


42

ORIGINAL RESEARCH    NEUROLOGY

BULLETIN OF RSMU   4, 2022   VESTNIKRGMU.RU| |

biomarker network in depression (CARTBIND) study. Brain Stimul. 
2021; 14 (6): 1447–55.

27.	 Fitzgerald PB, Hoy KE, Elliot D, Susan McQueen RN, 
Wambeek LE, Daskalakis ZJ. Accelerated repetitive transcranial 

magnetic stimulation in the treatment of depression. 
Neuropsychopharmacology. 2018; 43 (7): 1565–72.

28.	 Abraham WC, Bear MF. Metaplasticity: the plasticity of synaptic 
plasticity. Trends Neurosci. 1996; 19 (4): 126–30.



43

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ    ЭНДОКРИНОЛОГИЯ

ВЕСТНИК РГМУ   4, 2022   VESTNIKRGMU.RU| |

Birulina JG    , Voronkova OV, Ivanov VV, Buyko EE, Shcherbakova MM, Chernyshov NA, Motlokhova EA

SYSTEMIC INFLAMMATION MARKERS OF DIET-INDUCED METABOLIC SYNDROME IN RAT MODEL

Chronic systemic inflammation is essential in many chronic non-infectious diseases, including type 2 diabetes, obesity and metabolic syndrome (MS). This study 

aimed at characterization of systemic inflammatory reaction as a component of diet-induced MS in rat model. Thirty-three male Wistar rats were distributed into 

two groups designated 'control' (n = 15) and 'experimental (MS)' (n = 18). The groups were fed, respectively, regular and high-fat/high-carbohydrate diets for 

12 weeks. The intensity of systemic inflammatory process against the background of metabolic impairments was assessed by total and differential counts of white 

blood cells and serum levels of total protein, C-reactive protein, cytokines (IL6, IL10 and TNFα), insulin and leptin. We also assessed the production of reactive 

oxygen species in adipose tissue samples. The experiment revealed signs of systemic inflammation in MS as compared to control, including reactive leukocytosis, 

hyperproteinemia and increased serum levels of C-reactive protein (2.6-fold; р = 0.001), IL10 (3.7-fold; р = 0.029) and TNFα (4.2-fold; р = 0.035). The observed 

changes were accompanied by elevated metabolic activity of visceral adipose tissue, indicated by hyperleptinemia and increased free radical oxidation intensity. 

Pairwise positive correlations of serum levels were revealed for leptin and insulin (r = 0.701; р = 0.001) and leptin and IL10 (r = 0.523; р = 0.012). Thus, high-fat/

high-carbohydrate diet promoted metabolic impairments concomitantly with early signs of systemic inflammation characteristic of MS and obesity.
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Ю. Г. Бирулина    , О. В. Воронкова, В. В. Иванов, Е. Е. Буйко, М. М. Щербакова, Н. А. Чернышов, Е. А. Мотлохова

МАРКЕРЫ СИСТЕМНОГО ВОСПАЛЕНИЯ У КРЫС В МОДЕЛИ ДИЕТ-ИНДУЦИРОВАННОГО 
МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СИНДРОМА

Системное воспаление лежит в основе патогенеза многих хронических неинфекционных заболеваний, в том числе таких, как сахарный диабет 2-го типа, 

ожирение, метаболический синдром (МС). Целью работы было оценить изменения параметров системной воспалительной реакции у крыс в модели 

диет-индуцированного МС. Исследование выполнено на 33 крысах-самцах Wistar, распределенных на контрольную и экспериментальную группы. 

Крысы контрольной группы (n = 15) находились на стандартной диете. Крысы экспериментальной группы (n = 18) в течение 12 недель находились на 

высокожировой и высокоуглеводной диете. Для оценки интенсивности воспалительного процесса на фоне метаболических нарушений определяли 

общее количество и морфологический состав лейкоцитов крови, концентрацию общего белка, С-реактивного белка, концентрацию цитокинов IL6, 

IL10, TNFα, инсулина и лептина. В образцах жировой ткани оценивали уровень продукции активных форм кислорода. В результате проведенного 

эксперимента у крыс с МС были зарегистрированы общие признаки воспаления: реактивный лейкоцитоз, гиперпротеинемия, повышение концентрации 

С-реактивного белка в 2,6 раза (р = 0,001), IL10 — в 3,7 раза (р = 0,029), TNFα — в 4,2 раза (р = 0,035). Выявленные изменения происходили на фоне 

повышения метаболической активности висцеральной жировой ткани, о чем свидетельствовали гиперлептинемия и высокая интенсивность процессов 

свободнорадикального окисления. Были обнаружены положительные корреляционные взаимосвязи между уровнями лептина и инсулина в крови 

(r = 0,701; р = 0,001), а также между сывороточной концентрацией лептина и IL10 (r = 0,523; р = 0,012). Таким образом, высокожировая и высокоуглеводная 

диета наряду с метаболическими нарушениями позволяет воспроизвести ранние признаки системного воспаления, характерные для МС и ожирения.
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Хроническое системное воспаление составляет патогенез 
многих многофакторных неинфекционных заболеваний, в 
том числе алиментарно-зависимых, таких как сахарный 
диабет 2-го типа, ожирение, метаболический синдром 

(МС). В механизмах развития инсулинорезистентности 
хроническое низкоинтенсивное воспаление жировой 
ткани играет ключевую роль [1]. Метаболические условия 
(гипергликемия, гиперинсулинемия, гиперлипидемия) 
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способствуют формированию провоспалительного 
функционального фенотипа клеточных элементов 
жировой ткани. Макрофаги, инфильтрирующие жировую 
ткань, фенотипически меняются с противовоспалительных 
типа М2 на активированные провоспалительные 
макрофаги типа М1. Гипертрофированные адипоциты и 
поляризованные резидентные М1-макрофаги секретируют 
большое количество адипокинов (лептин, резистин и 
др.), провоспалительных цитокинов (IL6, TNFα, IL1β и 
др.) и хемокинов (MCP-1, MIF, CCL-2 и др.), стимулируя 
инфильтрацию жировой ткани макрофагами-рекрутами [1, 2].
Это способствует самоподдержанию воспалительного 
процесса и потенциирует инсулинорезистентность 
адипоцитов. 

Развитие хронического субклинического воспаления 
у пациентов с МС, ассоциированным с ожирением, уже 
не вызывает сомнений. При этом отсутствуют четкие 
клинико-лабораторные критерии основных феноменов 
хронического системного воспаления, характеризующие 
варианты его развития, стадийность, выраженность 
реакций компенсации, повреждения и дезадаптации. 
Экспериментальные модели на животных — удобный 
инструмент для анализа ранних и поздних проявлений 
системной воспалительной реакции, а также механизмов 
развития хронического системного воспаления при 
заболеваниях, для которых характерно изменение многих 
параметров гомеостаза [3]. 

Одним из наиболее распространенных подходов к 
созданию животных моделей МС, ассоциированного с 
ожирением, является использование комбинированной 
высокожировой диеты с повышенным содержанием 
углеводов в режиме свободного доступа к корму 
[4, 5]. Такая диета в большой степени соответствует 
этиопатогенетическим особенностям алиментарно-
конституционального ожирения у человека и, как 
правило, является устойчивой моделью соответствующих 
метаболических нарушений — инсулинорезистентности, 
гипергликемии, дислипидемии и др. Вместе с тем 
было отмечено, что лишь у части животных-моделей 
(60–80%) формирование индуцированного диетой 
ожирения сопровождается дальнейшим развитием 
спектра метаболических нарушений, в полной мере 
соответствующего критериям МС [6, 7]. В связи с этим 
при моделировании МС представляются важными 
выявление и анализ дополнительных параметров, которые 
могли бы выступить в качестве потенциальных валидных 
биомаркеров, адекватно характеризующих патогенез 
МС и ассоциированных с ним состояний, в том числе 
хроническое системное воспаление.

