspond to the matches, the red letters are the differences. The antigenic 
determinants of hβ2mg described in the work of Williams, et al. [10] are highlighted and emphasized. Sequence 
comparisons are performed in the BLAST online application. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
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Рис. 6. ПААГ и НЦ: слева — электрофорез и вестерн-блоттинг РБ hβ2mg (1) и mβ2mg (2), первые антите-
ла — истощенная сыворотка «кролик-анти-hβ2mg». ПААГ окрашен кумасси после электротрансфера. Справа: 
А)  первые антитела — истощенная сыворотка «кролик-анти-hβ2mg» в разведении 1:1000, В) первые АТ — СО 
«кролик-анти-hβ2mg», С) первые АТ — СО «кролик-анти-mβ2mg». НЦ — окраска хлорнафтолом.
Fig. 6. PAAG and NC: on the left — electrophoresis and Western blotting RB hβ2mg (1) and mβ2mg (2), the first 
antibodies – depleted serum “rabbit-anti-hβ2mg”. PAAG is painted with coomassie after the electrotransfer. On the 
right: A) the first antibodies – depleted serum “rabbit-anti-hβ2mg” in a dilution of 1:1000, C) the first AB-SP – “rabbit–
anti-hβ2mg”, C) the first AB-SP – “rabbit-anti-mβ2mg”. NC — chlorophthol staining.

Рис. 7. НЦ и ПААГ: слева — вестерн-блоттинг белков лейкоцитов, разделенных ПААГ ЭФ. 1 — из лейкоцитов 
человека, 2 — из лейкоцитов мыши. А, С — разведение первых АТ 1:5000, В — 1:10000. А — окраска ДАБ; В,С — 
ДАБ+ХН. Справа — ПААГ, окрашенный после электропереноса.
Fig. 7. NC and PAAG: on the left — Western blotting of leukocyte proteins separated by PAAG electrophoresis. 1 — from 
human leukocytes, 2 — from mouse leukocytes. A, C — dilution of the first AB 1:5000, B — 1:10000. A — coloring DAB; 
B, C — DAB+СN. On the right – a PAAG painted after electric transfer.

ции в 25 раз. Незначительная неспецифиче-
ская реакция истощенных АТ (анти-hβ2mg) 
против r-mβ2mg при выбранных разведениях 
образцов и первых антител сохранялась.

Заключение
На основании представленных результа-

тов можно сделать заключение, что выпол-
ненная нами работа позволила получить 
кроличьи антитела, высокоспецифичные  
к β2mg человека; подобрать условия, при ко-
торых определяется только hβ2mg. Истощен-
ные антитела «кролик-анти-hβ2mg» работа-

ют при хорошем разведении (1:3000–6000). 
Антивидовые конъюгаты «коза-анти-кро-
лик-ПХ», полученные нами, видоспе-
цифично взаимодействуют с кроличьи-
ми антителами и работают в разведении 
1:5000. Кроме того, нами были получены 
аффинные сорбенты с иммобилизован-
ными рекомбинантными белками β2mg 
мыши и человека, т.е. практически создан 
необходимый инструментарий для иммун-
ных методов детекции β2-микроглобулина 
мыши и человека в разнообразных при-
кладных исследованиях. Поликлональные  
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кросс-реактивные к β2mg мыши и человека 
кроличьи антитела могут быть использо-
ваны в задачах, связанных с вестерн-блот-

Рис. 8. Дот-блоттинг. Вверху — окраска хлор-нафто-
лом (ХН). Внизу — окраска диаминобензидином (ДАБ). 
Б — отрицательный контроль 1хБО.
Fig. 8. Dot-blotting. At the top – a chloro-naphthol (ХН) 
stain. Below – a diaminobenzidine stain (DAB). Б — 
negative control of 1x sample buffer.

тингом β2mg различных молекулярных 
масс: нативным зрелым белком (12 кДа), 
рекомбинантным белком (16 кДа), β2mg че-
ловека в составе химерной HLA-молекулы 
(56 кДа) трансгенных мышей.

На примере метода получения истощенных 
антител «кролик-анти-hβ2mg» осуществ-
ляется истощение антител «кролик-анти-
mβ2mg», тем самым расширяется палитра 
высокоспецифичных реактивов в первую 
очередь для наших собственных исследова-
ний. Не исключено, что при создании новых 
линий трансгенных животных при необхо-
димости верификации синтеза новых бел-
ков или подтверждении отсутствия синтеза 
белков нокаутированными генами нам при-
дется создавать собственные наборы доказа-
тельной реактивной базы.
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СИСТЕМНЫЕ НОРМИРОВАННЫЕ  
ГАММА-ОСЦИЛЛЯЦИИ СТРУКТУР ГОЛОВНОГО МОЗГА: 
ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ НЕЙРОХИМИЧЕСКИХ  

И МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ

Н.Н. Каркищенко, Ю.В. Фокин*, С.Ю. Харитонов
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

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

Системное изучение γ-осцилляций выполнено на крысах с хронически имплантированными элек-
тродами в прореальную извилину, соматосенсорную кору, дорзальный гиппокамп и гипоталамус. 
Регистрация и детекция электрограмм головного мозга (ЭГМ) осуществлялась с помощью ориги-
нального программно-аппаратного модуля. Линейные диаграммы строились с помощью устройства 
QMS17 в частотной полосе 60–250 Гц и более. Математический анализ, нормализация и нормиро-
вание рядов γ-ритмов при действии гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК), ацетилхолина (АЦХ) 
и инсулина относительно аналогичных фоновых рядов были выполнены двойным дискретно-вре-
менным преобразованием Фурье и функцией арктангенса двойного угла, которые позволяют из-
влечь релевантную информацию из крайне малых (1–2 μV) значений γ-осцилляций. Накопление 
исследуемых веществ — введением фармакологических средств Аминалон (ГАМК), Галантамин 
(АЦХ), Инсулин липосомированный. Верификация плазменной концентрации исследованных 
средств осуществлялась методом ВЭЖХ и математическим моделированием. Нормированные ЭГМ 
(НЭМ) отражали интрацентральные механизмы действия тестируемых средств, характеризующие-
ся стабильностью картины в состояния покоя животных и при действии Аминалона, Галантамина 
и Инсулина на пике их плазменной концентрации (по параметрам фармакокинетики). γ-активность 
головного мозга поддерживается на системном уровне. Блокада γ-осцилляций в лобном полюсе 
приводит к их активации в сопряжённых структурах головного мозга: гипоталамусе, ретикулярной 
формации, хвостатом ядре и др. При действии Аминалона наблюдались тотальные депримирующие 
эффекты на всём анализируемом диапазоне в заднем ядре гипоталамуса и прореальной извилине, 
а также активирующие эффекты на частотном диапазоне 60–75 Гц в передней супрасильвиевой из-
вилине; при действии Галантамина — частичные депримирующие эффекты в гиппокампе и гипота-
ламусе на частотах около 60–65, 95–105 и 150 Гц; при действии Инсулина липосомированного — ча-
стичные активирующие эффекты в передней супрасильвиевой извилине и в дорзальном гиппокампе 
на частотном диапазоне 60–85 Гц.

Ключевые слова: электрограммы головного мозга, гамма-ритмы, нормализация, нормирование, 
нейромедиаторы, гормоны, гамма-аминомасляная кислота, ацетилхолин, инсулин, фармако-ЭЭГ 
анализ, крысы
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SYSTEM NORMALIZED GAMMA OSCILLATIONS  
OF BRAIN STRUCTURES: PHARMACOLOGICAL ANALYSIS  

OF NEUROCHEMICAL AND METABOLIC PROCESSES 

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

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

A systematic study of γ-oscillations was carried out using rats with chronically implanted electrodes in the 
proreal gyrus, somatosensory cortex, dorsal hippocampus, and hypothalamus. Brain electrograms (BE) 
were recorded and investigated using an original software and hardware module. Linear diagrams were 
constructed using a QMS17 device in a frequency range of 60–250 Hz or greater. A mathematical analy-
sis, normalization, and rationing of the series of γ-rhythms under the action of gamma-aminobutyric acid 
(GABA), acetylcholine (ACC), and insulin relative to similar background series were performed by dou-
ble discrete-time Fourier transform and double angle arctangent function, which allowed us to extract 
relevant information from extremely small (1–2 μV) values of γ-oscillations. The accumulation of the 
substances under study was achieved by introducing the Aminalon (GABA), Galantamine (ACC), and 
liposomal Insulin pharmaceuticals. The plasma concentrations of the studied drugs were verified by HPLC 
and mathematical modeling. The normalized BE (NBE) reflected the intracentral mechanisms of action of 
the tested drugs, which were characterized by a stable picture in the resting state of the animals and under 
the action of Aminalon, Galantamine, and Insulin at the peak of their plasma concentrations (according 
to pharmacokinetic parameters). The γ-activity of the brain is maintained at the systemic level. Blockade 
of γ-oscillations in the frontal pole leads to their activation in the associated brain structures: the hypo-
thalamus, reticular formation, caudate nucleus, etc. Under the influence of Aminalon, the total depressive 
effects were observed over the entire analyzed range in the posterior nucleus of the hypothalamus and 
proreal gyrus, as well as activating effects in the frequency range 60–75 Hz in the anterior suprasylvian 
gyrus. Under the action of Galantamine, partial depressive effects in the hippocampus and hypothalamus 
were observed at frequencies of about 60–65, 95–105, and 150 Hz. Under the action of liposomal Insulin, 
partial activating effects were noted in the anterior suprasylvian gyrus and in the dorsal hippocampus in the 
frequency range of 60–85 Hz.

Keywords: brain electrograms, gamma rhythms, normalization, rationing, neurotransmitters, hormones, 
gamma-aminobutyric acid, acetylcholine, insulin, pharmaco-EEG analysis, rats
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Введение
Мозг млекопитающих демонстрирует 

сложную ритмическую динамику, охваты-
вающую широкий диапазон частот. Ритмы 
мозга представляют собой периодические 
колебания амплитуды в электрофизиоло-

гических записях, которые возникают в ре-
зультате синхронной активации больших 
популяций нейронов. Колебания в различ-
ных частотных диапазонах связаны с раз-
личными функциями мозга и физиологи-
ческими состояниями. В их основе лежат 
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рецепторные, синаптические и метаболи-
ческие процессы и механизмы.

В клинической практике, по данным 
ряда исследователей, выделяются следу-
ющие основные ритмы электроэнцефало-
грамм (ЭЭГ):

• дельта-ритм (δ-ритм), с частотой 
от 1 до 4 Гц, 40–300 μV;
• тета-ритм (θ-ритм), с частотой 
от 4 до 8 Гц, 40–300 μV;
• альфа-ритм (α-ритм), с частотой 
от 8 до 14 Гц, до 100 μV;
• бета-ритм (β-ритм), с частотой 
от 14 до 35 Гц, до 15 μV;
• гамма-ритм (γ-ритм), с частотой 
от 35 Гц и выше, до 10 μV.
В предыдущих исследованиях γ-ритма 

в диапазоне 30–60 Гц нами изучено дей-
ствие на высокочастотные ритмы электро-
грамм головного мозга (ЭГМ) ряда ней-
ро- и психотропных средств: Ноотропила, 
Аминалона, Прегабалина, Фенибута, Се-
макса, Накома, Кетамина, Стимулотона, До-
нормила, Кофеина, Фенотропила, Ксила-
зина, Глутамата, Ацетилхолина, Инсулина, 
Лейтрагина [12–15, 29–31]. В процессе 
анализа полученных результатов возник 
ряд вопросов об эффектах психотропных 
средств на более высокие составляющие — 
γ-осцилляции, соотношения высокочастот-
ных и стандартных ритмов электрограмм 
мозга, а также выяснение их рецепторно-си-
наптических механизмов и метаболическо-
го контроля [22] на системном уровне функ-
ционирования целостного мозга. Крайне 
слабые значения мощности γ-колебаний 
(от долей до 10 μV) заставили нас искать 
новый путь извлечений полезной информа-
ции и создать программно-конструктивный 
комплекс для анализа ЭГМ для лаборатор-
ных животных.

Несмотря на использование аппаратных 
и математических методов фильтрации 
50-герцовых составляющих, их влияние 
(сетевая электрическая наводка) оставалось 
достаточно заметным ввиду низкого воль-

тажа γ-осцилляций, для анализа которых 
нами был выбран диапазон 60–250 Гц.
О механизмах генерации γ-осцилляций

Гамма-ритм — высокочастотная актив-
ность мозга, регистрируемая у человека в со-
ставе ЭЭГ, все больше и больше привлекает 
внимание исследователей. Повышенный ин-
терес к γ-ритму обусловлен тем, что различ-
ные виды когнитивных процессов сопрово-
ждаются усилением активности в частотном 
диапазоне γ-ритма, который простирается 
от 30 до 200 Гц, а по некоторым данным, 
и до 600 Гц [3, 11, 42].

γ-колебания были обнаружены во многих 
областях мозга млекопитающих, включая 
гиппокамп и неокортекс. Они характери-
зуются ритмичными и синхронными ко-
лебаниями мембранного потенциала боль-
шинства или всех нейронов в нейронной 
сети с характерной частотной областью. 
Эти подпороговые колебания генерируют-
ся сложным взаимодействием между воз-
буждающими пирамидальными клетками 
и гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК-
ергическими) тормозными интернейро-
нами. Функционально γ-колебания в ней-
ронных сетях связывают нейроны в общий 
временной режим во время выполнения 
головным мозгом высших функций, таких 
как двигательное поведение, сенсорное 
восприятие или формирование памяти. 
Синхронизирующий эффект γ-колебаний 
обеспечивает скоординированную акти-
вацию определенных наборов нейронов, 
которые составляют функциональные ан- 
самбли — предполагаемые многоклеточ-
ные подмножества нейронных сетей, не-
сущие информацию. Кроме того, точное 
время возникновения потенциалов дейст-
вия является центральным для зависящей 
от использования синаптической пластич-
ности и, таким образом, поддерживает об-
учение и формирование памяти [66].

Механизмы генерации γ-осцилляций 
и способы, которыми синхронизированный 
γ-ритм включается в самые разнообразные 
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мозговые операции, не установлены. Факт 
появления γ-осцилляций в различных ча-
стотных диапазонах не прояснен. Работ, 
фиксирующих внимание на связи частоты 
осцилляций со структурами и функциями 
мозга, практически нет, что порождает мас-
су спекуляций [3].

Отмечена связь γ-ритма с восприятием 
и опознанием стимула, возникновением 
иллюзий. Усиление γ-ритма наблюдали 
при работе не только с сенсорной, но и се-
мантической информацией.

Использование условных вызванных по-
тенциалов (УВП) с последующей частотной 
фильтрацией в полосе γ-ритма [64] выявляет 
разные типы синхронизации γ-активности. 
Вызванный УВП γ-ритм по фазе не синхрони-
зирован со стимулом, т.к., по-видимому, ини-
циируется другими, внутренними факторами, 
которые по времени не совпадают с предъяв-
лением внешних стимулов [56]. При изуче-
нии вызванного γ-ритма методом дипольного 
анализа учитывается информация от несколь-
ких электродов, а его дополнение методом 
УВП позволяет учитывать пространственную 
синхронизацию γ-осцилляций и их фазовую 
привязку к стимулу. Дипольный анализ ЭЭГ 
в комплексе с УВП является, по мнению ав-
торов, перспективным направлением изуче-
ния функций γ-осцилляций в интегративной 
деятельности мозга [5].

γ-ритм связан с выполнением двигатель-
ных реакций, появляется в моторной и пре-
моторной коре и имеет отношение к тормо-
жению двигательной реакции на нецелевой 
стимул [75, 87].

Продемонстрирована частотная се-
лективность γ-ритма к формированию 
двигательного навыка [8]. На основе ис-
следования высокочастотных составляю-
щих электрокортикограммы (30–200 Гц) 
в процессе выработки инструментального 
двигательного навыка у собак авторы при-
шли к выводу, что у этих животных в ответ 
на условный сигнал увеличивалась мощ-
ность γ-ритма в полосе частот 80–200 Гц 

при параллельном снижении активности 
на частотах 30–80 Гц.

При внутриклеточной регистрации 
идентифицированных вставочных и пира-
мидных нейронов гиппокампа выявлены 
кластеры вставочных нейронов, синхрони-
зированных с разрядами вставочных нейро-
нов и колебаниями фокального потенциала.
γ-осцилляции — память, когнитивность, 
психика

Показано, что частота колебаний фокаль-
ного потенциала соответствует частотному 
диапазону γ-ритма. Ряд гипотез ориентиру-
ют на то, что, по-видимому, существует спе-
цифический механизм кодирования инфор-
мации, который базируется на частотной 
избирательности пейсмекерной активности 
вставочных нейронов, обуславливающих 
связывание (binding) структур мозга для ре-
ализации психических функций. При этом 
разные участки мозга характеризуются раз-
ной частотой пейсмекерных потенциалов 
вставочных нейронов, которая может быть 
выделена из вызванного потенциала мето-
дом частотной фильтрации [2, 3, 35, 84].