Целью исследования были оценка и анализ изменений 
параметров системной воспалительной реакции у крыс в 
модели диет-индуцированного МС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальная модель МС была создана на крысах-
самцах Wistar (33 крысы, средняя масса 28,5–36,1 г, 
возраст на начало исследования — 6 недель). Животные 
для исследования были получены из вивария НИИФиРМ 
им. Е. Д. Гольдберга Томского НИМЦ (г. Томск, Россия). 
Крысы были рандомизированы на контрольную 
и экспериментальную группу (15 и 18 животных 
соответственно) и содержались в условиях вивария 
(температура воздуха — 20–26 °С, относительная влажность 
воздуха — 40–70%, световой режим — 12:12). Животных 

содержали в клетках из полипропилена по три особи в 
каждой (площадь пола — 1612 см2). Критерии включения 
животных в эксперимент: отсутствие клинических 
признаков нарушения здоровья; отклонение массы тела 
не более 10% от среднего значения. Крысы контрольной 
группы находились на стандартной диете с соотношением 
белков, жиров и углеводов —  24% : 6% : 44% (корм «Дельта 
Фидс»; Биопро, РФ) со свободным доступом к пище и воде. 
Крысы экспериментальной группы в течение 12 недель 
находились на высокожировой и высокоуглеводной 
диете (ВЖВУД), содержащей стандартный лабораторный 
корм (66%), смешанный с топленым свиным салом (17%), 
фруктозой (17%), холестерином (0,25%, Cholesterol; 
Sigma, США) (соотношение белков, жиров и углеводов —
16%:21%:54%), с заменой питьевой воды на 20%-й 
раствор фруктозы. 

Оценку состоятельности сформированной модели 
критериям МС проводили методами, описанными нами 
ранее [5, 8]. У животных экспериментальной группы (в 
сравнении с контрольными) анализировали следующие 
параметры: уровень артериального давления (система 
«Систола»; «Нейроботикс», Россия), массу тела 
(взвешивание на аналитических весах Pioneer PX224, 
OHAUS, КНР), удельный вес висцеральной жировой ткани 
и печени (взвешивание на аналитических весах Pioneer 
PX224, OHAUS, КНР; вычисление отношения массы 
ткани на 100 г массы тела крысы), а также результаты 
биохимических тестов: уровень глюкозы в крови натощак 
и в пероральном тесте на толерантность к глюкозе 
спектрофотометрическим методом с использованием 
ферментативных наборов (Chronolab; Испания), 
концентрацию триацилглицеролов, общего холестерола 
(ХС), холестерола в составе липопротеинов низкой (ХС-
ЛПНП), очень низкой (ХС-ЛПОНП) и высокой плотности 
(ХС-ЛПВП) в сыворотке крови на автоматическом 
анализаторе Architect с4000 (Abbot; США). 

Выведение животных из эксперимента осуществляли 
методом СО

2
-асфиксии. Кровь отбирали из сердца 

в две пробирки: с активатором свертывания для 
получения сыворотки и последующего биохимического и 
иммуноферментного анализа, а также с антикоагулянтом 
для оценки количественных показателей белой крови. 

Для оценки интенсивности воспалительного процесса 
определяли общее количество и морфологический 
состав лейкоцитов в крови при помощи автоматического 
анализатора BC-2800 Vet (Mindray; Китай), концентрацию 
общего белка методом Брэдфорд, высокочувствительного 
С-реактивного белка (Rat CRP ELISA Kit, Elabscience 
Biotechnology; Китай).

Методом иммуноферментного анализа оценивали 
содержание в сыворотке крови цитокинов IL6, IL10, 
TNFα (наборы Bender MedSystems GmbH; Австрия), 
концентрацию инсулина (Insulin Rat ELISA Kit, Thermo Fisher 
Scientifiс; США) и лептина (Leptin Rat ELISA Kit, Thermo 
Fisher Scientific; США). Гомеостатическую модель оценки 
инсулинорезистентности (HOMA-IR) рассчитывали по 
следующей формуле:

(сывороточный инсулин) × (сывороточная глюкоза) / 22,5. 
С целью оценки интенсивности локального 

воспаления в жировой ткани определяли уровень 
продукции активных форм кислорода (АФК) c помощью 
красителя с заблокированной флуоресценцией — 
2,3-дигидродихлорфлуоресцеина диацетат (ДГХФ-ДА). Для 
этого фрагменты висцеральной жировой ткани массой 
50 мг инкубировали в течение 60 мин в присутствии 10 мкМ 
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ДГХФ-ДА. Оценивали флуоресценцию при длине волны 
возбуждения 530 нм и длине волны испускания 485 нм 
с помощью микропланшетного ридера (Infinite 200 Pro 
M-plex, Tecan; Швейцария) [9]. 

Статистическую обработку данных проводили в 
программе SPSS Statistics 23 (IBM; США). Данные, 
подчиняющиеся нормальному закону распределения, 
представлены в виде среднего и стандартного 
отклонения (M ± SD), не подчиняющиеся — медианы 
(Me) и межквартильного интервала (Q

25
; Q

75
). Анализ 

различий между выборками выполняли при помощи 
t-критерия Стьюдента или U-критерия Манна–Уитни. 
Пороговое значение достигнутого уровня значимости (p) 
было принято равным 0,05. Для оценки статистической 
взаимосвязи между количественными показателями 
вычисляли коэффициент ранговой корреляции Спирмена 
или коэффициент парной корреляции Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате высокожировой и высокоуглеводной 
диеты (ВЖВУД) продолжительностью 12 недель у 
животных экспериментальной группы формировались 
физиологические и лабораторные признаки метаболических 
нарушений. При сравнении анализируемых параметров 
у крыс опытной группы в отличие от интактных животных 
были зарегистрированы артериальная гипертензия, 
увеличение массы тела, повышение удельного веса 
печени и висцеральной жировой ткани. При проведении 
биохимических тестов было выявлено нарушение 
толерантности к глюкозе (увеличение площади под кривой 
«концентрация глюкозы–время» (AUC0–120)), гипергликемия 
натощак, а также изменения показателей липидного 
спектра, которые характеризовались повышением 
уровней ТАГ, общего ХС, ХС-ЛПНП и ХС-ЛПОНП (табл. 1).
Выявленные изменения позволили сделать вывод 
о состоятельности воспроизведенной модели и ее 
пригодности для анализа дополнительных критериев МС. 

В качестве критерия, свидетельствующего о 
формировании состояния инсулинорезистентности 
у экспериментальных животных, была определена 
концентрация инсулина в крови. У крыс с МС концентрация 
гормона более чем в 2 раза превышала значения 
показателя в контрольной группе, а индекс HOMA-IR 
составил 1,3 ± 0,4. У животных опытной группы оказался 
высоким и уровень гормона жировой ткани лептина, 
который превышал контрольные значения в среднем в 
1,5 раза (табл. 1).

При анализе интенсивности процессов 
свободнорадикального окисления в висцеральной 
жировой ткани было установлено статистически значимое 
повышение продукции АФК у крыс с МС до 2,5 усл. ед., при 
уровне 1,2 усл. ед. в группе контроля (р = 0,008).

В результате биохимического анализа у животных 
экспериментальной группы было установлено повышение 
концентрации общего белка в крови в 1,3 раза, а также 
концентрации С-реактивного белка в среднем в 2,6 раза 
соответственно, по сравнению со значениями в группе 
контроля (табл. 1).

У животных опытной группы было зарегистрировано 
статистически значимое повышение общего числа 
лейкоцитов в крови. При анализе морфологического 
состава белой крови было обнаружено увеличение 
количественного содержания гранулоцитов — как 
относительного, так и абсолютного их числа (табл. 2).

Сывороточная концентрация IL10 и TNFα в крови у 
крыс с метаболическими нарушениями, индуцированными 
ВЖВУД, оказалась выше, чем у здоровых животных, в 
среднем в 3,7 и 4,2 раза соответственно (табл. 3). При 
этом повышение уровня IL6 в крови у животных опытной 
группы оказалось статистически недостоверным. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

К настоящему времени в экспериментальных медико-
биологических исследованиях утверждены два основных 
методических подхода к моделированию МС на мелких 
грызунах: 1) использование специализированных линий 
животных, генетически предрасположенных к развитию 
сахарного диабета, ожирения и сердечно-сосудистых 
заболеваний; 2) использование различных диет с 
несбалансированным рационом белков, жиров и углеводов 
[4, 10]. Оба подхода основаны на индукции избыточного 
накопления в организме висцерального жира как одного 
из ключевых патогенетических факторов, опосредующего 
выраженные нарушения обмена веществ. 

Несмотря на широкое использование диет с 
повышенным содержанием жиров и углеводов для 
моделирования МС у животных, некоторые исследователи 
отмечают определенные методические сложности, 
затрудняющие верификацию его основных проявлений. 
Например, трудной представляется оценка степени 
развивающегося висцерального ожирения, поскольку 
относительные показатели, применимые для человека, 
такие как индекс массы тела или относительная окружность 
талии, не позволяют оценить тип формируемого 
ожирения у экспериментальных животных. В ряде 
исследований было обнаружено, что эквиваленты МС, 
характерные для человека (артериальная гипертензия, 
дислипопротеинемия, гипергликемия), у животных можно 
воспроизвести лишь частично [11, 12]. В ряде случаев 
причинами являются недостаточная продолжительность 
экспериментального воздействия диетой, возрастные, 
гендерные, генетические особенности инбредных 
и аутбредных линий экспериментальных животных, 
погрешности составления пищевого рациона и режима 
питания и т. д.

Одними из критериев для верификации МС у 
лабораторных животных могут служить параметры, 
характеризующие метаболическую активность жировой
ткани. В экспериментах было показано наличие 
корреляционных взаимосвязей отношения концентрации 
лептин/грелин с изменениями массы тела, селезенки и 
жировой ткани у крыс линии Wistar в модели гиперлипидемии, 
а также уровнями цитокинов, участвующих в регуляции 
воспаления (MCP-1, M-CSF, IL18 и RANTES), что указывает 
на информативность данных критериев как биомаркеров 
направленности и тяжести обменных нарушений при МС 
и ожирении [13]. 

Один из патогенетических факторов метаболического 
синдрома — хроническое воспаление жировой ткани, 
развивающееся на фоне инсулинорезистентности, 
сопряженной с гипергликемией и дислипопротеинемией 
[1, 2]. Высокоактивные вещества, вырабатываемые 
адипоцитами и клетками стромы (адипокины, 
провоспалительные цитокины), способствуют усилению 
макрофагальной инфильтрации жировой ткани и, таким 
образом, поддерживают локальное воспаление [14].

При анализе метаболической активности клеточных 
элементов висцерального жира крыс, находившихся на 
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Таблица 1. Физиологические показатели и биохимические маркеры метаболического синдрома у крыс, M ± SD

Примечание: AUC
0-120

 — площадь под кривой «концентрация глюкозы — время» в тесте толерантности к глюкозе; р — различия по сравнению с группой 
контроля. 

Параметр
Группа

р
Контрольная, n = 15 Опытная, n = 18

Масса тела, г 433,32 ± 39,4 489,1 ± 47,9 0,01

Систолическое АД, мм рт. ст. 130,4 ± 9,5 145,1 ± 8,7 0,01

Диастолическое АД, мм рт. ст. 86,5 ± 9,3 101,4 ± 12,2 0,028

Удельный вес жировой ткани, г 2,2 ± 0,22,2 ± 0,2 4,3 ± 0,64,3 ± 0,6 0,001

Удельный вес печени, г 3,1 ± 0,43,1 ± 0,4 4,2 ± 0,54,2 ± 0,5 0,001

Глюкоза натощак, ммоль/л 4,9 ± 0,5 7,6 ± 0,4 0,001

AUC0-120, ммоль/л*120 
минAUC0-120, ммоль/л*120 мин

752,2 ± 50,4 940,9 ± 55,8 0,001

Общий ХС, ммоль/л 1,7 ± 0,2 2,3 ± 0,3 0,001

ХС-ЛПВП, ммоль/л 0,6 ± 0,1 0,4 ± 0,1 0,003

ХС-ЛПНП ммоль/л, 0,9 ± 0,2 1,4 ± 0,4 0,02

ХС-ЛПОНП ммоль/л, 0,3 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,03

ТАГ, ммоль/л 0,7 ± 0,2 1,7 ± 0,5 0,001

Инсулин, пмоль/л 11,2 ± 0,8 24,2 ± 5,6 0,001

HOMA-IR  0,4 ± 0,1 1,3 ± 0,4 0,004

Лептин, нг/мл 3,1 ± 0,3 4,5 ± 0,1 0,01

Общий белок, г/л 52,7 ± 3,4 66,7 ± 3,8 0,015

С-реактивный белок, нг/мл 4,0 ± 0,4 10,5 ± 1,3 0,001

12-недельной ВЖВУД, мы зарегистрировали усиление 
активности свободнорадикальных реакций — уровень 
спонтанной продукции АФК превышал соответствующие 
значения в группе контроля в 2 раза. 

О высокой секреторной активности адипоцитов у крыс 
опытной группы можно судить и по уровню лептина в крови. 
В нашем исследовании концентрация гормона у животных 
экспериментальной группы превышала контрольные 
значения в среднем в 1,5 раза (табл. 1). При этом между 
сывороточными концентрациями лептина и инсулина была 
выявлена средняя прямая корреляционная зависимость 
(r = 0,701; р = 0,001).

Лептин преимущественно секретируют адипоциты белой 
жировой ткани, а его концентрация в крови коррелирует с 
объемом висцерального жира. В физиологических условиях 
лептин ингибирует секрецию инсулина поджелудочной 
железой [15]. Наиболее вероятно, что обнаруженная 
нами гиперлептинемия при МС носит компенсаторный 
характер на фоне инсулинорезистентности и повышении 
концентрации инсулина в крови. Известно также, что 
на фоне метаболических нарушений (гипергликемии и 
дислипопротеинемии) происходит снижение экспрессии 
лептиновых рецепторов на клетках и развивается их 
резистентность [16, 17].