В физиологических исследованиях акти-
вации мозга, а также внимания и воспри-
ятия широко используется регистрация 
высокочастотной составляющей спектра 
ЭЭГ — γ-ритма, т.е. колебаний корковых 
потенциалов в диапазоне от 30 до 70 Гц 
и выше [4, 7, 20, 25, 46, 51, 54, 60, 63]. Было 
обнаружено, что усиление γ-ритма в ЭЭГ 
кошки происходит в тот момент, когда она 
пристально следит за объектом охоты [40]. 
Аналогичным образом мощность γ-ритма 
у человека увеличивается во время когни-
тивной нагрузки по сравнению с состоянием 
покоя; этим γ-активность отличается от ак-
тивности в β-диапазоне, которая, наоборот, 
снижается при повышении уровня когнитив-
ной нагрузки [59]. Наличие γ-ритма в мозге 
человека и животных позволило установить 
его роль в интегративной деятельности 
мозга и психических функциях, в сен-
сорных, когнитивных и исполнительных  
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процессах [35]. γ-ритм участвует в процессах  
обработки информации, фазовой синхро-
низации в полосе 35–85 Гц, возникающей 
между удалёнными участками зрительной 
коры кошки [49]. Показана синхронизация 
осцилляторной активности удалённых ло-
кусов мозга на частоте γ-ритма как основ-
ной механизм коммуникации между ней-
ронными сетями, который обеспечивает 
самые разные виды взаимодействия между 
сенсорными, исполнительными и когни-
тивными процессами, включая память.

Вызывает сомнение в доказательной 
базе синхронизация γ-осцилляций, кото-
рая базируется лишь на основе измере-
ния амплитуды или мощности γ-ритма. 
Мощность и фаза — два независимых 
измерения осцилляторной активности, 
тогда как синхронизация имеет дело с фа-
зовыми отношениями, а не с мощностью. 
Фазовая синхронизация γ-осцилляций 
может возникать и без увеличения их 
мощности. Синхронизацию нейронных 
разрядов в зрительной коре и гиппокам-
пе наблюдали без изменения в часто-
те их разрядов [55, 61]. Возникновение 
γ-осцилляций в различных нейронных се-
тях частотно синхронизировано или свя-
зано по фазе [41].

Ожидание стимула и подготовка к выпол-
нению реакции в ответ на стимул также ве-
дут к усилению показателей γ-активности 
[7, 54]. С другой стороны, эпизоды зна-
чительного усиления и синхронизации 
γ-ритма сверх обычного фонового уров-
ня сопровождают т.н. «слепоту невнима-
ния», при которой реакции на сенсорные 
стимулы блокируются [47]. Флуктуации 
фоновой γ-активности — это проявления 
устойчивого внимания (sustained attention) 
[26], которое создаётся корковыми ассоци-
ативными системами. Включение этого со-
стояния опосредовано рядом когнитивных 
процессов (память, ожидание, мотивация 
и др.). Согласно современным представле-
ниям, в организации данного проявления 

внимания ведущую роль играет фронто-
париетальная система [38, 96].

В работе [93] показана связь активности 
γ-ритма с сохранением информации в па-
мяти. Устойчивое увеличение мощности 
γ-осцилляций (24 Гц) исследователи на-
блюдали в зрительной коре. γ-осцилляции 
(на частоте около 25–70 Гц) играют важ-
ную роль в различных аспектах обработки 
зрительной информации и способствуют 
синхронизация активности нейронных ан-
самблей. Отмечена связь γ-ритма с восприя-
тием и опознанием стимула, возникновени-
ем иллюзий, формированием гештальта [3]. 
Включённость γ-ритма в самые различные 
сенсорные, когнитивные и исполнительные 
процессы, наличие его не только в мозге 
человека, но и у животных, в т.ч. у беспоз-
воночных, позволило рассматривать γ-ритм 
в качестве функциональных строительных 
блоков, используемых в интегративной дея-
тельности мозга и психических функций.
О нейрохимических основах 
γ-осцилляций

γ-колебания (30–100 Гц) обеспечивают 
фундаментальный механизм обработки ин-
формации во время сенсорного восприятия, 
двигательного поведения и формирования 
памяти путём координации нейронной 
активности в нейросетях. Мы исследова-
ли клеточные механизмы γ-колебаний, ле-
жащие в основе нейроэнергетики [22], т.е. 
высокую скорость потребления кислоро-
да и исключительную чувствительность 
к метаболическому стрессу во время ги-
поксии или отравления митохондриаль-
ным окислительным фосфорилированием. 
γ-колебания возникают в результате точных 
синаптических взаимодействий возбужда-
ющих пирамидных клеток и тормозных 
ГАМК-ергических интернейронов.

В частности, специализированные интер-
нейроны, такие как парвальбумин-положи-
тельные корзиночные клетки, генерируют 
потенциалы действия с высокой частотой 
(«быстрые всплески») и синхронизируют 
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активность многочисленных пирамидных 
клеток путём ритмического торможения 
(«часовой механизм»). Корзинчатые ней-
роны — тормозные ГАМК-ергические 
вставочные нейроны молекулярного слоя 
мозжечка. В качестве предпосылок быстро-
действующие интернейроны обладают уни-
кальными электрофизиологическими свой-
ствами и особенно высоким потреблением 
энергии, что отражается в ультраструктурах 
путём обогащения митохондриями и ци-
тохром С-оксидазой, наиболее вероятно не-
обходимой для интенсивного мембранного 
транспорта ионов и метаболизма ГАМК. 
Это подтверждает гипотезу о том, что высо-
коэнергетичные интернейроны с быстрыми 
всплесками являются центральным элемен-
том обработки информации в коре головно-
го мозга и могут иметь решающее значение 
для снижения когнитивных способностей, 
когда поступление энергии становится ог-
раниченным [10].

Оптогенетические исследования говорят 
о том, что в генерации γ-ритмов важную 
роль могут играть парвальбумин-содержа-
щие нейроны [89]. γ-ритм, регистрируе-
мый магнитоэнцефалографией, позволяет 
судить о балансе тормозящих и возбужда-
ющих импульсов, помогая выявить его на-
рушения у человека. Наибольшей информа-
тивностью обладают γ-ритм, вызываемый 
зрительными стимулами, а также свойства 
γ-ритма отражать процессы нейронного 
торможения. Полученные результаты по-
лезны для понимания механизмов нейроп-
сихиатрических заболеваний (шизофре-
ния, аутизм, эпилепсия) [77]. Сообщается 
о разнообразных нарушениях γ-активности 
у больных шизофренией [45], в т.ч. под вли-
янием психотропных средств.

Предпринимаются попытки связать эти 
отклонения с данными о нейрохимических 
отличиях, обнаруживаемых в мозге боль-
ных с изменённой активностью клеток-кан-
делябров. Клетки-канделябры (chandelier 
cell neuron) — ГАМК-ергические интер-

нейроны неокортекса (и древней коры 
гиппокампа), образующие продолговатые 
аксо-аксональные соединения исключи-
тельно с начальными сегментами аксонов 
пирамидальных клеток. Одна клетка-кан-
делябр может иннервировать более 200 пи-
рамидальных клеток. Клетки-канделябры 
содержат кальций-связывающий белок 
парвальбумин и способны к высокочастот-
ной генерации импульсов. Аксональные 
терминали «картриджи» имеют специ-
фическую иммунореактивность к транс-
портному белку GABA-transporter (GAT-1), 
который обеспечивает обратный захват 
ГАМК в терминали. Клетки-канделябры 
оказывают как тормозное, так и возбуждаю-
щее ГАМК-ергическое воздействие [68, 91].
γ-осцилляции и ГАМК 

ГАМК — один из базовых тормозных 
нейромедиаторов центральной нервной 
системы (ЦНС), является аминокислотой 
и образуется при декарбоксилировании глу-
тамата. Данная аминокислота обнаружена 
во многих участках ЦНС: в сером веществе 
головного мозга, лобных долях, подкорко-
вых ядрах (хвостатое ядро и бледный шар), 
таламусе, гиппокампе, гипоталамусе, рети-
кулярной формации. ГАМК участвует в про-
цессах, происходящих в нейронах спинного 
мозга, обонятельного тракта, сетчатки гла-
за, мозжечка. Треть всех синапсов в ЦНС 
контактируют через ГАМК-ергические ин-
тернейроны, причём 40% из них являются 
парвальбумин-положительными (PV+) [94]. 
ГАМК как один из нейромедиаторов про-
изводит свой переход на пресинаптическом 
участке из цитоплазмы в везикулы частич-
но при участии фермента VGAT1 (vesicullo-
granular amino acid transporter).

Фермент VGAT1, кроме участия в вези-
кулярном транспорте ГАМК, задействован 
в везикулярном транспорте глицина — 
не менее важного тормозного нейромеди-
атора ЦНС. В синаптической щели после 
высвобождения из везикул ГАМК пере-
носится нейрональными мессенджерами,  
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такими как GAT1, GAT2, GAT3 (granular 
amino acid transporter), которые нахо-
дятся в нейронах и астроцитах [69, 72]. 
Воздействует ГАМК на специфические 
рецепторы, которые по своему характеру 
подразделяются на ионотропные рецеп-
торы (ГАМКА, ГАМКС) и метаболотроп-
ные — ГАМКВ. Рецепторы ГАМКА реали-
зуют немедленный синаптический ответ 
вследствие проницаемости своих каналов 
для ионов хлора и бикарбоната. В связи 
с этим активация рецепторов ГАМКА зави-
сит от электрохимической активности ио-
нов хлора и бикарбоната на постсинаптиче-
ской мембране [53, 73], что подтверждается 
в γ-осцилляциях при фармакотерапевтиче-
ских исследованиях.

ГАМК активирует энергетические про-
цессы мозга, повышает дыхательную ак-
тивность тканей, увеличивает утилизацию 
мозгом глюкозы, усиливает кровоснаб-
жение в головном мозге [22]. Для пони-
мания механизмов γ-осцилляций важно, 
что ряд производных соединений от ГАМК 
(Пирацетам, Аминалон, оксибутират на-
трия или гамма-оксимасляная кислота) 
стимулируют созревание структур мозга 
и образование стойких связей между по-
пуляциями нейронов. Это способствует 
формированию памяти, что послужило 
поводом к использованию названных сое-
динений в клинической практике для уско-
рения восстановительных процессов после 
различных поражений мозга. Активация 
рецепторов ГАМКА приводит к деполя-
ризации нейронов. В структуре рецепто-
ров ГАМКА, кроме специфических сайтов 
для связывания вещества-агониста, имеет-
ся и ряд модуляторных неспецифических 
сайтов [24, 32, 33, 65, 67, 82]. Примером 
неспецифических сайтов могут быть бен-
зодиазепиновые, при действии на которые 
увеличивается аффинность рецепторов 
ГАМКА к агонистам, а также барбитуровые 
сайты рецепторов ГАМКА — они увеличи-
вают период, в течение которого ионные 

каналы данных рецепторов являются от-
крытыми и проводимыми [32, 33, 67, 82]. 
Кроме того, некоторые авторы выделяют 
еще такие неспецифические сайты ГАМК, 
как нейростероидные и этаноловые, моду-
лирующие γ-активность.

Рецепторы ГАМКВ являются метабо-
лотропными и находятся как на пре-, так 
и на постсинаптических участках, т.е. там, 
где и формируются γ-осцилляции. На пост-
синаптическом уровне рецепторы ГАМКВ 
определяют «быстрый» ионотропный от-
вет путём длительной гиперполяризации. 
Пресинаптические рецепторы ГАМКВ 
при активации снижают высвобождение 
ГАМК в тормозных синапсах и высво-
бождение глутамата — в возбуждающих. 
Рецепторы ГАМКС отличаются от рецепто-
ров ГАМКА по фармакологическому профи-
лю, а именно, данные рецепторы не чувст-
вительны к бикукуллину, аллостерическим 
модуляторам и ряду агонистов рецепторов 
ГАМКА. Для рецепторов ГАМКС есть свои 
специфические антагонисты; данные ре-
цепторы находятся в процессе изучения [19, 
67, 72, 73].
γ-осцилляции и ацетилхолин (АЦХ)
 Нейронные теории механизмов генери-
рования и модуляции функциональной 
активности γ-ритмов изложены в ряде фун-
даментальных обзоров [62, 71]. Наиболее 
характерные проявления γ-осцилляций, 
связанные с холинергической системой, об-
наруживаются в неокортексе. У человека 
функциональное значение γ-ритма связы-
вают, прежде всего, с когнитивной деятель-
ностью [81, 88].

Подчёркивается роль холинергических 
влияний в поддержании γ-синхронности, 
что подтверждается фармакологическими 
исследованиями [86]. Введение скополами-
на (антагониста мускариновых рецепторов) 
вызывало нарушение памяти и снижение 
γ-активности [48]. Клозапин, с частичным 
эффектом агониста мускариновых рецеп-
торов, влияет на повышение психомотор-
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ной скорости и подвижности речи [34], 
что связано с повышением показателей 
γ-активности до границ нормы у пациен-
тов. Делается вывод о том, что клозапин 
больше повышает спектральную мощность 
γ-активности у больных с негативными 
симптомами, чем уменьшает мощность 
γ-активности у больных с позитивными 
симптомами [34].

Считается, что параметры генерации 
γ-ритма в основном определяются теку-
щим уровнем холинергической активации 
корковых нейронных сетей [39, 44, 83]. 
Благодаря наличию мощных глутаматер-
гических проекций от префронтальной об-
ласти коры в базальное крупноклеточное 
ядро основания переднего мозга (БКЯ) [58, 
95] и восходящих холинергических про-
екций из БКЯ практически во все области 
коры [74, 85] фронто-париетальная систе-
ма внимания получает возможность осу-
ществлять холинергическую модуляцию 
различных областей коры и переводить 
их в состояние синхронизации в диапазо-
не γ-ритма. Иными словами, существуют 
пути согласованной регуляции системной 
деятельности мозга в диапазоне γ-ритмики 
между ГАМК-, глютаматергической и холи-
нергической системами.

Холинергическая иннервация обеспечи-
вает уровень активации коры больших по-
лушарий, необходимый для привлечения 
внимания, и создаёт условия для обработки 
информации о поступившем стимуле [31], 
а возникающий γ-ритм отражает характер 
происходящего при этом процесса обработ-
ки информации. Высказано предположение, 
что колебания γ-активности, видимо, отра-
жают связь нейронных сетей с селектив-
ной детекцией стимулов [39, 96]. Показано, 
что синхронизация клеток коры в диапазо-
не γ-ритма при воздействии ацетилхолина 
усиливает реакцию сети на сенсорный сти-
мул и снижает её порог [39].

В ходе исследований в полосе 1–256 Гц 
[2], включающей ранее систематически 

не исследованные высокочастотные (ВЧ) 
компоненты частотой 80–250 Гц, пока-
зана более высокая информативность 
ВЧ-компонентов и более узкая локализо-
ванность их в коре по сравнению с часто-
тами не только традиционного диапазона  
(1–30 Гц), но и γ-диапазонов (30–80 Гц). Это 
ещё раз подчёркивает важность системного 
подхода к анализу мозговой γ-ритмики раз-
ных диапазонов.

Удалось установить формирование 
в процессе обучения сложной простран-
ственно-временной организации потенци-
алов, состоящей одновременно как из од-
нонаправленных (синхронных) процессов 
по всей полосе частот в ряде пар областей 
«новой» коры, так и разнонаправленных 
(несинхронных) процессов между другими 
корковыми областями, в зависимости от ве-
личины фазовых сдвигов между потенциа-
лами на той или иной частоте [7].
Инсулин-контролируемый метаболизм 
и γ-осцилляции 

Литературные данные о влиянии инсули-
на на высокочастотные компоненты ЭГМ 
крайне противоречивы. Одни демонстри-
руют ингибирующее действие инсулина 
на γ-осцилляции в обонятельной системе 
(«загрубляет» запахи»). Там он активиру-
ет деполяризацию через калиевые каналы. 
Другие источники наблюдали подавле-
ние γ-осцилляций при диабете 2-го типа. 
Возможно, это связано с отсутствием си-
стемного подхода и неадекватностью ис-
пользованных методик.

Поскольку все данные о влиянии инсу-
лина на γ-осцилляции в мозге получены 
в опытах in vitro, в основном на срезах гип-
покампа (рис. 1), они нуждаются в подтвер-
ждении в исследованиях in vivo.

Инсулин вызывал генерацию осцилля-
ций на частоте 64 Гц (γ-ритм) в дозозави-
симой манере, хотя ингибировал спонтан-
ные осцилляции на частоте 20 Гц в срезах 
гиппокампа [78]. Инсулин предотвращал 
вызванную β-амилоидом деградацию 
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γ-осцилляций в пирамидальных нейронах 
и PV+ интернейронах [70]. Эти данные, не-
смотря на ограниченность, тем не менее 
указывают на возможное участие инсулина 
в поддержании высокочастотной электриче-
ской активности мозга, а также на возмож-
ную роль инсулиновой резистентности в на-
рушениях высокочастотных γ-осцилляций 
при болезни Альцгеймера (БА).

БА — состояние, при котором нарушен 
церебральный метаболизм глюкозы, со-
провождается выраженной центральной 
инсулиновой резистентностью [76, 79]. 
Показано, что активация инсулинового 
рецептора и его субстрата (IRS-1) в моз-
ге пациентов с БА в ответ на одну и ту же 
концентрацию инсулина меньше на 29–34 
и 90% соответственно, по сравнению 
с контролем [92].