Структурные особенности лептина позволяют 
отнести его к семейству провоспалительных адипокинов. 
Лептин принимает участие в регуляции хемотаксиса и 
активации нейтрофилов, в процессах дифференцировки 
Т-лимфоцитов и поддержании пула NK-клеток. На 
гуморальном уровне лептин стимулирует продукцию 
TNFα и IL6. Повышенная секреция лептина адипоцитами 
способствует накоплению макрофагов и облегчает их 
проникновение в жировую ткань посредством стимуляции 
ангиогенеза [18].

Известно, что метаболические условия активации 
клеточных элементов жировой ткани, такие как 

концентрация глюкозы, инсулина, жирных кислот, 
определяют ее цитокиновый профиль. Например, 
свободные жирные кислоты в высокой концентрации 
могут активировать рецепторы макрофагов TLR4 и 
опосредованно включать экспрессию генов, ответственных 
за наработку медиаторов воспаления [2, 14]. При этом 
в патогенезе воспаления жировой ткани формируется 
«порочный круг», так как системные эффекты некоторых 
провоспалительных цитокинов выражаются в активации 
синтеза жирных кислот и повышении их концентрации 
в крови за счет угнетения секреции адипонектина и 
регуляции продукции других цитокинов. 

В нашем исследовании мы зарегистрировали 
статистически значимое повышение концентрации TNFα 
и IL10 в сыворотке крови у крыс опытной группы по 
сравнению с контрольной (табл. 3).

На ранних этапах воспаления баланс между защитно-
приспособительными и патологическими воспалительными 
реакциями обеспечивают противовоспалительные 
цитокины (IL10, IL13, TGFβ), которые ограничивают 
повреждение ткани, снижая экспрессию молекул главного 
комплекса гистосовместимости II класса, костимуляторных 
и других молекул на иммунокомпетентных клетках [19]. 
Вероятно, этим можно объяснить выявленное нами 
повышение уровня противовоспалительного IL10 в 
сыворотке крови у животных опытной группы на фоне 
метаболических нарушений. Косвенно подтверждает это 
выявленная средняя положительная корреляционная 
взаимосвязь между уровнем IL10 и концентрацией лептина 
(r = 0,523; р = 0,012). 

Следует отметить, что при прогрессировании МС и 
ожирения наработка противовоспалительных цитокинов, 
а также гормонов, обладающих противовоспалительным 
эффектом (грелина, адипонектина) в жировой ткани может 
снижаться, что приводит к повышению инфильтрации 
жировой ткани мононуклеарами и усугубляет воспаление 
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Таблица 2. Гематологические показатели крыс контрольной и опытной групп, Me (Q
25

;Q
75

)

Таблица 3. Концентрация цитокинов в крови крыс контрольной и опытной групп, Me (Q
25

;Q
75

) 

Примечание: р — различия по сравнению с группой контроля. 

Примечание: р — различия по сравнению с группой контроля. 

Параметр
Группа

р
Контрольная, n = 15 Опытная, n = 18

Лейкоциты, 109/л 9,9 (9,4; 10,9) 13,7 (11,4; 15,0) 0,001

Лимфоциты, 109/л 7,6 (5,9; 8,3) 7,1 (6,4; 8,5) 0,84

Моноциты, 109/л 0,4 (0,2; 0,4) 0,5 (0,3; 0,4) 0,166

Гранулоциты, 109/л 2,5 (1,7; 3,6) 3,9 (3,2; 4,4) 0,003

Лимфоциты, % 65,3 (64,2; 67,6) 64,2 (62,7; 66,2) 0,343

Моноциты, % 3,4 (3,0; 3,6) 3,5 (3,1; 4,0) 0,1

Гранулоциты, % 28,2 (25,9; 31,3) 33,2 (31,5; 34,2) 0,001

Параметр
Группа

р
Контрольная, n = 15 Опытная, n = 18

IL6, пг/мл 5,5 (2,3; 6,3) 7,8 (4,7; 14,1) 0,152

IL10, пг/мл 11,8 (6,0; 23,8) 43,3 (21,9; 54,7) 0,029

TNFα, пг/мл 2,6 (2,6; 5,2) 10,8 (6,4; 11,7) 0,035

[20, 21]. Как правило, это воспаление низкой интенсивности, 
ввиду того, что факторы противовоспалительной 
резистентности способны длительное время сдерживать 
развитие генерализованного процесса и препятствовать 
развитию феномена вторичного повреждения при 
хронической системной альтерации. Поэтому, в отличие от 
острого, для хронического воспаления характерна меньшая 
выраженность изменений системных показателей.

В процессе исследования мы оценивали изменения 
параметров, характеризующих общие проявления 
воспаления, ассоциированного с висцеральной жировой 
тканью. Наряду с изменением концентрации цитокинов 
у животных с МС были выявлены повышение общего 
числа лейкоцитов, увеличение в гемограмме содержания 
гранулоцитов, повышение концентрации общего и 
С-реактивного белка в сыворотке крови по сравнению с 
соответствующими параметрами у интактных животных. 

Многие воспалительные состояния сопровождает 
повышенная продукция белков острой фазы, в основном 
высвобождаемых гепатоцитами. Исследования показали, 
что при патологических состояниях адипоциты белой 
жировой ткани способны также генерировать высокий 
уровень С-реактивного белка, что усугубляет нарушение 
метаболизма глюкозы и резистентность к инсулину [22, 23]. 

Отдельные компоненты МС могут быть причиной 
реактивного лейкоцитоза. В экспериментах на животных 
показано, что диеты с высоким содержанием жиров 
приводят к миелоидной гиперплазии, особенно 
нейтрофильного клеточного паттерна [24]. В ряде 
исследований у людей с нарушением толерантности к 
глюкозе и ожирением была установлена положительная 
корреляционная взаимосвязь между антропометрическими 
и биохимическими показателями (индекс массы 
тела, артериальная гипертензия, гиперинсулинемия, 
дислипопротеинемия) и повышенным числом лейкоцитов 
в крови [25–27]. В механизмах развития лейкоцитоза 
обсуждается возможная роль лептина. Установлено, что 

лептин и его рецепторы являются частью сигнального пути, 
стимулирующего гемопоэз в красном костном мозге [25].

Схожими эффектами в отношении гемопоэтических 
клеток и зрелых лейкоцитов обладают конечные продукты 
гликирования, АФК и провоспалительные цитокины. 
Последние являются важными индукторами лейкоцитоза, 
особенно нейтрофилии, посредством множества 
механизмов, включая демаргинацию внутрисосудистых 
нейтрофилов, ускорение высвобождения нейтрофилов из 
костного мозга и усиление гранулоцитопоэза в костном 
мозге [28, 29].

ВЫВОДЫ

В результате проведенного эксперимента у крыс с МС наряду 
с висцеральным ожирением и нарушениями углеводного и 
липидного обменов (гиперинсулинемией, гипергликемией, 
дислипопротеинемией) зарегистрированы общие признаки 
воспаления: реактивный лейкоцитоз, гиперпротеинемия, 
повышение концентрации в крови С-реактивного белка и 
цитокинов (TNFα, IL10). Выявленные изменения происходили 
на фоне повышения метаболической активности 
висцеральной жировой ткани, о чем свидетельствовали 
гиперлептинемия и повышение интенсивности процессов 
свободнорадикального окисления. Была обнаружена 
положительная корреляционная взаимосвязь между 
уровнями лептина и инсулина в крови, а также между 
сывороточной концентрацией лептина и IL10. Таким 
образом, экспериментальное воздействие на крыс ВЖВУД 
продолжительностью 12 недель наряду с метаболическими 
нарушениями позволяет воспроизвести ранние признаки 
системного воспаления, характерные для МС и ожирения. 
Мы считаем, что диет-индуцированные модели МС 
могут быть удобным инструментом для исследования 
механизмов развития ранних и поздних осложнений МС, 
опосредованных влиянием патогенетических факторов 
хронического системного воспаления.
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EPOR/CD131-MEDIATED ATTENUATION OF ROTENONE-INDUCED RETINAL DEGENERATION IS 
ASSOCIATED WITH UPREGULATION OF AUTOPHAGY GENES

Mitochondrial dysfunction is a key driver of neurodegeneration. This study aimed to evaluate the protective potential of EPOR/CD131 (heterodimeric erythropoietin 

receptor) stimulation in the neurodegeneration caused by rotenone-induced mitochondrial dysfunction. The effects of erythropoietin (EPO) and an EPO mimetic 

peptide pHBSP were assessed using in vivo and in vitro models. Single injections of 10 µg/kg EPO or 5 µg/kg pHBSP significantly alleviated the degeneration of 

ganglion cells of the retina in a rotenone-induced retinopathy in rats (p < 0.05). Consistently, in vitro exposure of rotenone-treated murine primary neuroglial cultures 

to 500 nM EPO or pHBSP significantly rescued the survival of the cells (p < 0.005). The observed enhancement of LC3A, ATG7, Beclin-1, Parkin and BNIP3 mRNA 

expression by EPOR/CD131 agonists implicates the autophagy and mitophagy activation as a plausible mitoprotective mechanism.
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EPOR/CD131-ОПОСРЕДОВАННАЯ РЕТИНОПРОТЕКЦИЯ ПРИ РОТЕНОН-ИНДУЦИРОВАННОЙ 
НЕЙРОТОКСИЧНОСТИ СВЯЗАНА С УВЕЛИЧЕНИЕМ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ АУТОФАГИИ

Митохондриальная дисфункция является ключевым драйвером развития нейродегенерации. Целью исследования было оценить протективный 

потенциал стимуляции EPOR/CD131, гетеродимерного рецептора эритропоэтина (EPO), при нейродегенерации, вызванной нарушением функции 

митохондрий. В качестве агонистов EPOR/CD131 были использованы EPO или pHBSP, эффективность которых оценивали в условиях in vivo и 

in vitro. В модели ротенон-индуцированной ретинопатии однократная инъекция 10 мкг/кг EPO или 5 мкг/кг pHBSP привела к значительному снижению 

дегенерации ганглионарных клеток сетчатки (p < 0,05). Кроме того, инкубация в 500 нМ растворах EPO и pHBSP резко увеличила выживаемость 

первичной мышиной нейроглиальной культуры, обработанной ротеноном (p < 0,005). Примечательно, что применение агонистов EPOR/CD131 привело 

к увеличению экспрессии мРНК LC3A, ATG7, Beclin-1, Паркина и BNIP3, что свидетельствует об активации аутофагии и митофагии как потенциальном 

механизме митопротективного действия.
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Несмотря на значительные успехи, достигнутые в области 
изучения физиологии и патологии мозга, прогресс в 
лечении нейродегенеративных заболеваний (НЗ), одной 
из главных групп патологий нервной системы, остается 
относительно скромным. В то же время ввиду увеличения 
средней продолжительности жизни населения, бремя НЗ 
приобретает все большую медико-социальную значимость 
[1]. При этом на сегодняшний день отсутствуют средства 
этиотропной терапии нейродегенерации, а существующие 
подходы патогенетической и симптоматической 
направленности очень ограниченно влияют на исходы 
заболеваний. Все это обусловливает актуальность 
поиска новых эффективных стратегий нейропротекции. 
Отдельный интерес фармакотерапия НЗ представляет для 
офтальмологии, поскольку многие заболевания сетчатки 
тоже имеют нейродегенеративную природу [2].

Аномалии митохондриальной функции рассматривают 
как ключевое звено нейронной дегенерации [3]. Показано, 
что нарушение митохондриальной функции является не 
следствием, а драйвером развития НЗ [4]. В связи с 
исключительной важностью энергетического обмена 
одной из основных задач клетки является поддержание 
пула здоровых митохондрий. При этом ключевым 
механизмом, предотвращающим накопление дефектных 
митохондрий, служит митофагия [5]. Термин «митофагия», 
впервые предложенный Лемастерсом [6], относится к 
процессу избирательной деградации митохондрий 
посредством макроаутофагии [7]. Два основных пути 
митофагии включают PINK1/паркин-опосредованную и 
рецептор-опосредованную митофагию [8].

В итоге элиминация поврежденных митохондрий 
приводит к снижению окислительного стресса и 
увеличению эффективности энергетического обмена 
клетки [9]. Таким образом, стимуляцию митофагии 

можно рассматривать как эффективный подход к 
нейропротекции. Более того, активация аутофагии в целом 
приводит к снижению перегрузки нейронов неправильно 
свернутыми белками и белковыми агрегатами, которые 
являются основным патоморфологическим субстратом 
при нейродегенеративном процессе [10].

В качестве потенциальной стратегии нейропротекции, 
которая может быть связана с активацией аутофагии 
и улучшением функции митохондрий, может быть 
рассмотрена фармакологическая активация гетеродимерного 
рецептора эритропоэтина (EPO) EPOR/CD131 [11]. 
Ранее для агонистов EPOR/CD131 была показана 
нейропротективная активность [12–14] и способность 
активировать аутофагию [15]. Цель работы — оценить 
нейропротективную активность эритропоэтина (EPO) 
и его пептидного агониста pHBSP, избирательно 
стимулирующего гетеродимерный рецептор EPOR/CD131.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для оценки митотропных эффектов в качестве модели 
была выбрана ротеноновая токсичность в условиях in vivo 
и in vitro. Пестицид ротенон прерывает митохондриальную 
дыхательную цепь, блокируя комплекс I. Воздействие 
ротенона способно индуцировать клеточные изменения, 
характерные для митохондриальных заболеваний и 
нейродегенерации [16]. 

Животные

Исследование проводили на 24 самцах крыс (питомник 
«Столбовая»; Московская область, Россия), трех самках 
мышей линии CD-1 (питомник Пущино; Московская 
область, Россия) и 24 новорожденных мышатах. До и во 

Таблица. Праймеры для оценки экспрессии целевых генов

Ген 
(кодируемый белок)

Последовательность праймера
Длина продукта 

(п.н.)