Установлено, что у пациентов с БА ког-
нитивный γ-ответ происходит с задер-
жкой (более чем на 100 мс) по сравнению 

с здоровыми волонтёрами, что отражает 
задержку передачи нейронных сигналов 
в когнитивных нейронных сетях. Кроме 
того, пациенты с БА имели сниженный 
сенсорный γ-ответ на визуальный сти-
мул [37]. Эти данные поддерживают идею 
о возможности метаболического контроля 
γ-осцилляций в мозге, если учесть, что па-
циенты с БА имеют выраженный гипоме-
таболизм глюкозы в мозге и нарушенный 
ответ и регуляторную функцию инсулина.

Снижение амплитуды γ-осцилляций 
наблюдалось у трансгенных животных, 
продуцирующих человеческий белок — 
предшественник амилоида (hAPP) [61]. 
Нарушения γ-ритмов у пациентов с БА име-
ют более сложный характер, что, как пола-
гают, связано с большей сложностью мозга 
человека [36].

Цель работы — поиск информативных 
критериев нормированных электрографи-

Рис. 1. Метаболический контроль γ-осцилляций. СА1 и СА3 области гиппокампа; PV+ — парвальбумин-положи-
тельные ингибиторные ГАМК-ергические интернейроны; PN — возбуждающие пирамидальные нейроны; FF — 
прямая отрицательная связь (feedforward); FB — обратная отрицательная связь (feedback); GLUT3 — основной 
нейрональный транспортер глюкозы; GLUT4 — инсулин-зависимый транспортер глюкозы.
Fig. 1. Metabolic control of γ-oscillations. CA1 and CA3 regions of the hippocampus; PV+, parvalbumin-positive 
inhibitory GABAergic interneurons; PN, excitatory pyramidal neurons; FF, forward negative connection (feedforward); 
FB, negative feedback (feedback); GLUT3, major neuronal glucose transporter; GLUT4, insulin-dependent glucose 
transporter.
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ческих параметров γ-осцилляций голов-
ного мозга при системном фармакологи-
ческом тестировании с помощью средств 
рецепторного и метаболического дейст-
вия (Аминалон, Галантамин, Инсулин) 
для скрининга веществ ноотропного дейст-
вия и иных нейро-, психотропных средств.

Материалы и методы
Дизайн исследований
Объектами исследований являлись бе-

лые крысы-самцы Wistar массой 230–250 г, 
полученные из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России (Москов-
ская обл.).

Содержание и кормление. Содержание 
и обращение с животными в эксперимен-
те — в соответствии с правилами, приня-
тыми Европейской Конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и иных научных 
целей [52], а также с Руководством по ла-
бораторным животным и альтернативным 
моделям в биомедицинских исследованиях 
[23]. Эксперименты проводились согласно 
утверждённому письменному протоколу, 
в соответствии со Стандартными опера-
ционными процедурами исследователя, 
санитарными правилами по устройству, 
оборудованию и содержанию эксперимен-
тально-биологических клиник (вивариев). 
Протокол эксперимента был одобрен би-
оэтической комиссией ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России.

Животные содержались с соблюдением 
ветеринарных и зоогигиенических норм 
в вентилируемых клетках Rair Iso System 
(“Metris B.V.”, Нидерланды), по 5 особей 
в группе, при температуре воздуха 20–22°С, 
относительной влажности 40–60%, све-
товом режиме 12:12 с включением света 
в 8:00. Использовался стандартный комби-
корм гранулированный полнорационный 
для лабораторных животных (экструдиро-
ванный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-2001 Р.5 
(ООО «Лабораторкорм», Россия) при сво-

бодном доступе к водопроводной питьевой 
воде. Подстил в клетках состоял из опилок 
нехвойных и лиственных гипоаллергенных 
пород деревьев.

Карантин. До начала исследований жи-
вотные выдерживались в отдельной каран-
тинной зоне в течение 14 дней, проходили 
ежедневный осмотр (поведение и общее 
состояние).

Имплантация электродных комплексов
В головной мозг животных операцион-

ным путём по стереотаксическим коорди-
натам [27] хронически имплантированы 
разработанные электродные конструкции 
для оценки интрацентральных отношений 
мозга. В работе использовалась заранее из-
готовленная конструкция для одномомент-
ного вживления в мозг нескольких электро-
дов, проводники присоединялись к разъёму 
на специальном макете (фантоме), имити-
рующем дорсальную поверхность череп-
ной коробки. На матрице и фантоме про-
рисовывались ориентиры — сагиттальный 
и коронарный шов (точка пересечения 

— брегма). На матрицу наносились точ-
ки внедрения электродов, рассчитанные 
по стереотаксическому атласу. Конструкция 
состояла из собственно электрода, который 
погружался в исследуемую область моз-
га, провода, который припаивался одним 
концом к электроду, а другим — к разъёму 
марки IDC-16-2. Электроды, погружаемые 
в мозг, изготавливались из нихромовой 
проволоки диаметром ≈0,3 мм и тщатель-
но изолировались полиуретановым лаком 
УЛ-1 или другими лаками. Вживление элек-
тродов осуществлялось по общим прави-
лам операционной техники в асептических 
условиях под общим наркозом [9, 11, 28].

Разработка средств для детекции 
и программного анализа 
информативных параметров 
электрограмм головного мозга
Для регистрации и анализа биоэлектри-

ческой активности мозга животных с целью 
исследования интрацентральных отноше-
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ний головного мозга разработан и апро-
бирован макет технического устройства 
(микромодуль), базирующегося на совре-
менных научных взглядах и технологиях. 
Он состоит из двух частей: физический 
электроэнцефалограф и аппаратно-про-
граммный комплекс с математическим 
анализом выходных данных, поступающих 
на компьютер.

В работе использовано устройство се-
рии QMBox, состоящее из набора функ-
циональных модулей, устанавливаемых 
в единый корпус (рис. 2). Это могут быть 
модули аналогово-цифрового преобразова-
теля (АЦП), цифро-аналогового преобра-
зователя (ЦАП), дискретного ввода-вывода, 
релейной коммутации и т.д., объединяемые 
в единое устройство. Нами была выбрана 
модель QMS17, в состав которой входит 
АЦП (16 бит, 1 МГц, 16 дифференциальных 
каналов, входные диапазоны ±10 В, ±5 В, 
переключение программное).

Устройство поставляется с программным 
обеспечением для связи и сбора данных, 
а также с пакетом программ на языке про-
граммирования Python для анализа данных. 
Преимуществом такой компоновки являет-
ся возможность установить операционные 
усилители перед устройством QMBox, от-
казоустойчивость устройства и надёжно 
спроектированная печатная плата.

Блок-схема устройства QMS17 представ-
лена на рис. 3.

При применении ЭЭГ-биомаркеров ак-
цент делается в основном на амплитуде 

Рис. 2. Устройство QMS17 (слева), материнская плата (справа).
Fig. 2. QMS17 device (left) and its motherboard (right).

Рис. 3. Блок-схема устройства QMS17.
Первое действие (1–3): 1) Пользователь даёт команду 
старта записи исследования и информацию об объек-
те исследования; 2) ЭВМ передаёт на QMS17 инфор-
мацию о конфигурации; 3) QMS17 настраивает АЦП 
на основе данных конфигурации и начинает запись.
Второе действие (4–6); 4) АЦП считывает сигналы 
на входах, преобразуя их в цифровую форму; 5) QMS17 
передаёт данные на ЭВМ; 6) После завершения запи-
си ЭВМ оповещает об этом пользователя.
Fig. 3. Block diagram of the QMS17 device.
First action (1–3): 1) The user sends the command to start 
recording of the study and information about the object 
of study; 2) The PC transmits configuration information 
to QMS17; 3) QMS17 configures the ADC based on the 
configuration data and starts recording.
Second action (4–6); 4) ADC reads the signals at the inputs, 
converting them into digital form; 5) QMS17 transmits 
data to the PC; 6) After the recording is completed, the 
user is notified by the PC.
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и мощности ритмов без учёта измене-
ний. Отправной точкой работы с данными  
ЭЭГ-исследования (не считая их предобра-
ботку, направленную на удаление артефак-
тов, полосовую фильтрацию для выделе-
ния заданного окна частот и пр.) является 
применение к ним преобразования Фурье. 
С его помощью возможно получить пред-
ставление сигнала в частотной области, 
включая зависимость амплитуды и мощно-
сти сигнала на заданной частоте [21].

В рамках проводимых исследований 
нами было разработано программное обес-
печение для математического анализа ре-
зультатов нормализации и нормирования 
ЭГМ при действии фармакологических 
факторов относительно фоновых значений 
ЭГМ. В основе метода для сравнительного 
анализа, обозначенного нами как НЭМ, ле-
жит методика оценки изменений в частот-
ной области спектра снятых электрограмм 
до воздействия исследуемых факторов 
(фоновые данные) и после, что позволяет 
увидеть возбуждение или депрессию актив-
ности исследуемых областей мозга в опре-
делённых γ-ритмах.

Математическая нормализация 
рядов γ-ритмов
Нормализация — это способ организации 

данных, причём в нормализованной базе 
нет повторяющихся данных, поэтому с ней 
легче работать. Поскольку γ-осцилляции 
представляют собой стохастические, не-
стационарные и нелинейные процессы, 
единого математического анализа для них 
не существует. Разные авторы полагают, 
что γ-ритмы являются чуть ли не производ-
ными электрокардиограммы, электромио-
граммы, дыхательных движений, что, по на-
шим результатам и данным других авторов 
[2, 3, 5, 7, 8, 12, 16, 28, 35, 39, 59, 62, 71, 80, 
89], не совсем верно. Мы сочли необходи-
мым рассмотреть вопрос формирования вы-
сокочастотных ритмов ЭГМ. Когда же це-
лесообразнее осуществлять нормализацию, 
до или после преобразования с помощью 

быстрого преобразования Фурье (БПФ)? 
Конечно же, до. Нормализация уменьшает 
объём данных, упрощает поиск по задан-
ным категориям, уменьшает вероятность 
ошибок и аномалий. Нормализованные 
формы данных взаимосвязаны, а если нуж-
но изменить или удалить данные в одном 
пуле, то остальные связанные с ней данные 
автоматически обновятся, т.е. не будет оши-
бок, когда в базу внесут изменения. Иными 
словами, уже на этапе проектирования базы, 
т.е. до начала регистрации ЭГМ, мы пропи-
сываем процесс. Обычно мы нормализуем 
данные «вручную», т.е. закладываем усло-
вия для обращения с трендами, например 
мышечными наводками, двигательными, 
сердечными, пульсовыми, внешними зву-
ковыми, световыми и другими некласси-
фицируемыми факторами, изменяющими 
структуру и динамику ЭГМ.

Известно, что в правилах нормализа-
ции баз данных есть 7 нормальных форм. 
Как правило, приводить данные к нор-
мальным формам следует последовательно, 
поэтому база в шестой нормальной форме 
выступает как идеально нормализован-
ная. Однако на практике нас удовлетворяет 
нормальная форма Бойса – Кодда (НФБК, 
или BCNF), которую именуют усиленной 
третьей нормальной формой [6, 17]. Цель 
нормализации — в устранении излиш-
ней избыточности и дублирования дан-
ных, что неизбежно происходит с рядами 
γ-осцилляций после их оцифровки и пре-
образования Фурье. Разложение функции 
в ряд Фурье является мощным инструмен-
том анализа ЭГМ и, в частности, γ-ритмов, 
поскольку является функцией, представля-
ющей амплитуду и фазу соответствующи-
ми каждой частоте. БПФ имеет два мате-
матических метода: один — для исходных 
непрерывных функций, другой — для мно-
жеств отдельных дискретных значений. 
Оба эти метода идеальны для оценки раз-
личных ЭГМ (ВП, УВП, спонтанные ЭГМ, 
ритмические сверхмедленные колеба-
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ния постоянного потенциала, первичные  
и вторичные ответы, навязанные ритмы 
и т.д.), но при разложении в ряды дают 
избыточные данные, включая удвоение 
и реверсные ряды. Чтобы этого избежать, 
и необходима предварительная нормализа-
ции исходных рядов γ-осцилляций. С по-
мощью нормализации ЭГМ мы выделяем 
квазистационарные участки для последу-
ющего анализа [13].

Математическое нормирование 
высокочастотных составляющих ЭГМ
Регистрируемая в составе ЭЭГ челове-

ка и животных γ-активность простирается, 
по данным разных авторов, от 30 до 250 Гц 
и даже до 600 Гц. Амплитуда  сигна-
ла не превышает 10 μВ, а при 15 μВ — 
γ-ритмы в ЭЭГ рассматриваются как при-
знак патологии. Психотропные средства 
существенно модифицируют γ-осцилляции, 
значительно меняя общую картину, их ам-
плитуду и фазность [11, 12, 28]. Чтобы 
«извлечь» информативные признаки эф-
фектов психотропных средств, особенно 
ноотропов, необходимы некоторые иные 
подходы, одним из которых мы избрали 
нормирование, основанное на двойном ди-
скретно-временном преобразовании Фурье 
(ДВПФ). В строгом смысле, нормирова-
ние — это домножение функции или чле-
нов ряда на специально подобранный фак-
тор для обеспечения равенства единице 
интеграла от этой функции или суммы ряда. 
Функция ЭГМ отображает параметры 
плотности распределения после их домно-
жения. Следует отличать нормализацию 
от нормирования и нормировки. Так, если 
после нормализации все числовые значе-
ния ЭГМ будут приведены к одинаковой 
области их изменений [13, 14], т.е. более уз-
кому диапазону γ-осцилляций, и обеспечат 
корректную работу вычислительных алго-
ритмов, то нормирование даст отображе-
ние элементов поля или целостного кольца 
в некоторое упорядоченное поле для кон-

кретного психотропного средства [12, 14, 
15, 29, 30].

Используя дискретное нормирование 
для упорядоченных с помощью нормали-
зации рядов γ-осцилляций, мы приходим 
к разновидности экспоненциального нор-
мирования, являющегося, в свою очередь, 
отображением целых чисел в аддитивной 
группе, а кольцо нормирования обозна-
чается, естественно, кольцом дискретно-
го нормирования. Определяя расстояние 
между двумя элементами нормированного 
поля F, например между значениями ЭГМ 
при действии психотропного средства Y 
и фона, исходного состояния X, как норму 
разности Y–X, мы превращаем его в ме-
трическое пространство, а в случае неар-
химедовой нормы — в ультраметрическое 
пространство. Разные нормы определяют 
разные метрики, но эквивалентные нор-
мы определяют одинаковую F-топологию. 
Hе вдаваясь в доказательствa и определе-
ния изоморфизма и изометрии, отметим, 
что многообразные функции по терминоло-
гии Бурбаки называются нормированием  
или экспоненциальным нормирова- 
нием [1, 18].

Преобразование Фурье, особенно его бы-
строе преобразование, — базовое понятие 
в обработке сигналов, а в биомедицине — 
основа для анализа ЭЭГ, электромиограм-
мы, ультразвуковой вокализации и др. Эти 
алгоритмы резко сокращают число шагов 
в вычислении преобразования Фурье. Этот 
метод позволяет представить непрерыв-
ную функцию f(x) или сигналы ЭГМ в виде 
суммы бесконечного ряда тригонометриче-
ских функций (синусы, косинусы) с опре-
делёнными амплитудами и фазами на от-
резке времени.

Поскольку после квантования аналого-
вых сигналов ЭГМ мы имеем ряды дис-
кретных значений, к ним адекватно при-
ложим математический аппарат ДВПФ. 
После классических преобразований не-
прерывных сигналов S(t) через δ-функцию 
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Дирака, Фурье-преобразование дискретно-
го сигнала Sd(t) и фильтрацию δ-фукций, 
приходим в случае ограничения во времени 
N отсчётами к выражению для периодиче-
ского спектра Sd(ω) ДВПФ:

где s=0 при 0˃n≥N.
Результат ДВПФ (1) является комплекс-

ной функцией, оптимизированной для пря-
мого и обратного ДВПФ-преобразования.

Используемый нами подход нормирова-
ния ЭГМ как отношений стохастических 
рядов, отображающий влияние психотроп-
ных средств (Fp) к исходным, фоновым 
значениям (Fn), основан на отношениях 
одной функции вещественной перемен-
ной Fp на другую функцию (Fn), т.е. фак-
тически двойном ДВПФ-преобразовании. 
Мы используем БПФ как математическую 
операцию, которая преобразует функ-
цию от времени в частотные компонен-
ты, а также обратную процедуру ДВПФ-
преобразования для перевода частотных 
компонентов во временные же компоненты.

Вычислительные алгоритмы 
нормирования данных ЭГМ
Имея определённое количество последо-

вательных чисел, мы можем оперировать 
ими как одним множеством (V). Любые 
операции над множествами выполняются 
поэлементно. То есть, например, множество  
{6, 2}, сложенное с множеством {2, 3}, бу-
дет равно множеству {8, 5}.

АЦП непрерывно, в течение заданных се-
кунд делает замеры с определённой часто-
той квантования (в нашем случае — 1024). 
После этого пакет входных данных от-
правляется с помощью микроконтроллера 
на компьютер.

Диапазон измерений напряжения на АЦП 
равен от -5 до +5 В. Соответственно, одна 
единица данных представляет собой разни-
цу напряжения на АЦП между определён-
ной парой электродов.