Маркер ретинальной дегенерации

Nefl (NEFL)
F: 5'-GGAGTACCAGGACCTCCTCA-3'

102
R: 5'-CTGGTGAAACTGAGCCTGGT-3'

Гены, регулирующие аутофагию/митофагию

Becn1 (Beclin 1)
F: 5'-CAGCTGGACACTCAGCTCAA-3'

99
R: 5'-CTGTTCACTGTCGCCCTCAT-3'

Map1lc3a (LC3A)
F: 5'-TTGGTCAAGATCATCCGGCG-3'

104
R: 5'-TCAGCGATGGGTGTGGATAC-3'

Atg7 (ATG7)
F: 5'-TCCTGGCCAAGGTGTTTAACT

104
R: 5'-ACTCATGTCCCAGATCTCAGC-3'

Prkn (Паркин)
F: 5'-TGCCCATTGAAAAGAATGGAGG-3'

95
R: 5'-GTTCCACTCACAGCCACAGT-3'

Bnip3 (BNIP3)
F: 5'-AACAGCACTCTGTCTGAGGA-3'

100
R: 5'-GCCGACTTGACCAATCCCA-3'

Гены воспалительного ответа

Il1b (IL1b)
F: 5'-GGCTGACAGACCCCAAAAGA-3'

101
R: 5'-TGTCGAGATGCTGCTGTGAG-3'

Il6 (IL6)
F: 5'-CTCATTCTGTCTCGAGCCCAC-3'

105
R: 5'-AGAAGGCAACTGGCTGGAAG-3'

Гены домашнего хозяйства

Actb (B-actin)
F: 5'-CCACCCGCGAGTACAACC-3'

95
R: 5'-GACGACGAGCGCAGCGATA-3'
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дальнейшего структурного анализа. Проводили оценку 
толщины слоя внутреннего плексиформного слоя (ВПС) и 
числа ядер на 100 мкм слоя ганглионарных клеток. 

Количественная полимеразно-цепная реакция 

Выделение суммарной РНК и обратную транскрипцию 
проводили по методике, описанной ранее [20]. Для оценки 
экспрессии таргетных генов в амплификаторе CFX96 
(BioRad; США) проводили ПЦР образцов с использованием 
коммерческого набора SYBR® Green Master Mix (Bio-Rad 
Laboratories, Inc.; США) и олигонуклеотидных праймеров 
(Евроген; Россия).

Праймеры подбирали с использованием ресурса 
Primer-BLAST (NCBI) и с соблюдением ряда условий: 
1) температура плавления 59–61 °C; 2) каждый праймер 
должен отжигаться на область межэкзонного соединения 
или оба праймера должны отжигаться на разные экзоны; 
3) прямой и обратный праймеры не должны образовывать 
ауто- и кроссдимеры в одной смеси; 4) размер ПЦР-
продукта должен составлять 95–107 п.н. (см. таблицу).

Преобразование полученных при количественной ПЦР 
данных проводили с использованием метода двух дельта. 
После проведения амплификации с помощью программы 
Bio-Rad CFX Manager (Bio-Rad; США) для каждого образца 
рассчитывали ΔCt (разницу между пороговым значением 
цикла для гена домашнего хозяйства и пороговым 
значением цикла для гена интереса).

Полученные данные преобразовывали по формуле (1) 
[21]:

где ΔCt — цикл, в котором логарифмическая кривая 
интенсивности флуоресценции красителя SYBR Green 
достигает порогового уровня (cycle threshold) при 
проведении реакции с геном домашнего хозяйства, взятым 
как контроль; ΔCt

контр
 — разница циклов между пороговым 

уровнем флуоресценции для гена интереса и контрольным 
геном.

время выполнения исследования животных содержали в 
помещениях с искусственным освещением (режим 12/12 ч)
при температуре 21–23 °С, влажности 38–50%, со 
свободным доступом к корму и воде. 

Ротенон-индуцированная ретинальная дегенерация

Для индукции ретинальной дегенерации 18 самцам 
крыс (возраст 20 недель, масса 250–275 г) под местной 
новокаинамидной анестезией интравитреально 
инъецировали 5 мкл 0,4 мМ раствора ротенона, 
разбавленного 5%-м раствором ДМСО в PBS Дюльбекко 
(D-PBS) (2 нмоль/глаз) [17]. 

Затем животных делили на три равные группы:
1) контроль (стерильная вода подкожно + ротенон 

интраорбитально);
2) pHBSP (pHBSP 5 мкг/кг подкожно + ротенон 

интраорбитально);
3) EPO (EPO 10 мкг/кг подкожно + ротенон 

интраорбитально). 
Дополнительно была введена группа интактных 

животных (n = 6; соответствующие по возрасту и массе) с 
введением носителя вместо ротенона.

Исследуемые препараты EPO и pHBSP вводили 
подкожно за 30 мин до инъекции ротенона. Животным 
контрольной и интактной групп вводили стерильную воду. 
На 3-й день глаза энуклеировали для гистологического 
исследования и анализа экспрессии таргетных генов (рис. 1).

Морфологическое исследование

Глазные яблоки заливали в парафин с предварительной 
фиксацией в забуференном формалине (pH около 
7,0) с 0,002%-м раствором пикриновой кислоты и с 
последующей осторожной аспирацией стекловидного 
тела и заменой расплавленным воском, как описано 
ранее [18]. Все срезы были стандартизированы по одной 
и той же области (1 мм выше слепого пятна) и толщине 
(7 мкм) для корректного сравнения полученных данных. 
Слайды окрашивали по стандартным протоколам [19] для 

Рис. 1. Схема исследования ретинопротективной активности агонистов EPOR/CD131 при ротенон-индуцированной ретинопатии

2E ΔΔCt = ΔCt – ΔCt
контр     

 (1),
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Исследование цитопротективной активности pHBSP 
при ротеноновой токсичности in vitro

Для приготовления культуры клеток использовали мышей 
линии CD1 в возрасте одни сутки после рождения. 
Проводили декапитацию животного, помещали голову 
на чашку Петри, помещенную на лед. Препарирование 
черепной коробки от кожи и фасций проводили в условиях 
охлаждения. Извлекали головной мозг и помещали в 
чашку Петри с охлажденным PBS. Гиппокамп, кору или 
средний отдел мозга выделяли под бинокуляром Leica 
(ув. ×10) на охлажденном предметном стекле, помещенном 
в чашку Петри.

Ткани собирали в пробирку, промывали D-PBS, 
трипсинизировали, и засевали по 20 000 клеток в 
планшеты, обработанные поли-D-лизином, для дальнейшего 
культивирования в среде Neurobasal (Панэко; Россия). Через 
16–18 ч половину среды заменяла на среду Neurobasal 
Plus. Через каждые 2 дня проводили контроль культуры 
под микроскопом и меняли половину среды на новую. 
Культивирование клеток осуществляли в течение 10 дней. 
За 24 ч до подсчета числа живых клеток в лунки добавляли 
ротенон для получения конечной концентрации 2,5 мМ. 
После 20 ч инкубации с ротеноном в суспензию добавляли 
изучаемые препараты (pHBSP и EPO) в концентрациях 
50 или 500 нМ. Подсчет выживших клеток проводили с 
помощью окраски красителем MTT [3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид] в автоматическом 
счетчике клеток с функцией анализатора жизнеспособности 
Cell Counter (Corning; США) с использованием программы 
CytoSmart (Axion; Нидерланды).

Статистическая обработка

Нормальность распределения проверяли с помощью 
критерия Шапиро–Уилка. Нормально распределенные 
данные представляли в виде M ± SD, ненормально 
распределенные данные — в виде Me [Q

1
; Q

3
]. 