После того как множество данных (дли-
ной 1024) передано на компьютер, оно 
обрабатывается при помощи БПФ. После 
преобразования получается множество 
комплексных чисел, длина которого равна 
длине изначального множества. На этом 
этапе в множестве могут быть как положи-
тельные, так и отрицательные числа.

После этого от множества берётся первая 
половина элементов, т.к. после БПФ мно-
жество симметрично относительно центра. 
Затем для каждого элемента множества 
вычисляется модуль комплексного числа. 
Теперь мы имеем множество длин векторов 
комплексных чисел. На этом этапе числа 
в множестве становятся больше или равны 
нулю, а любое рациональное число, воз-
ведённое в степень, равную двум, будет по-
ложительным.

После набора необходимых данных (фо-
новые измерения + минимум одно измере-
ние после воздействия) выполняется нор-
мирование по формуле (2):

   

Под воздействием понимается множе-
ство, измеренное при действии фармако-
логических, химических или физических 
факторов.

Для удобства вычислений нами исполь-
зована функция atan2 (арктангенс двойного 
угла):

Данная функция (3) позволяет обработать 
возможные нули.

После этой операции получается множе-
ство, все элементы которого лежат в диапа-
зоне от 0 до +π/2.

После функции деления (арктангенса 
двойного угла) применялась функция вы-
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читания БПФ фоновых значений из БПФ 
воздействия.

Для борьбы с растеканием γ-спектра при-
меняют более гладкую оконную функцию 
спектра с более значимым главным лепест-
ком к низким уровням боковых лепестков. 
Когда входной сигнал дискретизируется 
по времени, а не непрерывно, анализ обыч-
но выполняется с применением оконной 
функции, а затем — дискретного преобра-
зования Фурье (ДПФ).

Оконная функция — это математическая 
функция, которая имеет нулевое значение 
за пределами некоторого выбранного ин-
тервала, обычно симметричная относитель-
но середины интервала. Основным назначе-
нием оконных функций является сужение, 
а не сегментация.

Строго говоря, существуют десятки видов 
окон и их перекрытий, но окно Хэмминга 
принято нами как оптимальное и перспек-
тивное. Оно даёт наибольшее приближение 
параметров отдельных ритмов в фоновых 
и экспериментальных ЭГМ, как бы концен-
трируя спектральные картины и повышая 
точность расчётов.

Для вычисления данной функции исполь-
зуется следующая формула (4):

где w(n) — мультипликатор для элемента n;  
n — индекс элемента; N — количество эле-
ментов (размер окна); а — коэффициен-
ты: a0=0,35875, а1=0,487396, а2=0,144232, 
а3=0,01168.

Нейровизуализация и сравнительный
анализ информативных параметров
электрограмм головного мозга
Получаемые данные по соотношению 

частотно-спектральных характеристи ЭГМ 
отображались в линейном графическом виде.

Линейные диаграммы, получаемые с при-
менением устройства QMS17, отражают 
соотношение экспериментальных данных 
к исходным (фоновым) и представлены 
в частотной полосе 60–250 Гц.

Мозг функционирует как единое целое, 
и даже слабые высокочастотные сигна-
лы имеют некоторую мощность, которая 
при стандартной обработке ЭГМ ничтож-
на (<5 μВ) и почти неразличима глазом. 
В силу большого объёма и значительной 
субъективности визуального сравнения по-
лучаемых графиков НЭМ нами был разра-
ботан алгоритм для программного анализа 
результатов и их представления в числовом 
значении. В основе алгоритма также лежит 
функция арктангенса, имеющая ряд особен-
ностей и преимуществ:

1)  функция арктангенса определена 
на всей числовой прямой и непрерывна;

2)  область значений функции строго огра-
ничена интервалом от -π/2 до +π/2;

3) даже небольшие изменения становятся 
весьма заметными.

Формула сравнительного анализа имеет 
следующий вид (5):

где N — сравнительный массив данных; i — 
индекс частоты; S1 — массив исходных (фо-
новых) данных; S2 — массив сравниваемых 
(экспериментальных) данных.

Изучение эффектов Аминалона (ГАМК),   
Галантамина (АЦХ) и Инсулина (Инс)
Системное накопление в мозге нейро-

медиатора ГАМК достигалось с помощью 
однократного внутрижелудочного введения 
препарата «Аминалон» в эквивалентных 
человеку терапевтических дозах (с учётом 
коэффициентов дозопереноса для крыс — 
60 мг/кг). ГАМК — ноотропное средство, 
широко распространено в ЦНС человека 
и млекопитающих и примерно в 50% выяв-
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ляется во всех нервных окончаниях мозга. 
ГАМК является основным тормозным ней-
ромедиатором, биогенным веществом, при-
нимающим участие в нейромедиаторных 
и метаболических процессах в мозге.

Системное накопление в мозге нейроме-
диатора АЦХ достигалось с помощью од-
нократного внутрижелудочного введения 
препарата «Галантамин» в эквивалентных 
человеку терапевтических дозах (с учётом 
коэффициентов дозопереноса для крыс — 
1 мг/кг). АЦХ — селективный, конкурент-
ный и обратимый ингибитор ацетилхолинэс-
теразы, который стимулирует никотиновые 
рецепторы и повышает чувствительность 
постсинаптической мембраны к ацетилхо-
лину. Облегчает проведение возбуждения 
в нервно-мышечном синапсе и восстанав-
ливает нервно-мышечную проводимость. 
Повышая активность холинергической си-
стемы, Галантамин улучшает когнитивные 
функции у животных и человека.

Системное накопление в мозге гормона 
Инс достигалось с помощью однократно-
го транспалатинального введения липо-
сомированной формы Инс-липо в эквива-
лентных человеку терапевтических дозах 
(с учётом коэффициентов дозопереноса 
для крыс — 280 мг/кг). Как известно, 
глюкоза имеет первостепенное значение 
в поддержании γ-осцилляций [57], нейро-
нальной активности и формировании дол-
говременной памяти [43, 90]. Транспорт 
же глюкозы осуществляется инсулин-зави-
симым GLUT4, локализованным в струк-
турах головного мозга с минимальной 
плотностью инсулиновых рецепторов [50]. 
Поэтому нами использован транспалати-
нальный путь введения для оптимального 
достижения уровней экзогенного инсулина 
в искомых областях головного мозга.

Детекция параметров ЭГМ осуществля-
лась согласно фармакокинетическим и фар-
макодинамическим данным, на графиках 
представлены наиболее характерные резуль-
таты по обозначенным реперным точкам.

Результаты и их обсуждение
Аминалон
Через анализ нормированных функций 

ЭГМ осуществлена нейровизуализация 
эффектов Аминалона. Наиболее значимые 
эффекты в различных областях головного 
мозга, отражающие интрацентральные ме-
ханизмы, представлены на рис. 4–6.

НЭМ-анализ ГАМК в гипоталамусе 
(рис. 4) отражает его тотальное деприми-
рующее действие по всему анализируемо-
му диапазону через 20 мин после введения, 
с наиболее выраженными элементами уг-
нетения на диапазоне 60–110 Гц (снижение 
в 25 раз). Через 1 ч после введения наблю-
даемые эффекты сохраняются.

НЭМ-анализ ГАМК в коре мозга (рис. 5) 
отражает его преимущественно активи-
рующее действие через 20 мин после вве-
дения, имеющее волнообразный характер 
и наиболее выраженно проявляющееся 
в диапазоне 60–75 Гц (повышение в 10 раз). 
При этом в более высокочастотном диапа-
зоне (100–250 Гц) параметры НЭМ близ-
ки к фоновым значениям, а на некоторых 
частотах наблюдаются эпизоды угнетения. 
Через 1 ч после введения параметры НЭМ 
близки к фоновым значениям, со смещени-
ем в сторону угнетения (снижение пример-
но в 1,5 раза).

НЭМ-анализ ГАМК в лобных долях 
мозга (рис. 6) выявляет картину, сходную 
с гипоталамусом, и отражает его тотальное 
депримирующее действие по всему анали-
зируемому диапазону через 20 мин после 
введения (снижение в 10 раз) и сохраняю-
щееся через 1 ч после введения (снижение 
в 14 раз). В диапазоне 125–250 Гц актив-
ность мозга достигала фоновых значений.

С целью верификации обнаруженных 
эффектов ГАМК проведён сравнитель-
ный анализ параметров НЭМ с ранее по-
лученными результатами исследования  
активности мозга при действии нейроме-
диатора, преимущественно в низких диа-
пазонах частот. Основные сходства просле-
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Рис. 4. Параметры НЭМ заднего ядра гипоталамуса (nucleus hyphothalamicus posterior) через 1 ч после введения 
ГАМК.
Примечание: здесь и далее, по оси абсцисс — частоты, 60–250 Гц, по оси ординат — спектральные характе-
ристики электрограмм головного мозга (ЭГМ) (отн. ед.); красная кривая — линия тренда.
Fig. 4. NBE parameters of nucleus hyphothalamicus posterior 1 h after GABA administration.
Note: here and below, on the abscissa axis — frequencies, 60–250 Hz, on the ordinate axis — spectral characteristics 
of brain electrograms (BE) (relative units); the red curve is the trend line.

Рис. 5. Параметры НЭМ передней супрасильвиевой извилины (gyrus suprasylvius anterior, неокортекс) через 
20 мин после введения ГАМК.
Fig. 5. NBE parameters of gyrus suprasylvius anterior (neocortex) 20 min after GABA administration.
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живаются в коре головного мозга в области 
35–65 Гц.

Эффекты нейровизуализации согласуют-
ся с фармакодинамическими и фармакоки-
нетическими параметрами (Cmax=60 мин 
(в плазме), через 24 ч в плазме крови сле-
ды вещества не обнаруживаются) и отра-
жают характер влияния препарата на цикл 
сна-бодрствования, когнитивные функции 
и ВНД животных и человека.

Наблюдаемое подавление активности вы-
сокочастотных параметров НЭМ при дей-
ствии ГАМК в лобных долях, очевидно, 
«растормаживает» кору головного моз-
га. Депримирующие эффекты препарата 
в гипоталамусе и лобных долях, а также 
активирующие эффекты в коре мозга сви-
детельствуют о принципах равновесия ин-
трацентральных отношений.

Можно заключить, что обнаруженные 
эффекты отражают седативные, умеренные 
анксиолитические и антидепрессивные, 

а также ноотропные свойства, связанные, 
по всей видимости, с механизмами ингиби-
рования обратного захвата ГАМК.

Активация ГАМК-ергической стресс-ли-
митирующей системы может рассматри-
ваться как один из перспективных методов 
в профилактике и лечении заболеваний, 
связанных с нейрогенным фактором.

Галантамин
Наиболее значимые эффекты, отра-

жающие интрацентральные механизмы 
при действии Галантамина, представлены 
на рис. 7, 8.

Параметры НЭМ в гиппокампе через  
20 мин после введения АЦХ близки к фо-
новым значениям, с незначительным сме-
щением в сторону угнетения (рис. 7). 
Через 1 ч после введения (рис. 8) наблюдае-
мая картина в целом сохраняется, смещение  
в сторону угнетения имеет более выражен-
ный характер (снижение примерно в 0,8 и 0,7 
раза соответственно).

Рис. 6. Параметры НЭМ прореальной извилины (gyrus prorealis, лобные доли) через 20 мин после введения ГАМК.
Fig. 6. NBE parameters of gyrus prorealis (frontal lobes) 20 min after GABA administration.
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Рис. 7. Параметры НЭМ заднего гиппокампа (hippocampus posterior) через 20 мин после введения АЦХ. Наблю-
дается проявление сетевой наводки в 100, 150, 200 Гц.
Fig. 7. NBE parameters of hippocampus posterior 20 minutes after Acetylcholine administration. Network noise at 100, 
150, and 200 Hz is observed.

Рис. 8. Параметры НЭМ заднего гиппокампа (hippocampus posterior) через 1 ч после введения АЦХ. Наблюдает-
ся проявление сетевой наводки в 100 и 150 Гц.
Fig. 8. NBE parameters of hippocampus posterior 1 h after Acetylcholine administration. Network noise is manifested 
at 100 and 150 Hz.

НЭМ-анализ АЦХ в гипоталамусе вы-
являет картину, сходную с гиппокампом: 
через 20 мин и через 1 ч после введения 
Галантамина параметры НЭМ близки к фо-
новым значениям, со смещением в сторо-
ну угнетения (снижение примерно в 0,7 
и 2,5 раза соответственно).

Наибольшее угнетение высокочастотных 
ритмов в обеих зонах мозга обнаруживает-
ся на частотном диапазоне 60–150 Гц.

Ввиду наблюдаемой десинхронизации 
и проявления сетевой наводки при дейст-
вии Галантамина требуются дополнитель-
ные исследования, включая подбор доз 
и коррекцию режима введения препарата.

Сравнительный анализ параметров НЭМ 
с ранее полученными результатами иссле-
дования активности мозга при действии 
нейромедиатора преимущественно в низ-
ких диапазонах частот с целью верифика-
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ции обнаруженных эффектов АЦХ выявил 
основные сходства в гиппокампе в области 
45–50, 60 Гц.

Эффекты нейровизуализации согласуют-
ся с фармакодинамическими и фармакоки-
нетическими параметрами (Cmax=60–90 мин 
(в плазме), через 24 ч выводится около 20% 
Галантамина) и отражают характер влия-
ния препарата на когнитивные функции.

Можно заключить, что наблюдаемые эф-
фекты отражают облегчение проведения 
возбуждения в нервно-мышечном синап-
се и восстановление нервно-мышечной 
проводимости в случаях её блокады ми-
орелаксантами, т.е. ноотропные свойства 
с минимальным седативным компонентом, 
связанные, по всей видимости, с механиз-
мами ингибирования обратного захвата 
ацетилхолинэстеразы.

Таким образом, активация ацетилхо-
линэстеразной системы также может рас-
сматриваться как один из перспективных 

методов в профилактике и лечении заболе-
ваний, связанных с нейрогенным фактором.

Инсулин липосомированный
Через анализ нормированных функций 

ЭГМ осуществлена нейровизуализация 
эффектов Инс-липо. Наиболее значимые 
эффекты в различных областях головного 
мозга, отражающие интрацентральные ме-
ханизмы, представлены на рис. 9, 10.

Параметры НЭМ в коре мозга через 30 мин 
после введения Инс (рис. 9) близки к фоно-
вым значениям, с некоторым смещением 
в сторону активации (повышение в 2 раза). 
Через 1 ч после введения наблюдаемая кар-
тина в целом сохраняется, смещение в сто-
рону активации имеет более выраженный 
характер (повышение в 4 раза).

НЭМ-анализ Инс в гиппокампе (рис. 10) 
выявляет картину, сходную с корой мозга: 
через 20 мин после введения наблюдается 
близкий к фону уровень активности вы-
сокочастотных ритмов, а через 1 ч после 

Рис. 9. Параметры НЭМ передней супрасильвиевой извилины (gyrus suprasylvius anterior, неокортекс) через 1 ч 
после введения Инс.
Fig. 9. NBE parameters of gyrus suprasylvius anterior (neocortex) 1 h after Insulin administration.
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Рис. 10. Параметры НЭМ заднего гиппокампа (hippocampus posterior) через 1 ч после введения Инс.
Fig. 10. NBE parameters of hippocampus posterior 1 h after Insulin administration.

введения, при общей сохраняющейся тен-
денции, наблюдаются признаки активации, 
наиболее выраженные в области 60–75 Гц 
(повышение в 2 и 5 раз соответственно).

Проведённый сравнительный анализ 
параметров НЭМ с ранее полученными 
результатами исследования активности 
мозга при действии гормона не выявил 
убедительных сходств в низких диапазо-
нах частот.

Эффекты нейровизуализации могут сви-
детельствовать о том, что применяемая 
биодоступная форма инсулина связана 
с продолжительным действием и «длин-
ными» фармакодинамическими и фарма-
кокинетическими параметрами, которые 
отражают характер влияния препарата 
на процесс гликолиза.

«Растормаживающее» действие в коре го-
ловного мозга и гиппокампе, нарастающее 
примерно через 1 ч после введения, может 
отражать особенности интрацентральных 
отношений мозга на фоне действия Инс.

Можно предположить взаимосвязь сни-
жения уровня глюкозы в крови, повышения 
её усвоения тканями и усиления липогене-

за и гликогеногенеза, т.е. метаболотропных 
свойств с ноотропными.

Активация сигнальной инсулиновой 
системы также может рассматриваться 
как один из перспективных методов в про-
филактике и лечении заболеваний, связан-
ных с нейрогенным фактором.

Заключение
Работа посвящена поиску информа-

тивных точек головного мозга и инфор-
мативных параметров ЭГМ в диапазоне 
γ-осцилляций, позволяющих установить 
базовые признаки для скрининга и изуче-
ния интимных механизмов действия ме-
таболотропных и психотропных средств 
и особенно ноотропов. Прежде всего нас 
интересовали эффективные параметры 
для оценки влияния на память и когнитив-
ные функции. Можно отметить несколько 
характерных проявлений γ-осцилляций.