Статистическую обработку и визуализацию данных 
проводили в программе GraphPad Prism 9.2.0 (Graphpad 
Software Inc; США). Значимость различий определяли 
с помощью однофакторного дисперсионного анализа 
Краскела–Уоллиса и анализа post hoc по методу 
Данна с процедурой Бенджамини–Хохберга. Данные, 
использованные для построения тепловых карт, не 
подвергали статистической обработке.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Исследование продемонстрировало, что интравитреальные 
инъекции ротенона привели к специфическим изменениям 
морфологии сетчатки: ее истончению, уменьшению 
толщины ВПС и уменьшению количества ганглионарных 
клеток. Толщина ВПС уменьшилась с 41,92 мкм [38,74; 43,70]
в группе носителя до 23,59 мкм [21,37; 25,62] в группе 
с введением ротенона, тогда как количество ядер в 
100 мкм слоя ганглионарных клеток (СГК) уменьшилось с 
8,22 [7,75; 8,83] до 4,78 [4,42; 4,67]. Изменения указывают 
на дегенерацию ганглионарных клеток, что свидетельствует 
о нейродегенеративном процессе, индуцированном 
ротеноном. Кроме того, анализ экспрессии генов выявил 
повышенную экспрессию цитокинов Il6 и Il1b и снижение 
экспрессии Nefl, маркера количества ганглионарных клеток 
сетчатки (ГКС), что также подтверждает повреждение 
сетчатки.

pHBSP и EPO значительно уменьшили изменения, 
вызванные ротеноном, как по гистологической картине 
(рис. 2А–В), так и по данным анализа экспрессии генов 
(рис. 2Г). Примечательно, что pHBSP продемонстрировал 
более значительное снижение дегенерации сетчатки. 
Толщина ВПС и число ядер в 100 мкм СГК у крыс, 
получавших pHBSP, составляли 34,34 [31,52; 36,02] и 6,89 
[7,00; 7,33] соответственно.

Обнаружено также, что крысы, получавшие pHBSP или 
EPO, имели повышенную экспрессию маркеров митофагии 
и аутофагии Map1lc3a, Atg7, Becn1, Prkn, Bnip3 в сетчатке 
(рис. 2Г). Оба препарата продемонстрировали сравнимую 
активность в отношении повышения экспресии Nefl и 
генов, которые кодируют белки, связанные с аутофагией, 
а также сравнимую супрессорную активность в отношении 
экспрессии провоспалительных цитокинов.

Таким образом, однократное системное введение 
pHBSP и EPO в дозах 5 и 10 мкг соответственно привело 
к снижению ретинальной дегенерации, вызванной 
интравитреальной инъекцией ротенона. В основе 

Рис. 2. Терапевтический эффект pHBSP и EPO на ротенон-индуцированную 
ретинопатию у крыс. А. Репрезентативные снимки гистологических срезов 
сетчатки. Б. Результаты оценки толщины внутреннего плексиформного 
слоя. В. Результаты подсчета числа ядер в ганглионарном слое сетчатки. 
Г. Нормализованная тепловая карта, отражающая экспрессию маркеров 
воспаления (Il6, Il1b), аутофагии (Map1Lc3a, Atg7), митофагии (Becn1, Prkn, 
Bnip3) и ретинальной дегенерации (Nefl). СГК — слой ганглионарных клеток; 
ВПС — внутренний плексиформный слой; * — p < 0,05; ** — p < 0,005; 
*** — p < 0,0005 при сравнении результатов анализа по Краскелу–Уоллису 
и пост-хок анализа по Данну

А

Б В

Г

Носитель Ротенон

То
лщ

ин
а 

вн
ут

р
ен

не
го

 
пл

ек
си

ф
о

р
м

но
го

 с
ло

я 
(м

км
)

 Ч
ис

ло
 я

д
ер

 н
а 

10
0 

м
км

 с
ло

я 
га

нг
ли

о
на

р
ны

х 
кл

ет
о

к

Нос
ит

ел
ь

Носитель

Нос
ит

ел
ь

Рот
ен

он

Ротенон

Рот
ен

он

pHBSP

pHBSP

pHBSP
EPO

EPO

–2 0 2Z-score

ll6

ll1b

Map1Lc3a

Atg7

Becn1

Prkn

Bnip3

Nefl

60
15

40
10

20 5

0 0

EPO

p = 0,12

pHBSP

СГК

ВПС

EPO



54

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ    ОФТАЛЬМОЛОГИЯ

ВЕСТНИК РГМУ   4, 2022   VESTNIKRGMU.RU| |

ретинопротективных эффектов, опосредованных 
стимуляцией EPOR/CD131, может лежать снижение 
воспалительной активации и усиление митофагии, 
что подтверждено снижением экспрессии маркеров 
воспаления и увеличением экспрессии маркеров ауто/
митофагии.

Цитопротективная активность in vitro

Инкубация в течение 24 ч первичной нейроглиальной 
культуры гиппокампа в 2,5 мкМ растворе ротенона привела 
к гибели более 50% культуры, что снизило количество 
живых клеток с 69,80 ± 6,62% в группе необработанных 
клеток до 27,06 ± 8,98% в группе с применением ротенона 
без лечения (рис. 3). Применение исследуемых препаратов 
в концентрации 500 нМ статистически значимо увеличило 
жизнеспособность культуры до 61,73 ± 11,56% (p < 0,005) 
и 71,20 ± 6,97% (p < 0,005) при применении pHBSP и EPO 
соответственно. В концентрации 50 нМ оба препарата так 
же выраженно снизили количество мертвых клеток, но 
эффект не был статистически значим.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Функциональное состояние митохондрий рассматривают 
как один из основных факторов, определяющих клеточный 
гомеостаз. Ткани с особенно большими энергетическими 
потребностями, такие как мозг и сетчатка, характеризуются 
наиболее высокой чувствительностью к митохондриальным 
аномалиям [2].

В данном исследовании мы продемонстрировали, 
что стимуляция EPOR/CD131 способна улучшать 
морфофункциональное состояние нейрональных клеток 
сетчатки и выживаемость первичной нейроглиальной 
культуры in vitro при химически индуцированной 
митохондриальной дисфункции. Поскольку нейротоксичный 
эффект ротенона связан с разобщением дыхательной 
цепи митохондрий, митопротективное действие можно 
рассматривать как наиболее вероятный механизм 
наблюдаемых положительных эффектов стимуляции 
EPOR/CD131. В целом это согласуется с полученными 
ранее данными, касающимися влияния EPO на 
митохондриальную функцию [22]. Анализ генной экспрессии 
продемонстрировал, что одним из потенциальных 
механизмов митопротективной активности агонистов 
EPOR/CD131 является стимуляция ауто- и митофагии. 
Так, применение препаратов привело к увеличению 
экспрессии мРНК LC3A, ATG7, Beclin-1, Паркина и BNIP3. 
Эти результаты согласуются также с полученными нами 
ранее данными по эффекту pHBSP на экспрессию генов 
аутофагии при этанол-индуцированной нейродегенерации 

у крыс [23]. Несмотря на то что в этой работе мы не 
проводили количественную или полуколичественную 
оценку уровня степени фосфорилирования белков 
аутофагии, некоторые из данных факторов уже были 
идентифицированы как медиаторы нейропротекции при 
митохондриальной дисфункции [16, 24, 25]. Кроме того, 
прежде было показано, что некоторые положительные 
эффекты pHBSP связаны со стимуляцией аутофагии. 
Например, продемонстрировано, что гепатопротективная 
активность pHBSP связана с увеличением экспрессии 
белков LC3II, LC3I, and Beclin 1 и может быть отменена 
ингибиторами аутофагии [15]. Аналогично, аутофагия 
была идентифицирована как одно из основных звеньев, 
опосредующих нейропротективные эффекты EPO [26].