Во-первых, стабильность картины, ха-
рактерной для состояния покоя животных 
или действия ГАМК-тропного вещества 
Аминалона, а также эффектов Галантамина 
и Инсулина на пике их плазменной кон-
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центрации (по параметрам фармакоки-
нетики). Ранее мы уже подчёркивали, 
что для пресинаптического высвобождения 
нейромедиатора ГАМК, а также для мем-
бранного транспорта ионов в дендритах 
и обширной оболочке аксонов требуют-
ся высокие энергетические затраты [22]. 
Быстродействующие PV+ интернейроны 
играют центральную роль в возникновении 
γ-колебаний, обеспечивающих фундамен-
тальный механизм обработки сложной ин-
формации во время сенсорного восприятия, 
двигательного поведения и формирования 
памяти в сетях гиппокампа и неокортекса. 
И наоборот, дефицит глюкозы и кислоро-
да (метаболический стресс), поступление 
и/или чрезмерное образование активных 
форм кислорода и азота (окислительный 
стресс) может сделать эти интернейро-
ны уязвимой мишенью [22]. Дисфункция 
при быстром нарастании PV+ интернейро-
нов может установить низкий порог для на-
рушения быстрых сетевых колебаний и, сле-
довательно, более динамичных функций 
мозга. Этот механизм может иметь боль-
шое значение для гериатрических иссле-
дований (старения мозга), поиска способов 
улучшения консолидации памяти и когни-
тивных функций, а также для диагностики 
и лечения различных острых и хрониче-
ских заболеваний головного мозга, таких 
как инсульт, сосудистые когнитивные на-
рушения, эпилепсия, болезнь Альцгеймера 
и шизофрения. Можно констатировать, 
что разработанный и используемый нами 
подход нормирования электрограмм мозга 
(НЭМ) позволяет достаточно стабильно 
получать и оценивать характерные для раз-
ных групп фармакологических веществ 
эффекты. Смещение мощностей НЭМ от-
дельных частот или групп γ-осцилляций 
в отрицательную или положительную по-
добласти является стабильным фактором 
для конкретных фармсредств, но ещё пред-
стоит найти биомедицинские корреляты 
полученным феноменам.

Во-вторых, любое изменение состояния 
покоя, а особенно поисковые реакции жи-
вотных, сопровождаются возрастанием 
нестационарности в ЭГМ, некоторым «ха-
осом» [47, 86] в высокочастотной ритмике 
как у животных, так и у человека. Новые 
методы анализа электрической активности 
(ЭА) позволили разделить топографиче-
скую представленность γ-волн и их син-
хронность. В частности, при исследовании 
вызванной активности в ЭЭГ человека (ме-
тод вейвлетного анализа) было обнаружено, 
что в интервале 200–500 мс после стимула 
очень стабильные во времени и топогра-
фии γ-волны были несинхронны, тогда 
как ранние (80–120 мс) γ-волны были очень 
вариабельны по топографии, но совмести-
мы во времени. Авторы рассматривают 
выраженность γ-активности и её нестаци-
онарности как информативный показатель 
когнитивной деятельности. Имеющиеся 
литературные данные свидетельству-
ют о том, что пространственная синхро-
низация ЭА мозга на высоких частотах  
(30–200 Гц) является необходимым усло-
вием функционального объединения ней-
ронов для их совместной деятельности [16].

В-третьих, исследованные нами сред-
ства рецепторного и метаболотропного 
действия имеют общие черты влияния 
на γ-осцилляции, проявляющиеся в ста-
бильной и характерной для каждого веще-
ства картине. Так, действие ГАМК на мозг 
характеризуется преимущественно депри-
мирующими эффектами, наблюдаемыми 
в гипоталамусе и лобных долях, а также 
активирующими эффектами в неокортек-
се. Действие АЦХ на мозг характеризуется 
частичными депримирующими эффектами 
в гиппокампе и гипоталамусе. Действие 
Инс на мозг характеризуется частичными 
активирующими эффектами в неокортексе 
и в гиппокампе.

Обобщая полученные данные, можно вы-
делить ряд аспектов действия ГАМК, АЦХ 
и Инс на γ-осцилляции. ГАМК синхронизи-
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рует НЭМ, что проявляется в возрастании 
амплитудных характеристик НЭМ. АЦХ, 
в противоположность ГАМК, оказывает 
десинхронизирующее действие на НЭМ, 
резко снижая амплитуду и сдвиг в сторо-
ну более высоких частот γ-осцилляций. 
Десинхронизирующее действие АЦХ 
на НЭМ в лобном полюсе мозга крыс сопро-
вождается синхронизацией γ-осцилляций 
в гипоталамусе и других субкортикальных 
структурах. Инс, подобно ГАМК, выравни-
вает картину НЭМ, приближая амплитуд-
ные характеристики γ-осцилляций к уров-
ню исходных (фоновых) показателей.

Возрастание значимости метаболиче-
ского компонента в ряду АЦХ, ГАМК, 
Инс сопровождается ростом мощности 
γ-осцилляций и их синхронизации. Рост 
десинхронизирующего действия наблюда-
ется по мере превалирования рецепторных 
механизмов от АЦХ к ГАМК и Инс.

γ-активность головного мозга поддержи-
вается на системном уровне. Так, блокада 
γ-осцилляций в лобном полюсе приводит к их 
активации в сопряжённых структурах голов-
ного мозга: гипоталамусе, ретикулярной фор-
мации, хвостатом ядре и др. [11, 12, 29, 30].

Смещение мощности НЭМ по частотно-
му диапазону является признаком, харак-
теризующим действие нейромедиаторов. 
Депримирующее действие ГАМК наибо-
лее ярко прослеживается на всём анализи-
руемом диапазоне в заднем ядре гипота-

ламуса и прореальной извилине, а также 
на частотах 100–145, 175, 205, 225, 240 Гц 
в передней супрасильвиевой извилине. 
Активирующее действие ГАМК в коре наи-
более выраженно проявляется в диапазоне 
60–75 Гц. Депримирующее действие АЦХ 
наиболее ярко прослеживается в гиппокам-
пе и гипоталамусе на частотах около 60–65, 
95–105 и 150 Гц. Активирующее действие 
Инс наиболее ярко прослеживается в диа-
пазоне 60–85 Гц, наиболее заметные эле-
менты депримации детектируются на ча-
стоте около 150 Гц.

Формирование γ-осцилляций под влияни-
ем веществ, изменяющих нейромедиатор-
ный пейзаж, имеет характерные признаки 
для различных отделов мозга: в лобных 
долях, коре, гипоталамусе и гиппокампе 
при действии ГАМК, АЦХ и Инс обнаружи-
ваются стабильные эффекты, совпадающие 
с фармакодинамическими и фармакокинети-
ческими параметрами и отражающие дейст-
вие на фундаментальные механизмы мозга.

Наблюдаемые изменения нормиро-
ванных параметров ЭГМ подтвержда-
ют наши результаты [12] и литературные 
данные о влиянии тестируемых средств 
на когнитивные функции, взаимосвязанные 
с активностью γ-ритма. Преобладающие 
изменения в высокочастотном γ-диапазоне  
(до 250 Гц) могут являться важнейшими 
показателями эффектов нейропсихотроп-
ных средств.
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Введение
Вклад исследований на животных в ме-

дицину трудно переоценить. Они широко 
используются в современной медицине, 
в научных исследованиях и в системе обра-
зования. Так, биомедицинские исследова-
ния с использованием животных необходи-
мы для разработки и оценки новых методов 
лечения, фундаментальных исследований 
(биологических структур и функций, за-
болеваний и др.), создания биологических 
продуктов (вакцин, антител и т.п.) и других 
целей. Одними из наиболее близких к чело-
веку по физиологии сердечно-сосудистой 
системы, органов пищеварения, строению 
зубов, почек, кожи, глаз, составу крови и по-
казателей артериального давления являют-
ся свиньи, в частности минипигсы, кото-
рые были выведены в 1974 году в Научном 
центре биомедицинских технологий ФМБА 
России. Минипигсы удобны для содержа-
ния в лабораторных условиях и проведения 
на них различных манипуляций, поскольку 
обладают небольшой живой массой и ма-
лыми размерами. В их генотипе отсутству-
ют гены карликовости, но они отселекти-
рованы по малым размерам и небольшой 
массе тела. Эти количественные признаки 
закреплены в генотипе минипигсов в ре-
зультате сложного кроссбридинга, а также 
последующего отбора на протяжении ряда 
поколений [5].

В данной работе мы дадим сравнение на-
иболее часто используемых лабораторных 
животных с минипигсами. Для различных 
исследований наибольшее распростране-
ние получили лабораторные мыши вида 
Mus musculus L. Они нашли широкое рас-
пространение как в России, так и за ру-
бежом [8, 13, 14]. Геном мыши содержит 
20 пар хромосом, что составляет около 
2,7 млрд комплементарных пар основа-
ний нуклеиновых кислот, а у человека — 

23 пары хромосом (около 3,2 млрд нуклео-
тидов), что позволяет сравнивать напрямую 
генетические коды мыши и человека. В их 
геномах содержится примерно по 30 тыс. 
генов. 99% генов человека соответству-
ют генам мыши, и 80% из них абсолютно 
идентичны [10–12]. Мышей используют 
для научных целей в биологии, онкологии, 
токсикологии, фармакологии, физиологии, 
микробиологии, генетике, для определения 
токсичности лекарств и стандартизации 
химических и биологических препаратов, 
стандартизации гормональных препаратов, 
вакцин, сывороток, для изучения злокаче-
ственных опухолей, лейкозов, гнотобиот-
ных процессов [1, 4].

Обезьяны. Обезьяны вследствие большо-
го биологического сходства с человеком яв-
ляются адекватной экспериментальной мо-
делью для решения многих задач биологии 
и патологии человека. У макак ДНК на 93% 
совпадает с человеческой, что делает их 
кандидатами для создания гуманизирован-
ных моделей [20].

Отдельно стоит отметить ограничения, 
связанные с использованием обезьян в био-
медицинских исследованиях. Использование 
приматов в Европейском союзе регулируется 
Директивой 2010/63/EU, вступившей в силу 
1 января 2013 года. Она разрешает исполь-
зование приматов, если отсутствуют дру-
гие альтернативные методы. Тестирование 
на приматах разрешено для фундаменталь-
ных и прикладных исследований, тестиро-
вания качества и безопасности лекарств, 
продуктов питания и других продуктов, 
а также исследований, направленных на со-
хранение вида. Использование человеко-
образных обезьян, как правило, не допу-
скается, за исключением случаев, когда 
считается, что эти действия необходимы 
для сохранения вида или в связи с нео-
жиданной вспышкой опасного для жизни 
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или изнуряющего клинического состояния 
у людей. Директива подчеркивает использо-
вание принципа 3R (замена, уточнение, сокра-
щение) и благополучие животных при прове-
дении тестирования на приматах [21].

Поправка 2013 года к Закону Германии 
о защите животных со специальными пра-
вилами для обезьян привела к почти пол-
ному запрету на использование человекоо-
бразных обезьян в качестве лабораторных 
животных. Последний раз человекообраз-
ные обезьяны использовались в лаборатор-
ных экспериментах в Германии в 1991 году.

Использование же грызунов и мини- 
пигов ограничивается только правилом 
трех R, что делает их наиболее доступными 
для различных манипуляций.

В статье представлены некоторые дан-
ные, полученные Научным центром биоме-
дицинских технологий ФМБА России, ко-
торые показывают значимость минипигсов 
в биомедицинских исследованиях и откры-
вают перспективы их дальнейшего исполь-
зования. В работе используются минипи-
гсы, самцы и самки в возрасте 8–11 мес. 
со средней массой тела 18,5±0,74 кг, выве-
денные в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. 
Животные содержатся в одном помещении, 
в групповых станках по 4 особи, с оптималь-
ными параметрами микроклимата и осве-
щения для содержания крупных лаборатор-
ных животных. Используется стандартный 
тип кормления — полнорационный комби-
корм СК-8 (норма — 320 г/сут на голову), 
поение без ограничений. Исследования 
проводятся в соответствии с Директивой 
ЕС 2010/63/ЕС и Базельской декларацией 
от 2011 года о защите животных, использу-
емых в научных целях. Все эксперименты 
одобрены биоэтической комиссией ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России [6].

Минипигсы как биомодель
Атеросклероз. Оказалось, что мини-

пигсы являются адекватной биомоделью 
для изучения патогенеза этого заболева-

ния. Изучены возрастные особенности 
изменения биохимических показателей 
и липидного обмена сыворотки крови этих 
животных. Было изучено содержание в сы-
воротке крови общего холестерина, три-
глицеридов, соотношение фракций липо-
протеидов у животных разного возраста. 
Минипигсы использовались при изучении 
роли экзогенных химических соединений, 
в т.ч. и фторидов, в патогенезе атероскле-
роза и ускорении естественных процессов 
старения [4].

Пневмоцитоз. Исследования проводи-
лись на молодняке минипигсов. У поросят 
болезнь протекала с явлениями пневмонии. 
После культивирования Pn. Carinii в куль-
туре клеток была выявлена локализация 
возбудителя в цитоплазме.

Ишемия головного мозга. На минипиг-
сах изучалась острая ишемия головно-
го мозга. Полученные данные позволили 
охарактеризовать миниатюрных свиней 
как животных, которые легко переносят 
«выключение» обеих общих сонных ар-
терий. При этом у них, как и у людей, 
при острых нарушениях мозгового крово-
обращения возникают проявления висце-
ральной патологии — нарушается функци-
ональное состояние печени [6].

Язва пищевода и желудка. Исследования 
показали необычайно высокую частоту 
язвы пищевода и желудка у минипигсов. 
Изучаемые симптомы привлекают внимание 
ученых отчасти как результат существования 
связи между частотой заболевания и типом 
рациона, а также в связи с тем, что этиоло-
гия и патогенез схожи с таковой у человека. 
У минипигсов объём секреции желудочного 
сока и концентрация гастрина в сыворотке 
крови сравнимы с человеческими.

Гнотобиоты. Большой интерес представ-
ляют безантигенные животные, контролируе-
мые не только по микробному, но и по анти-
генному фактору. Гнотобиотическое животное 
подвергается действию трех факторов: от-
сутствия микрофлоры, стерильной диеты  
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и микроклимата изолятора. Суммарный эф-
фект этих факторов формирует специфиче-
ский морфофизиологический статус орга-
низма гнотобиота, для которого характерно 
недоразвитие дыхательной, лимфатической 
и пищеварительной систем, а также наличие 
структурных изменений в остальных органах 
и системах.

Моделирование алкоголизма. Минипиг-
сы сходны с человеком по физиологии 
пищеварения, уровню многих ферментов 
метаболизма, строению и функциям раз-
личных систем и органов и, как оказалось, 
по поведенческим признакам опьянения. 
На минипигсах моделируются главные чер-
ты этого заболевания, свойственные чело-
веку, — добровольное потребление алкого-
ля и четкое разделение отдельных стадий 
заболевания. Изучались патологические 
изменения в тканях и органах при хрониче-
ском алкоголизме.

Дерматология. На минипигсах произ-
водится изучение патогенетических меха-
низмов восстановления стромально-эпи-
телиальных возрастных изменений кожи 
с помощью клеточной трансплантации. 
Методами гистологии и иммуногистохимии 
оценивается приживаемость трансплан-
тируемых клеток, возможное воспаление 
и структурные изменения, происходящие 
в дерме в результате трансплантации.

Группы крови. Работа по выявлению 
сходств и различий по эритроцитарным ан-
тигенам между человеком и минипигсами 
проводилась путем постановки перекрест-
ных реакций с использованием методики 
определения групп крови человека и ме-
тодики определения групп крови свиней. 
В результате проведенных исследований 
выявлено чёткое сходство между антиге-
ном А системы АВ0 у человека и антиге-
ном Аа системы А у минипигсов. А так-
же между антигеном е(hr´)´ системы Rh 
у человека и антигенами Еа и Ее системы 
Е у минипигсов. По остальным антигенам 
сходства не обнаружено. Установлена вы-

сокая степень сходства эритроцитарных 
систем АВ0 у человека и системы А у на-
ших мини-свиней, а также системам Rh 
у человека и системы Е у мини-свиней. 
Выявлено сходство между генотипами че-
ловека по системе АВ0: 0 (I), А (II) и АВ 
(IV) и генотипами минипигсов по системе 
А: A./., Аа/. и Ао/. По остальным системам 
человека (Kell и MNs) и системам мини-
пигсов (B, D, F, G, L) иммунологического 
сходства не установлено.

Спорт и восстановительная медицина. 
Отдельный интерес представляет изучение 
характеристики воздействия на организм 
человека физических нагрузок разной мощ-
ности при изучении процессов адаптации 
организма к физическим нагрузкам и при-
менения в клинической спортивной и вос-
становительной медицине. Экстремальные 
физические нагрузки на мелких лаборатор-
ных животных имеют ограничения из-за 
больших различий в скорости метаболиз-
ма этих животных и человека, а также не-
возможности многократного забора крови. 
Мини-пиги представляют собой наиболее 
релевантную человеку биомодель с этой 
точки зрения.

Моделирование предельной физической 
нагрузки у светлогорских минипигсов 
(рис. 1) показало, что работа «до отказа» 
вызвала статистически значимое увеличе-
ние концентрации лактата в крови минипиг-
сов на 60% к окончанию нагрузки (р<0,001) 
по сравнению с исходным донагрузочным 
уровнем. Через 30 мин после окончания на-
грузки уровень лактата всё ещё превышал 
исходный (р<0,05) на 30%, но уже через 1 ч 
не отличался от исходного (р>0,05). Эти ре-
зультаты аналогичны наблюдаемым у чело-
века [15].

Повышение уровня лейкоцитов после 
нагрузки у минипигсов совпадает с извест-
ным эффектом у человека. W. Winternitz 
(1893), Е. Willebrand (1903) установили 
появление лейкоцитоза после мышечной 
деятельности.
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Первым исследователем, установившим 
закономерности изменения количества 
лейкоцитов под непосредственным влия-
нием физической нагрузки, был А.П. Егоров 
(1926). Он впервые дал качественную и ко-
личественную характеристику изменениям 
лейкоцитов и выделил три фазы лейкоцитоза.

Первая фаза (лимфоцитарная) возника-
ет после относительно небольшой работы. 
Она характеризуется незначительным лей-
коцитозом ((8–12)×109/л), снижением от-
носительного количества нейтрофилов, аб-
солютным и относительным увеличением 
количества лимфоцитов и относительным 
уменьшением количества эозинофилов. 
Вторая фаза (нейтрофильная) появляется 
после сравнительно большой работы. Она 
характеризуется большим увеличением ко-
личества лейкоцитов ((16–18)×109/л).

Третья фаза (интоксикационная) проте-
кает по двум типам: регенеративному и де-
генеративному. При регенеративном типе 
происходит значительное увеличение коли-
чества лейкоцитов ((20–50)×109/л), увели-
чение количества нейтрофилов со сдвигом 
влево, уменьшение количества лимфоцитов 
(1%), полное исчезновение эозинофилов. 
Дегенеративный же тип характеризуется 
хотя и менее выраженным лейкоцитозом 
((10–15)×109/л), но более резким сдвигом 
нейтрофилов влево, абсолютной лимфо- 
и эозинопенией и появлением патологиче-
ских форм лейкоцитов. Интоксикационная 
фаза лейкоцитоза свидетельствует о край-
ней чрезмерности нагрузки (табл. 2).

Минипигсы демонстрируют повышение 
уровня лейкоцитов через 6 ч после перене-
сенной тяжелой физической нагрузки. Если 

Рис. 1. Сравнение динамики утилизации лактата после перенесенной физической нагрузки у человека и мини-
пигсов.
Fig. 1. Comparison of the dynamics of lactate utilization after physical exertion in humans and minipigs.

Таблица 1. Морфологический состав крови минипигсов до и после физической нагрузки
Table 1. Morphological composition of minipig blood before and after physical exertion

Параметры До нагрузки Сразу после 30 мин 1 ч 6 ч 12 ч 24 ч
Лейкоциты, 
109/л

12,5±0,77 11,7±0,60 14,4±1,19 14,6±1,01 15,8±0,78*** 14,1±0,67 12,1±0,51

Эритроциты, 
1012/л

8,2±0,11 8,0±0,11 7,8±0,15 7,9±0,09 7,8±0,13 7,7±0,13 7,6±0,10

Тромбоциты, 
109/л

385,3±32,13 393,3±32,12 370,4±37,46 376,5±38,29 323,3±31,50 274±22,75* 345,8±26,11

Гемоглобин, 
1012/л 

152,6±2,92 148±3,38 144,4±4,52 146,4±3,77 143,9±4,15 142,4±4,59 140,5±4,06

Человек Минипигс
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проводить аналогию с данными по челове-
ку, полученные нами результаты указыва-
ют на тяжелую физическую нагрузку и не-
подготовленность организма минипигсов 
к выполнению данной мышечной работы.

На рис. 2 видно, что происходит резкое 
нарастание нейтрофилов через 30 мин по-
сле бега, указывающее на возникновение 
2-й фазы лейкоцитоза (нейтрофильная фаза), 
что позволяет нам сделать вывод о тяжести 
физической нагрузки животных. При этом 
значимо уменьшается количество лимфо-
цитов. Эти данные также свидетельствуют 
о схожести физиологических процессов, на-
блюдаемых у человека после перенесенной 
тяжелой физической нагрузки [15].

Молекулярно-генетические маркеры, 
изученные на минипигсах. При изучении 
генов-мишеней именно NFE2L2 оказался 
наиболее чувствителен к степени физи-
ческой нагрузки у модельных животных, 
он может служить оценочным критерием 
при проведении молекулярно-генетиче-

ских исследований работоспособности 
и выносливости у минипигсов. Он реко-
мендован для проведения исследований 
влияния фармакологических препаратов 
на восстановительные свойства организма 
при возможном выборе фармнутриентов 
и биологически активных веществ и экстра-
поляции исследований на человека. Фактор 
транскрипции Nrf2 (ген NFE2L2) является 
мастер-регулятором антиоксидантной за-
щиты организма, под контролем которого 
находится транскрипция генов, кодиру-
ющих ключевые белки антиоксидантных 
систем глутатиона (Gclc, Gclm, Gsr1, xCT) 
и тиоредоксина (Txn, Txnrd1, Srxn1), а так-
же ферменты синтеза НАДФН (G6pd, Pgd, 
Idh1, Me1) и детоксикации АФК (Gpx1, 
Gsta1/2/3/5, Gstm1/2/3, Gstp1, Nqo1) [10]. 
Nrf2 экспрессируется во всех органах в от-
вет на окислительный стресс. Было пока-
зано, что ген NFE2L2, кодирующий фактор 
транскрипции Nrf2, активно экспрессиру-
ется при физических нагрузках [7, 25].

Таблица 2. Сравнение некоторых репродуктивных параметров наиболее значимых для биомедицинских исследо-
ваний лабораторных животных, пригодных для трансгеноза
Table 2. Comparison of some reproductive parameters of the most significant laboratory animals, suitable for transgenosis

Вид
Продолжи-
тельность 

жизни

Возраст 
наступления 

половозрелости

Длительность 
беременности  

и овариальный 
цикл

Потомство Интервал 
между родами

Интервал времени 
для создания 

устойчивой генно-
модифицированной 

линии*

Макака-
резус До 21 года

3–4 года,
около 18 лет — 

репродуктивный 
период

165 дней  
беременность,

28–29 дней 
менструальный 

цикл

1, реже 2, 
детёныша 

за цикл,
14–16 

детёнышей 
за жизнь

360 дней

От 4-х лет —  
на 1 поколение,

от 80 лет —  
на устойчивую 

линию

Мини-
свинья 10–15 лет 5,5–7,5 мес.

114–118 дней 
беременность,

21 день 
овариальный 

цикл

5–12  
детёнышей 

за цикл,
~25 за год  
(2 цикла)

~180 дней  
(2 приплода 

за год)

От 1 года  
на 1 поколение,

от 20 лет —  
на устойчивую 

линию

Мышь 1–2 года 21–30 дней

18–24 дня  
беременность,

4–5 дней 
эстральный 

цикл

6–10 
мышат за 

цикл

От 18 дней  
(могут 

оплодотво-
ряться 

сразу после 
рождения 
мышат)

3–4 поколения в год,
от 7 лет —  

на устойчивую 
линию

Примечание: * — принято, что генно-модифицированная линия считается устойчивой после 20 поколений.
На базе Научного центра биомедицинских технологий ФМБА России создано 13 трансгенных, 5 трансгенно-
нокаутных и 4 нокаутных линии мышей.
Note: * — accepted that a genetically modified line is considered stable after 20 generations.
At the Scientific Center for Biomedical Technologies of the FMBA of Russia, 13 transgenic, 5 transgenic-knockout, and 4 
knockout mouse lines were created.
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Также мишенями для молекулярных ис-
следований являлись уровни экспрессии 
следующих генов: IL-6, HMGB1, TNF (гены, 
отвечающие за синтез белков, относящихся 
к группе цитокинов) и SIRT (трансфераза 
из семейства белков-сиртуинов).

Ген IL-6 является провоспалительным 
цитокином, принимающим участие в вос-
палительной реакции, а также сильным 
эндогенным пирогеном, участвует в со-
зревании ряда иммунокомпетентных тка-
ней, в т.ч. В-клеток. Нарушение регуляции 
в синтезе данного белка ассоциируется 
с миксомой сердца, неалкогольной жировой 
болезнью печени, ревматоидным артритом, 
а также в клеточном массиве миеломы. 
Ген TNF кодирует полифункциональный 
цитокин. Данный белок продуцируется 
в основном клетками-макрофагами, спо-
собен вызывать гибель линий опухолевых 
клеток. Ассоциируется с неалкогольной 
жировой болезнью печени, различными 
формами рака, упоминается как инициатор 
цитокинового шторма при иммунотерапии 
раковых опухолей. Ген HMGB1 кодирует 
белок-цитокин, принадлежащий суперсе-
мейству High mobility Group-box. Данный 
белок участвует в организации и регуляции 
транскрипции ДНК. Обычно содержится 
в нуклеоплазме. Вне клетки он является 
индуктором ряда провоспалительных ци-
токинов. Его связывают с подавлением 
эпигенетических генов и рекомбинации 
рДНК. Его накопление вне цитоплазмы 

клетки связывают с процессом старения 
и некоторыми возрастными патологиями. 
Ген Sirt (сиртуин 1), в отличие от вышепе-
речисленных генов, не является кодирую-
щим цитокин. Данный ген кодирует белок-
трансферазу. По некоторым данным белки 
этой группы способны положительно ре-
гулировать длину теломер. По указанным 
генам разработаны системы ПЦР-детекции, 
видоспецифичные праймеры и программы 
для анализа уровня экспрессии, которые 
могут представлять научный интерес в би-
омедицинских исследованиях [7].

Параметры мозга и высшей нервной 
деятельности. Размеры мозга у некото-
рых лабораторных животных: у мыши — 
в среднем 0,5 г; у мини-свиней — 45–70 г; 
у обезьяны (макак-резусов) — 73–120 г; 
у человека — в среднем 1500 г.

Несмотря на поверхностные различия, 
особенно в размере и весе, мозг мыши и его 
функции могут служить мощной моделью 
на животных для изучения заболеваний 
человеческого мозга или психических рас-
стройств. Гены, ответственные за построе-
ние и функционирование мозга мыши и че-
ловека, на 90% идентичны. Трансгенные 
линии мышей также позволяют нейробио-
логам целенаправленно маркировать опре-
деленные типы клеток, чтобы исследовать 
нервную основу фундаментальных процес-
сов. В коре головного мозга мыши около 
8–14 млн нейронов, в то время как у людей 
их более 10–15 млрд.

Рис. 2. Изменения лейкоцитарной фракции крови минипигсов до и после физической нагрузки.
Fig. 2. Changes in the leukocyte fraction of minipigs blood before and after physical exertion.
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Понимание нейрофизиологических основ 
функционирования мозга человека невоз-
можно без использования животных мо-
делей с применением инвазивных методов 
исследования. Наиболее близкими живот-
ными к человеку в эволюционном плане, 
а также по анатомическому строению и фи-
зиологическим особенностям являются обе-
зьяны [20].

Среди всех известных видов обезьян ма-
каки-резусы — самая распространенная 
животная модель для изучения процессов 
высшей нервной деятельности. Однако, 
учитывая явные различия во многих когни-

тивных способностях человека и обезьяны, 
в размере и строении их мозга, не всегда 
можно напрямую обобщать получаемые 
результаты.

Параметры психоэмоционального со-
стояния. Нами изучены параметры уль-
тразвуковой вокализации (УЗВ) животных, 
отражающей их функциональное и психоэ-
моциональное состояние (рис. 3).

Ультразвуковая вокализация в состоянии 
покоя характерна для всех исследован-
ных нами лабораторных животных (мыши, 
крысы, хомяки, морские свинки, кролики, 
мини-свиньи, обезьяны), а также челове-

Рис. 3. Ультразвуковая вокализация (распределение числа случаев обнаружения ультразвука) наиболее значи-
мых лабораторных животных и человека. По оси абсцисс — частота (кГц), по оси ординат — спектральная 
плотность мощности (коэффициент, КСПМ).
Fig. 3. Ultrasonic vocalization (distribution of the number of ultrasound detection cases) of the most significant labo-
ratory animals and humans. Abscissa axis – frequency (kHz); ordinate axis – power spectral density (coefficient, КСПМ).
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ку. Наиболее близкими к человеку по УЗВ 
животными, используемыми в качестве 
биомоделей в экспериментах по оценке 
функционального состояния методом ана-
лиза УЗВ, вероятно, являются минипигсы 
и мыши.

Основные методы трансгеноза. Привле-
кательность минипигсов как биомоделей 
не ограничивается использованием су-
ществующих популяций. Развитие техно-
логий активного редактирования генома 
в совокупности с методами получения 
трансгенных животных позволяет с высо-
кой эффективностью получать биомодели, 
отвечающие требованиям конкретного ис-
следования. В табл. 2 отражены основные 
репродуктивные параметры наиболее рас-
пространённых лабораторных животных, 
используемых для трансгеноза.

На сегодня для получения трансгенных 
и/или нокаутных крупных лабораторных 
животных применяются следующие ме-
тоды: микроинъекции в пронуклеусы зи-
гот, трансфекция векторами, модификация 
спермиев и сперматозоидов, перенос ядер 
модифицированных стволовых клеток [2, 3]. 
Каждый метод имеет свои преимущества 
и недостатки. Ввиду особенностей мини-
пигов для получения трансгенных и нока-
утных животных, как правило, использует-
ся метод переноса ядер модифицированных 
стволовых клеток (рис. 4). В сочетании 
с технологиями направленного активно-
го редактирования генома (ZFN, TALENs, 
CRISPR/Cas9) данный метод позволяет 
не только получить трансгенное потомство 
с вероятностью 100%, но и провести пред-
варительный генетический скрининг и ото-
брать для переноса ядер клеточные клоны, 
точно соответствующие целям эксперимен-
та (копийность гена, гомо/гетерозиготность, 
уровень экспрессии, наличие генетических 
аберраций в редактируемом локусе и пр.). 
Более того, данный метод позволяет полу-
чать животных с несколькими модификаци-
ями за одну стадию. К настоящему времени 

мультитрансгенные мини-пиги были по-
лучены для ряда исследований, например 
совместного действия генов, вовлечённых 
в патогенез диабета [18, 23], или получения 
животных, экспрессирующих регулятор-
ные факторы комплемента человека [17]. 
Последние в сочетании с нокаутом гена 
GGTA1 представляют важнейшую модель 
для исследования возможности элимини-
рования сверхострой реакции отторжения 
при ксенотрансплантации тканей и органов 
от свиней приматам [2, 19, 20, 23].

Трансгенные мини-пиги. Исследования, 
связанные с безопасностью человека, такие 
как эффекты и методы лечения заболева-
ний, требуют создания моделей крупных 
лабораторных животных.

Свиньи были преобладающим объек-
том выбора при моделировании большин-
ства заболеваний человека благодаря их 
высокой продуктивности и относительно 
небольшим финансовым затратам на со-
держание. С момента разработки методов 
гибридизации мини-свиньи использова-
лись чаще, чем фермерские свиньи, из-за 
их примечательно меньшего размера, бла-
годаря этому процесс выращивания был 
более контролируемым, снижалось коли-
чество соединений, которые, как следст-
вие, требовали непомерно высоких затрат 
на эксперименты, и упрощалась работа 
с животными. Тем не менее, по сравнению 
с разведением мини-свиней путем гибриди-
зации, трансгенные свиньи демонстрируют 
преимущества в сокращении периода раз-
ведения и снижении ограничений, таких 
как происхождение, для введения новых 
признаков, что в значительной степени вли-
яет на улучшение моделей свиней на гене-
тическом уровне.

Одним из примеров трансгенных мини-
свиней Юкатана является создание сам-
цов и самок свиней LDLR+/- с помощью 
методов рекомбинантного аденоассоции-
рованного вирусопосредованного нацели-
вания генов и переноса ядер соматических 
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клеток, что обеспечивает лучшую модель 
крупных животных с наследственной ги-
перхолестеринемией и атеросклерозом. 
Кроме того, в 2020 году компанией «Choi» 
были получены генетически наследуе-
мые юкатанские миниатюрные свиньи 
с нокаутом GGTA1 путем комбинирования 
эффекторной нуклеазы, подобной акти-
ватору транскрипции (TALEN), и ядер-
ного переноса. Исследователи пришли 
к выводу, что TALEN может быть точным 
и безопасным инструментом для созда-
ния свиней с отредактированным геном, 
а модель юкатанской миниатюрной сви-
ньи с GGTA1-нокаутом TALEN в этом ис-
следовании может служить безопасным 
и эффективным ресурсом органов и тканей 
для клинических применений. В 2021 году 
было сообщено о другой юкатанской мини- 
свинье с технологией нокаута гена. 

Тройной нокаут генов произошел в отно-
шении GGTA1, гидроксилазы цитидинмо-
нофосфат-N-ацетилнейраминовой кислоты 
(CMAH) и альфа-1,3-галактозилтрансфе-
разы 2 (A3GALT2) у миниатюрных свиней 
Юкатана в отношении иммунной реактив-
ности человека [16].

Геттингенская мини-свинья, обладающая 
хорошей плодовитостью и стабильной ге-
нетикой, также является широко использу-
емой моделью мини-пигов. Геттингенские 
миниатюрные свиньи обычно использу-
ются в качестве модели нейродегенера-
тивных заболеваний, таких как болезнь 
Альцгеймера.

Свиньи Учжишань были на грани исчез-
новения в 1980-х годах, это обнаружили 
китайские ученые при проведении исследо-
ваний видов животных. Вначале эта порода 
использовалась для увеличения воспроиз-

Рис. 4. Получение трансгенных животных методом пересадки ядер соматических клеток (SCNT).
Fig. 4. Creation of transgenic animals using somatic cell nuclear transfer (SCNT).
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водства, а затем было установлено, что она 
является подходящим видом для модели 
мини-свиньи. В одном случае путем клони-
рования вручную были получены трансген-
ные мини-свиньи Учжишань с нарушенной 
системной активностью GHR, и в ходе на-
учных исследований оценивался профиль 
их роста и метаболизм глюкозы. В иссле-
дованиях был сделан вывод, что эта модель 
может быть полезна при изучении функций 
гормона роста в отношении рака, диабета 
и долголетия.

Мини-свинка Бама — это миниатюрный 
вид свиней из китайской провинции Гуанси. 
В исследовании сообщалось об оптимиза-
ции эффективности производства транс-
генных мини-свиней Бама с помощью 
SCNT, в результате чего был сделан вывод 
о том, что способность трансгенных эмбри-
онов мини-свиней Бама к развитию in vitro 
и in vivo была улучшена с использованием 
донорских клеток для SCNT, обработан-
ных росковитином. Результат обеспечил 
как оценку, так и создание производствен-
ных трансгенных моделей свиней для био-
медицинских целей [16].

Иммунологические исследования. Гры-
зуны — биологические модели, одни 
из наиболее распространенных и часто 
используемых в сфере иммунологии, фар-
макодинамики и генетики ввиду ряда оче-
видных преимуществ, в основном эконо-
мических и в, частности, физиологических 
(например, высокая скорость воспроизве-
дения потомства и т.п.).

Грызуны обладают высокой генетической 
гомогенностью с геномом человека, поэто-
му на данных моделях эффективно тести-
руются различные препараты, в т.ч. и вак-
цины. Например, в ФГБНУ «НИИ вакцин 
и сывороток им. И.И. Мечникова» путем 
прямого введения ts-мутаций из генов, ко-
дирующих белки полимеразного комплекса 
ряда холодоадаптированных штаммов-до-
норов аттенуации вируса гриппа в геном 
вирулентного штамма А/WSN/33 (Н1N1), 

были получены сайт-специфические му-
танты — кандидаты в живые гриппозные 
вакцины [9].

Тем не менее у грызунов, используемых 
в качестве моделей человеческого им-
мунного ответа, наблюдается несколько 
особенностей. Основной проблемой яв-
ляется слабо контролируемый инбридинг, 
приводящий к учащению проявлений ре-
цессивных мутаций, а также реактивный 
иммунитет и быстрое течение заболеваний. 
Самыми распространенными заболевания-
ми грызунов являются опухоли, а именно 
опухоли молочных желез, респираторные 
заболевания, почечная и сердечная недо-
статочность.

Также недавно было обнаружено, 
что с возрастом у мышей определенных 
видов не происходит накопления больших 
популяций долгоживущих клеток памя-
ти; это позволяет сохранить разнообразие 
наивных Т-клеток и избежать старческих 
аутоиммунных заболеваний [9], в отличие 
от человека, — со старением в нашем орга-
низме просматриваются противоположные 
тенденции.

Различия в иммунном ответе и развитии 
побуждают к поиску иных животных-био-
моделей, закрывающих научные потребно-
сти в схожести с нашим организмом.

Мини-пиги могут выступать в роли более 
деликатных иммунологических моделей, 
учитывая возможность оценки влияния 
стресса и социального взаимодействия 
на развитие патологий наряду с инфекци-
онными агентами, и на сегодня имеется 
значительное количество исследований 
в этой области.

Также отмечается практическое удобство 
в использовании мини-пигов, позволяю-
щих проводить базовые манипуляции (на-
пример, забор крови, биологических тка-
ней и т.п.) прижизненно.

Например, в ходе доклинических испы-
таний моноклональных антител за основу 
была взята линия мини-пигов Гёттинген. 
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Были созданы два вектора экспрессии: 
один — с сегментами гена IGH, которые 
при реаранжировке дают последовательно-
сти, кодирующие разнообразные секретор-
ные тяжелые цепи иммуноглобулинов IgG1; 
другой — с сегментами гена IGK, соответ-
ственно, дающий легкие цепи Ig-κ. Эти ген-
ные элементы должны генерировать рас-
творимые IgG человека, при этом не влияя 
на репертуар свиных антител (такое может 
произойти только при экспрессии мембра-
носвязанных иммуноглобулинов).

Векторами трансфицировали фибробла-
сты почек, полученные от самцов мини-пи-
гов; после ПЦР-скрининга на трансгенность 
отобранные ядра пересадили в яйцеклетки. 
Удалось получить восемь трансгенных по-
росят, четверо достигли половой зрелости, 
из них трое экспрессировали как тяжелую, 
так и легкую цепи IgG человека. Все потом-
ки животных-основателей демонстрирова-
ли менделевское наследование трансгенов, 
что указывает на встройку в один геномный 
локус и стабильный уровень человеческо-
го иммуноглобулина в сыворотке крови. 
Анализ матричной РНК подтвердил, что ре-
аранжировка генных сегментов идет адек-
ватно, а вариабельная последовательность 
содержит аминокислотные замены из-за 
соматических мутаций. Мини-пиги не стра-
дали от повышенной инфекционной на-
грузки, морфология селезенки, лимфоузлов 
и костного мозга не изменилась. Реакция 
на модельный антиген — гемоцианин лим-
фы улитки — оказалась нормальной.

В ходе исследования реакции гумани-
зированных мини-пигов на прототипные 
препараты человеческих терапевтических 
антител (бевацизумаб и даратумумаб) жи-
вотным сделали семь инъекций и регуляр-
но определяли антитела против антител 
в крови. Антитела против бевацизумаба 
были у свиней дикого типа, но не у гума-
низированных. Антител против даратуму-
маба не появилось ни у тех, ни у других. 
По-видимому, оба эти препарата неимму-

ногенны для людей. Затем оценили им-
муногенность терапевтических антител 
атезолизумаба или цергутузумаба, кото-
рые индуцируют антительные ответы у 39 
и 70% пациентов соответственно; анало-
гичная разница в иммуногенности наблю-
далась и у свиней [16].

Таким образом, трансгенные мини-пиги 
являются идеальной моделью для оцен-
ки безопасности терапевтических антител 
и прогнзирования возможных побочных 
эффектов.

Заключение
Релевантность использования минипиг-

сов в качестве моделей для биомедицинских 
исследований подтверждается множеством 
работ. Физиолого-биохимическая, анатоми-
ческая, генетическая и поведенческая схо-
жесть минипигсов с человеком позволяет 
моделировать различные патологические 
ситуации и получать уникальные научно-
практические данные, которые невозможно 
получить при использовании мелких лабо-
раторных животных (мышей) в силу уровня 
развития их центральной нервной системы, 
размеров тела, особенностей метаболизма 
и других причин. При этом использование 
минипигсов не накладывает на исследова-
телей ограничения, которые являются не-
отъемлемой частью работы с приматами, 
включая биоэтические аспекты и эконо-
мическую составляющую. Немаловажную 
роль для использования минипигсов 
в качестве биомоделей играет сравнитель-
но недолгий срок беременности и возраст 
наступления половозрелости, что позво-
ляет отслеживать наследуемость призна-
ков, а также возможные патологические 
эффекты у потомства в ряду поколений. 
Особенное значение этот факт приобрета-
ет при исследовании фармакобезопасно-
сти препаратов нового поколения, вакцин, 
а также лекарств из класса генной терапии.

События последних лет диктуют нам 
необходимость развития отечественных 
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центров по разведению лабораторных 
животных для научных исследований. 
Стимулирование собственного сектора 
биомоделирования позволит обеспечить 
исследователей адекватными моделями 
и сохранить темпы развития науки и техно-
логии, а также высокое качество проводи-
мых исследований.

В НЦБМТ ФМБА России более 10 лет 
проводятся работы по созданию различ-
ных трансгенно-нокаутных биомоделей. 
За этот период нами успешно создано более 
20 гуманизированных трансгенных и/или 
нокаутных линий мышей, часть которых 
уже имеет статус чистых линий. В нашем 
Центре также были созданы конструкции 
для создания гуманизированных свиней. 

Многолетний опыт создания и поддержа-
ния биомоделей позволяет нам эффективно 
и качественно реализовывать стратегию 
обеспечения исследователей релевантными 
моделями, соответствующими требовани-
ям эксперимента. Центр оснащён современ-
ным оборудованием, а научный персонал 
владеет методами создания и поддержания 
трансгенных животных, что позволяет нам 
в наикратчайшие сроки создавать и геноти-
пировать животных с заданными свойст-
вами. Содержание собственной популяции 
минипигсов позволяет рассматривать этих 
животных в качестве источника уникаль-
ных трансгенных биомоделей для широко-
го класса как фундаментальных, так и науч-
но-практических исследований.
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ФАРМАКОКИНЕТИКИ 
ПЕПТИДНОГО ПРЕПАРАТА ЛЕЙТРАГИН  

В СЫВОРОТКЕ КРОВИ СВЕТЛОГОРСКИХ МИНИ-ПИГОВ  
ПОСЛЕ ОДНОКРАТНОГО ВВЕДЕНИЯ

Н.С. Огнева*, М.С. Нестеров, Д.В. Хвостов, Н.В. Станкова, В.Н. Каркищенко
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

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

В настоящей работе описывается исследование фармакокинетики нового противовоспалительно-
го гексапептида, зарегистрированного под названием «Лейтрагин». Исследование проводилось 
на мини-пигах светлогорской породы при инфузионном, а также однократном ректальном введении 
в  виде раствора и суппозиториев в равной дозе 10 мг. Наименьшее время для достижения мак-
симальной концентрации продемонстрировал инфузионный способ введения, величина Tmax для 
которого составила 30 мин. Максимальная концентрация (Сmax) при введении Лейтрагина в форме 
суппозиториев составила 141,37 нг/г. Данная концентрация достигается за Tmax 90 мин, и далее 
Лейтрагин определяется в сыворотке крови на протяжении 2,5 ч. Абсолютная биодоступность Лей-
трагина для суппозиториев составила 59,6%, в то время как для раствора — 70,03%. Достижение 
концентрационного максимума при клизменном введении Лейтрагина произошло на 150-й минуте, 
и далее препарат определялся в сыворотке крови на протяжении 4 ч.

Ключевые слова: фармакокинетика, Лейтрагин, суппозитории, ректальное введение, светлогор-
ские мини-свиньи
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Огнева Н.С., Нестеров М.С., Хвостов Д.В., Станкова Н.В., Каркищенко В.Н. 
Сравнительное изучение фармакокинетики пептидного препарата Лейтрагин в сыворотке кро-
ви светлогорских мини-пигов после однократного введения. Биомедицина. 2024;20(2):110–122.  
https://doi.org/10.33647/2074-5982-20-2-110-122

Поступила 12.02.2024 
Принята после доработки 15.05.2024 
Опубликована 10.06.2024

COMPARATIVE PHARMACOKINETICS STUDY OF THE LEUTRAGIN 
PEPTIDE DRUG IN SVETLOGORSK MINIPIG BLOOD SERUM 

AFTER SINGLE ADMINISTRATION 

Nastasya S. Ogneva*, Maxim S. Nesterov, Daniil V. Khvostov,  
Nataliia V. Stankova, Vladislav N. Karkischenko

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

In this work, we investigate the pharmacokinetics of a new anti-inflammatory hexapeptide registered under 
the name of Leutragin. The study was conducted on Svetlogorsk minipigs by intravenous and a single rectal 
administration of the drug in the form of a solution and suppositories at an equal dose of 10 mg. The short-
est time to reach peak concentration was demonstrated with intravenous administration, with the Tmax  
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being 30 min. The maximum concentration (Cmax) when administering Leutragin in a suppository form 
was 141.37 ng/g. This concentration was achieved at the Tmax of 90 min, following which Leutragin 
remained in the bloodstream for 2.5 h. The absolute bioavailability of Leutragin in the suppository and 
solution form was 59.6% and 70.03%, respectively. The peak concentration of Leutragin under its rectal 
administration occurred at 150 min, following with the drug remained in the bloodstream for 4 h.
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Введение
Препарат Лейтрагин является синтети-

ческим аналогом эндогенного динорфина 
1-6, пептидного агониста δ-опиоидных ре-
цепторов. Благодаря подавлению действия 
таких цитокинов, как IL-1β, IL-6, IL-10, 
TNF-α, обладает выраженной противово-
спалительной активностью. Применение 
Лейтрагина открывает новые возможности 
в лечении широкого спектра острых и хро-
нических воспалительных заболеваний. 
В результате множества работ по изучению 
Даларгина, имеющего схожую химическую 
структуру, синтезированного в 1984 году 
профессором М.И. Титовым [9] и приме-
няемого в качестве средства для лечения 
панкреатитов и язв желудка с паренте-
ральным путем введения [1], было так-
же показано его положительное влияние 
на сердечно-сосудистую и дыхательную 
системы [2, 3, 10]. В 2020 году сотрудни-
ками ФГБУН НЦБМТ ФМБА России был 
предложен ингаляционный путь введения 
препарата, зарегистрированного под на-
званием «Лейтрагин», в качестве нового 
подхода в лечении пневмоний, вызванных 
вирусом SARS-CoV-2, тяжелое течение ко-
торых напрямую связано с цитокиновым 
воспалительным каскадом, именуемым 
«цитокиновый шторм». В ходе доклиниче-
ских и клинических испытаний Лейтрагина 
в форме раствора для ингаляций была дос-

товерно показана его высокая эффектив-
ность в лечении пневмоний, а именно цито-
кинового шторма, вызванного различными 
вирусными инфекциями [4–7].

В настоящее время большинство пептид-
ных препаратов вводятся парентерально 
[21]. Затруднение применения лекарствен-
ных средств per os обусловлено разруше-
нием пептидов желудочными ферментами 
пептидазами [14]. Многие годы исследо-
вателями различных стран ведутся работы 
по разработке систем доставки пептид-
ных и белковых препаратов с возможно-
стью их перорального применения [13–17]. 
Ректальное введение является хорошей 
неинвазивной альтернативой инъекционно-
му пути доставки лекарственных средств. 
При ректальном введении лекарственные 
препараты хорошо всасываются благодаря 
слизистой прямой кишки, имеющей густую 
сеть кровеносных и лимфатических сосудов 
[8]. Благодаря анатомическим особенностям 
также обеспечивается частичное избегание 
эффекта первого прохождения через печень. 
Нижние и средние ректальные вены впада-
ют в нижнюю полую вену, вследствие чего 
лекарственные препараты попадают в сис-
темный кровоток, минуя печень [8].

Изучение фармакокинетики лекарственных 
препаратов на мини-пигах является более 
достоверной и надежной альтернативой и до-
полнением к изучению фармакологических  
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параметров на мелких лабораторных жи-
вотных. Возможность обширного и прямого 
забора крови у пигов позволяет минимизи-
ровать количество животных в эксперимен-
те, а также получать полную фармакокине-
тическую картину по всем точкам у одного 
животного, что делает такой эксперимент 
более достоверным по сравнению с усред-
ненными данными на мышах [19]. Схожесть 
анатомического, физиологического и био-
химического строения внутренних органов 
мини-пигов и человека позволяет макси-
мально точно прогнозировать результаты, 
получаемые при переходе от доклиниче-
ских к клиническим испытаниям лекарст-
венных средств [18–21].

Фармакокинетические исследования 
Лейтрагина в виде ректальных суппози-
ториев и растворов на мини-пигах, а так-
же других лабораторных животных ранее 
не проводились. Благодаря новым техно-
логиям, в частности методу ВЭЖХ-масс-
спектрометрии высокого разрешения, были 
получены все основные фармакокинетиче-
ские показатели.

Целью работы явилось сравнительное 
изучение фармакокинетики Лейтрагина 
в сыворотке крови мини-пигов при различ-
ных вариантах его введения.

Материалы и методы
Лабораторные животные

В работе были использованы мини-
пиги светлогорской популяции, самцы 
в возрасте 8–11 мес. средней массой тела 
18,5±0,74 кг (n=18), выведенные в ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.). 
Животные содержались в одном помеще-
нии, в групповых станках по 4 особи, с оп-
тимальными параметрами микроклимата 
и освещения для содержания крупных ла-
бораторных животных. Использовался 
стандартный тип кормления — полно-
рационный комбикорм СК-8 (норма —  
320 г/гол./сут), вода ad libitum.

Исследования проводились в соответст-
вии с Директивой 2010/63/EU Европейского 
парламента и Совета о защите живот-
ных, используемых в научных целях 
от 22.09.2010; Базельской декларацией 
(2011); Федеральным законом от 12.04.2010 
№ 61-ФЗ «Об обращении лекарственных 
средств»; ГОСТ 53434-2009 от 02.12.2009 
«Принципы надлежащей лаборатор-
ной практики (GLP)»; Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 89 «Об утверждении Правил 
проведения исследований биологических 
лекарственных средств Евразийского эко-
номического союза»; Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 81 «Об утверждении пра-
вил надлежащей лабораторной практики 
Евразийского экономического союза в сфе-
ре обращения лекарственных средств»; 
Решением Коллегии Евразийской эконо-
мической комиссии от 26.11.2019 № 202 
«Об утверждении Руководства по доклини-
ческим исследованиям безопасности в це-
лях проведения клинических исследований 
и регистрации лекарственных препаратов»; 
Руководством по проведению доклиниче-
ских исследований лекарственных средств 
[11]; Руководством по лабораторным жи-
вотным и альтернативным моделям в био-
медицинских исследованиях [12]. Все экс-
перименты были одобрены биоэтической 
комиссией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.
Дизайн исследования

Исследование фармакокинетики про-
водилось по 15 временным точкам: 0 
(до введения препарата); 5; 10; 15; 20; 30; 
45; 60; 90; 120; 150; 180; 240; 360; 420 мин. 
Исследование проводилось при внутривен-
ном инфузионном, ректальном в виде суп-
позиториев и ректальном в виде раствора 
способах введения. В каждую группу было 
отобрано по 6 мини-пигов. Кровь для ис-
следования отбиралась из верхней полой 
вены шприцом в объеме 1 мл и переноси-
лась в пробирки типа Eppendorf с соответ-
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Вещество Диагностические массовое 
число родительского иона

Диагностическое массовое 
числа дочернего иона Время удерживания (мин)

Лейтрагин 363,69±0,005 
(М+2Н)2+ 136,07±0,003 20,3±0,05

Рис. 1. Условия регистрации: спектр фрагментации и время удерживания гексапептида в составе препарата 
Лейтрагин.
Fig. 1. Registration conditions: fragmentation spectrum and retention time of hexapeptide in the Leutragin drug.
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ствующей маркировкой, содержащей ин-
формацию о способе введения препарата, 
порядковом номере точки и животного.
Пробоподготовка

Исследуемый образец сыворотки кро-
ви объемом 0,2 см3 наносили на планшет 
Captiva ND 96-well plate, в который зара-
нее было добавлено 800 мкл ацетонитрила. 
Следуя протоколу, производили фильтра-
цию раствора в течение 10 мин, осаждая 
при этом белки сыворотки крови на карт-
ридже под вакуумом. Полученный фильтрат 
переносили в 1,5 мл пробирки. Упаривали 
на концентраторе при 1500 об./мин, 45°С 
в течение 45 мин, с последующим восста-
новлением сухого остатка в 200 мкл аце-
тонитрила. В ВЭЖХ-МС анализ вводили 
0,002 см3 фильтрата.
Метод идентификации

Идентификацию Лейтрагина выполняли 
методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометрией 
высокого разрешения с применением вре-
мяпролетного масс-детектора (ВЭЖХ-
МС ВР) на хроматографе жидкостном 
Agilent 1260, оснащенном автодозатором, 
с масс-селективным детектором Agilent 
6545XT Accurate mass Q-TOF LC/MS. 
Идентификация аналита проводилась 
по времени хроматографического удержи-
вания и масс-спектрометрическим харак-
теристикам (рис. 2). Критерием надежной 
идентификации являлось детектирование 
сигнала с соотношением «сигнал:шум» 
не менее 5:1 при времени удерживания, 
совпадающем в пределах 0,1 мин со вре-
менем удерживания, установленным 
для Лейтрагина в образцах для градуиров-
ки. Для надежной идентификации требо-
валось, чтобы в масс-спектре присутство-
вали все пики, имеющиеся в масс-спектре 
аутентичного соединения, с относительной 
интенсивностью 10% и более. При этом 
максимальное расхождение в значениях от-

носительных интенсивностей ионов в ана-
лизируемом и справочном масс-спектрах 
не должно было превышать 20%.

Масс-спектр фрагментации и типич-
ный вид масс-хроматограммы приведены 
на рис. 1.
Статистическая обработка 
полученных результатов

Полученные экспериментальные данные 
были подвергнуты математической стати-
стической обработке с помощью программы 
«Excel v.7.0». В таблицах представлены сред-
ние арифметические значения величин (x), 
стандартные отклонения (SD) и коэффици-
ент вариации (C.V.) Достоверность различий 
для сравниваемых фармакокинетических 
параметров оценивали с помощью крите-
рия Стьюдента (программа «Statistica 6.0»). 
Рисунки были выполнены с использованием 
графического редактора «Origin v.7.0».

Результаты и их обсуждение
Фармакокинетика Лейтрагина 
в сыворотке крови мини-пигов 
после его однократного инфузионного
введения в дозе 10 мг

Изучение фармакокинетики Лейтрагина 
в плазме крови мини-пигов проводилось 
после его инфузионного введения в дозе 
0,5 мг/кг (10 мл р-ра Лейтрагина 1 мг/мл, 
капельно). Полученные данные представ-
лены в табл. 1 и на рис. 2.

После инфузионного введения животным 
концентрация Лейтрагина в крови быстро 
нарастает со скоростью 0,024 час-1 (Сmax/
AUC 0→∞) и определяется в сыворотке крови 
на протяжении 1,5 ч.

Благодаря проведенному анализу были 
получены такие фармакокинетические 
параметры, как период полуэлиминации 
(t1/2el — 80,37 мин), среднее время удер-
живания вещества в организме (MRT — 
97,94 мин) и время достижения максималь-
ной концентрации (Tmax — 0,5 ч).
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Таблица 1. Концентрация Лейтрагина (нг/мл) в сыворотке крови мини-пигов после инфузионного введения 
в дозе 10 мг
Table 1. Leutragin concentration (ng/mL) in minipig serum after infusion at a dose of 10 mg 

Tmin 1 2 3 4 5 6 x SD СV, %

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0%

5 5,82 5,00 5,00 6,86 5,12 5,99 5,63 0,74 13%

10 81,03 64,01 98,86 98,86 85,89 60,77 81,57 16,48 20%

15 154,78 116,08 165,61 131,56 139,30 134,66 140,33 17,58 13%

20 558,58 508,31 418,94 463,62 541,83 625,61 519,48 73,00 14%

30 649,75 597,77 532,79 675,74 675,74 571,78 617,26 59,12 10%

45 288,98 288,98 320,76 280,31 306,31 338,10 303,91 22,19 7%

60 31,99 39,03 36,79 33,91 29,43 38,07 34,87 3,74 11%

90 11,70 10,65 14,16 10,06 14,51 11,58 12,11 1,83 15%

120 24,38 20,97 29,50 29,74 25,60 22,43 25,44 3,61 14%

150 46,36 57,95 36,16 51,93 35,24 56,10 47,29 9,83 21%

180 26,05 21,10 21,62 23,96 27,35 21,36 23,57 2,66 11%

240 11,13 13,92 12,91 9,46 8,68 11,58 11,28 1,99 18%

360 14,52 14,81 12,05 15,39 17,43 14,09 14,72 1,75 12%

420 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0%

Рис. 2. Кинетические кривые Лейтрагина в сыворотке крови после его инфузионного введения мини-пигам в дозе 
10 мг: а — натуральная шкала, б — полулогарифмическая шкала.
Fig. 2. Kinetic curves of Leutragin in serum after its 10 mg-dose infusion to minipigs: a — natural scale, б — semi-
logarithmic scale.

а

б
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Рис. 3. Кинетические кривые Лейтрагина в сыворотке крови после его ректального клизменного введения мини-
пигам в дозе 10 мг: а — натуральная шкала, б — полулогарифмическая шкала.
Fig. 3. Kinetic curves of Leutragin in serum after its rectal enema administration to minipigs at a dose of 10 mg: a — 
natural scale, б — semi-logarithmic scale.

а

б

Таблица 2. Концентрация Лейтрагина (нг/мл) в сыворотке крови мини-пигов после клизменного введения в дозе 10 мг
Table 2. Leutragin concentration (ng/mL) in minipig serum after enema administration at a dose of 10 mg

Tmin 1 2 3 4 5 6 x SD СV, %

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0%

5 11,58 11,83 11,97 15,50 13,95 11,59 12,74 1,62 13%

10 18,92 20,57 20,56 20,19 15,65 19,33 19,20 1,87 10%

15 25,53 29,97 32,88 31,40 28,15 29,37 29,55 2,56 9%

20 25,30 21,48 26,93 31,27 26,79 23,42 25,87 3,37 13%

30 13,65 12,42 23,28 19,96 12,38 13,29 15,83 4,63 29%

45 12,82 13,17 15,34 19,01 14,44 14,49 14,88 2,23 15%

60 28,69 22,02 22,91 34,68 25,61 19,82 25,62 5,39 21%

90 21,42 13,38 22,67 25,07 17,01 12,44 18,67 5,18 28%

120 23,80 31,04 31,56 48,62 35,33 30,73 33,51 8,29 25%

150 159,03 124,12 210,81 217,44 140,11 125,36 162,81 41,76 26%

180 15,90 21,72 79,05 47,63 25,54 23,89 35,62 23,88 67%

240 42,55 21,84 45,88 44,17 25,21 24,02 33,95 11,33 33%

360 10,43 15,72 11,47 35,05 22,03 15,87 18,43 9,12 49%

420 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0%
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Таблица 3. Концентрации Лейтрагина (нг/мл) в сыворотке крови мини-пигов после ректального введения в форме 
суппозитория
Table 3. Leutragin concentrations (ng/mL) in minipig serum of after rectal administration in suppository form

Tmin 1 2 3 4 5 6 x SD СV, %

0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0%

5 11,84 10,92 11,62 11,41 10,88 11,61 11,38 0,40 4%

10 20,00 14,72 23,52 18,99 16,55 18,80 18,76 3,01 16%

15 18,88 20,47 21,33 20,48 15,83 18,50 19,25 1,99 10%

20 19,84 21,21 27,58 30,79 21,44 21,62 23,75 4,38 18%

30 21,68 20,32 34,90 34,16 22,87 23,20 26,19 6,54 25%

45 51,13 53,25 56,88 46,72 30,84 56,24 49,17 9,72 20%

60 84,51 82,59 92,85 92,71 74,26 76,06 83,83 7,92 9%

90 165,08 144,41 126,07 114,95 144,19 153,53 141,37 18,22 13%

120 31,83 34,61 28,62 32,14 26,21 31,51 30,82 2,96 10%

150 31,69 22,05 27,87 45,97 25,62 32,01 30,87 8,30 27%

180 44,95 29,59 55,62 30,23 24,34 49,45 39,03 12,66 32%

240 21,89 28,98 24,75 26,78 26,95 24,07 25,57 2,51 10%

360 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0%

420 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0%

Фармакокинетика Лейтрагина 
в сыворотке крови мини-пигов 
после его однократного ректального 
клизменного введения в дозе 10 мг

Изучение фармакокинетики Лейтрагина 
в сыворотке крови мини-пигов проводи-
лось после его ректального клизменного 
введения в дозе 10 мг.

Концентрации и кинетические кривые 
Лейтрагина в сыворотке крови после клиз-
менного введения представлены в табл. 2 
и на рис. 3.

После ректального клизменного введе-
ния животным концентрация Лейтрагина 
в крови нарастает после лаг-периода  
110–120 мин со скоростью 0,012 час-1  
(Сmax/AUC0→∞), с достижением концентра-
ционного максимума на 150-й мин, и далее 
определяется в сыворотке крови на протя-
жении 4 ч.

Благодаря проведенному анализу были 
получены такие фармакокинетические 
параметры, как период полуэлиминации 
(t1/2el — 179,29 мин), среднее время удер-

живания вещества в организме (MRT — 
288,45 мин) и время достижения макси-
мальной концентрации (Tmax — 2,5 ч).
Фармакокинетика Лейтрагина 
в сыворотке крови мини-пигов 
после его однократного ректального
введения в форме суппозитория 
в дозе 10 мг

Изучение фармакокинетики Лейтрагина 
в сыворотке крови мини-пигов проводи-
лось после его ректального введения в фор-
ме суппозитория.

Концентрации и кинетические кривые 
Лейтрагина в сыворотке крови после рек-
тального введения в форме суппозитория 
представлены в табл. 3 и на рис. 4.

После ректального введения суппозито-
риев животным концентрация Лейтрагина 
в крови мини-пигов поступательно нара-
стает в течение 1 ч со скоростью 0,012 час-1 
(Сmax/AUC0→∞), с достижением концентра-
ционного максимума на 90-й мин, и далее 
определяется в сыворотке крови на протя-
жении 2,5 ч.
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Благодаря проведенному анализу были 
получены такие фармакокинетические 
параметры, как период полуэлиминации 
(t1/2el — 83,51 мин), среднее время удер-
живания вещества в организме (MRT — 
159,55 мин) и время достижения макси-
мальной концентрации (Tmax — 1,5 ч).
Сравнение полученных в результате
различных путей введения Лейтрагина
фармакокинетических показателей

По результатам анализа различных форм 
введения Лейтрагина были получены фар-
макокинетические кривые, представленные 
на рис. 5.

На основании данных полученных кри-
вых были рассчитаны фармакокинети-
ческие характеристики, представленные 
в табл. 4.

Как можно видеть из табл. 4, наимень-
шее время для достижения максимальной 
концентрации ожидаемо демонстрирует 
инфузионный способ введения, величина 
Tmax для которого составила всего 30 мин. 
Высшая суточная доза для такого введения 
составляет 5–10 мг.

Максимальная концентрация для инфу-
зионного способа введения в условиях фар-
макокинетического исследования на мини-
пигах (Cmax) также является максимальной 
для сравниваемых способов введения и со-
ставляет 617,26 нг/мл.

При сравнении различных способов 
ректального введения следует отметить, 
что введение Лейтрагина в форме суппо-
зитория даёт наглядные преимущества, 
заключающиеся в более быстром достиже-

Рис. 4. Кинетические кривые Лейтрагина в сыворотке крови после его ректального введения в форме суппози-
тория мини-пигам в дозе 10 мг: а — натуральная шкала, б — полулогарифмическая шкала.
Fig. 4. Kinetic curves of Leutragin in serum after its rectal administration in suppository form to minipigs at a dose 
of 10 mg: a — natural scale, б — semi-logarithmic scale.

а

б
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Рис. 5. Кинетические кривые Лейтрагина в сыворотке крови после его введения инфузионно, ректально с по-
мощью клизмы и в виде суппозитория (серая линия — инфузия; синяя — суппозитории; оранжевая — раствор 
ректально): а — натуральная шкала, б — полулогарифмическая шкала.
Fig. 5. Kinetic curves of Leutragin in serum after its administration by infusion, rectally by enema and as a suppository 
(gray line — infusion; blue — suppositories; orange — rectal solution): a — natural scale, б — semi-logarithmic scale.

а

б

Таблица 4. Фармакокинетические параметры Лейтрагиина при различных способах введения в эквимолярной дозе
Table 4. Pharmacokinetic parameters of Leutragin at different administration routes in equimolar dose

Показатели Инфузия Ректально  
в виде раствора

Ректально  
в виде суппозиториев

Cmax (нг/мл/г) 617,26 162,81 141,37

Tmax (мин) 30,0 150,0 90,0

t1/2el (мин) 80,37 179,29 83,51

MRT (мин) 97,94 288,45 159,55

АUС0→t (нг/мл (г) ђ мин) 23596,80 13712,64 11991,54

АUС0→∞ (нг/мл (г) ђ мин) 25303,23 18479,02 15072,06

Cmax/AUC0→t (мин-1) 0,026 0,012 0,012

Cmax/AUC 0→∞ (мин-1) 0,024 0,009 0,009

fТ 0→t (%) – 58,11 50,82

fТ 0→∞ (%) – 73,03 59,57
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нии максимальной концентрации — Tmax. 
В то же время период полуэлиминации 
у раствора выше, чем у суппозитория, и со-
ставляет 179 мин против 83 мин.

Однако, несмотря на такую разницу в кон-
стантах элиминации, площадь под фарма-
кокинетической кривой обоих ректальных 
способов введения отличается некритично. 
В этой связи и биодоступность у обеих ле-
карственных форм при ректальном введе-
нии практически совпадает (fТ0→∞=50,8% 
для суппозиториев и 58,1% для раствора, 
fТ0→∞=59,6% для суппозиториев и 73,03% 
для раствора).

Анализ параметров кинетики позволяет 
заключить, что Лейтрагин довольно быстро 
выводится из организма, на что указывают 
значения периода полувыведения препа-
рата (t1/2el) из сыворотки крови, которые 
составляют от 1,5 до 3 ч в зависимости 
от способа введения.

Выводы
На основании полученных фармакокине-

тических данных можно сделать следую-
щие выводы:

• Абсолютная биодоступность Лейтрагина 
составила 59,6% для суппозиториев 
и 73,03% для раствора.

• Максимальная концентрация (Сmax) 
при ректальных способах введения 
Лейтра-гина отличается незначитель-
но, в отличие от инфузионного введения, 
при котором Сmax в 4–5 раз превышает рек-
тальные.

• Время достижения максимальной кон-
центрации (Tmax) варьирует от 30 мин 
для инфузионного способа введения 
до 150 мин для ректального введения 
в виде раствора.

• После различных способов введения 
(инфузионно, ректально с помощью клиз-
мы и суппозитория) Лейтрагина в дозе 
10 мг в организме мини-пигов препарат 
определяется в течение 2–5 ч.

• Полупериод элиминации Лейтрагина 
после инфузионного введения составляет 
80,37 мин, что сопоставимо с результатами 
для суппозиториев (83,5 мин). Ректальное 
введение в виде раствора показывает в два 
раза более длительный полупериод элими-
нации (179,29 мин).
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