ВЫВОДЫ

Таким образом, EPO и pHBSP, селективный агонист EPOR/
CD131, проявляют выраженную нейропротективную 
активность при ротенон-индуцированном поражении. 
Исследование показало, что стимуляция аутофагии и 
митофагии является одним из вероятных механизмов 
наблюдаемых фармакологических эффектов. Применение 
агонистов EPOR/CD131 является перспективным 
направлением в лечении нейродегенеративных процессов 
центральной нервной системы и сетчатки. Дальнейшие 
исследования на конкретных моделях НЗ, таких как 
болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера или боковой 
амиотрофический склероз, могут помочь в определении 
перспективности клинического применения pHBSP.

Рис. 3. Цитопротективное действие pHBSP и EPO на первичной 
нейроглиальной культуре, обработанной ротеноном в концентрации 2,5 М. 
** — p < 0,005; *** — p < 0,0005 при сравнении по Данну
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В. Д. Вагнер1, Е. А. Сарф2, Л. В. Бельская2, А. С. Коршунов3      , К. Н. Курятников3, А. А. Бондарь3, А. Д. Мелоян3, К. А. Максименко3, 
М. Н. Касий3

ПРОГНОСТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФТОРИД-ИОНОВ В РОТОВОЙ ЖИДКОСТИ 
ПРИ ОСТРОМ ПЕРИКОРОНИТЕ

Разработка новых методов ранней диагностики и исхода стоматологических заболеваний по концентрации различных ионов в ротовой жидкости 

является перспективным направлением. По составу ротовой жидкости можно оценивать состояние не только стоматологического здоровья, но и 

всего организма в целом. Превышение концентрации фторид-ионов оказывает негативное влияние на органы и ткани полости рта, а контроль за его 

поступлением в организм врачами не проводится. Целью исследования было разработать и апробировать методику определения фторид-ионов в

ротовой жидкости методом капиллярного электрофореза при стоматологических заболеваниях. Получены данные о концентрации фторид-ионов 

в норме (2,16 ± 0,48 мг/л), при множественном кариесе и остром перикороните (18,9 ± 4,2 мг/л), остром перикороните (15,2 ± 2,7 мг/л). На третьи сутки 

после оперативного вмешательства значения в группе с острым перикоронитом пришли в норму (2,28 ± 0,52 мг/л), при множественном кариесе и остром 

перикороните, даже после хирурического вмешательства, остались высокими (8,7 ± 1,9 мг/л; р < 0,0001). Разработанная методика эффективна для 

изучения концентрации фторид-ионов при изолированных и сочетанных стоматологических заболеваниях.

Ключевые слова: перикоронит, множественный кариес, фториды, ротовая жидкость, капиллярный электрофорез
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PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF ORAL FLUID FLUORIDE MEASUREMENT IN ACUTE PERICORONITIS

Oral fluid is a valuable substrate for assessing dental health and other aspects of physical status. New methods for early diagnosis and prognosis of dental 

diseases on the basis of oral fluid composition are in constant demand. Excessive fluoride concentrations, often oversighted by dental therapists, negatively 

affect organs and tissues of the oral cavity. This study aimed at development and approbation of a method for reliable measurement of fluoride ions in oral fluid by 

capillary electrophoresis to be used in patients with dental diseases. The fluoride ion concentrations were measured in health (2.16 ± 0.48 mg/L), in isolated acute 

pericoronitis (15.2 ± 2.7 mg/L) and in acute pericoronitis combined to multiple caries (18.9 ± 4.2 mg/L). By post-operative day 3, fluoride levels in the group with 

isolated acute pericoronitis dropped to normal values (2.28 ± 0.52 mg/L), whereas in the group with acute pericoronitis combined to multiple caries fluoride levels 

remained high (8.7 ± 1.9 mg/L; р < 0.0001). The developed protocol is efficient for studying fluoride ion concentrations in isolated and combined dental diseases.
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Проблему влияния фторидов на организм и здоровье 
человека изучают давно.  В настоящее время отрицательное 
влияние фтора на организм доказывают ведущие ученые 
в области медицины, химии, гигиены труда и питания [1]. 
Известны эффекты фторидов на стоматологическое 
здоровье, они вызывают эндемические заболевания 

(флюороз, кариес) при избыточном и недостаточном 
поступлении [2]. Фторид-ионы могут воздействовать на 
фосфоенолпируваткиназу и тем самым ингибировать 
гликолиз, в результате чего снижаются продукция 
молочной кислоты, развитие и размножение кариесогенной 
микрофлоры в полости рта. Действие фтора на другие 
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органы и ткани организма исследовано недостаточно 
[3]. Фториды ингибируют активность ферментов, 
кофакторами которых являются ионы марганца, кальция, 
железа и магния. Основными источниками фтора, 
попадающего в организм человека, служат питьевая вода, 
продукты питания, пыль, газообразные соединения фтора, 
поступающие через легкие при дыхании. Установлена 
среднесуточная потребность во фторидах (для взрослого 
человека 2–3 мг) [4]. До 70% фтора человек получает с 
питьевой водой и около 30% с пищей. Одно из важных 
значений фторидов — в профилактике развития кариеса 
зубов. Выявлена зависимость между содержанием фтора 
в организме и пораженностью людей флюорозом, в том 
числе с учетом тяжести течения эндемического процесса. 
Доказана взаимная зависимость кариеса и флюороза 
временных и постоянных зубов при различном содержании 
фтора в питьевой воде. Изучена интенсивность кариеса 
зубов, особенно у детей в зависимости от содержания 
фтора в питьевой воде [5]. 

Ключевые исследования в отечественной и зарубежной 
литературе затрагивают влияние фтора на течение 
и исход заболеваний твердых тканей зубов (кариес, 
флюороз). Мы не обнаружили публикаций об изменении 
интервальных значений фторид-ионов при затрудненном 
прорезывании зубов «мудрости». Изменение концентрации 
фторид-ионов при данных заболеваниях имеют важное 
практическое значение в силу прорезывания таких 
зубов в гипоминерализованном состоянии [6, 7]. 
Наличие воспалительного процесса при затрудненном 
прорезывании зубов «мудрости» негативно отражается 
на состоянии гомеостаза органов и тканей полости 
рта. Следовательно, повышение концентрации фторид-
ионов до критических значений может иметь негативные 
последствия, особенно при наличии дополнительных 
очагов инфекции в полости рта.

В терапевтической стоматологии применяют препараты 
на основе фторидов, что является относительно 
недорогим и доступным методом лечения очаговой 
деминерализации эмали. Ионы фтора предотвращают 
кариес, влияют на метаболизм бактерий в зубном налете 
за счет ингибирования ферментативных процессов, тем 
самым уменьшают выработку кислот. Следовательно, 
уменьшается деминерализация кариозного поражения 
на ранних стадиях [8]. Однако простые фториды не 
могут предотвратить возникновение кариеса из-за 
кратковременности их нахождения на поверхности зуба 
и низкой концентрации выделяемого фтора. Применение 
малоэффективных простых фторидов в виде зубных паст, 
гелей, средств для полоскания, лаков для локального 
фторирования зубов — еще одна причина сохранения 
высокого уровня кариеса и некариозных поражений 
зубов. Зубные пасты и средства для полоскания, 
содержащие антимикробные компоненты, оказывают 
некоторое подавляющее воздействие на микробную 
биопленку, покрывающую поверхность зуба, однако они 
не обладают реминерализующим свойством [9]. Поэтому 
необходимо применение методов глубокого фторирования. 
Назначение препаратов фтора основывается только 
на стоматологическом статусе и не подкрепляется 
лабораторными исследованиями содержания фторид-
ионов в организме. Важно учитывать, что фтор относится 
к микроэлементам, для которых характерен относительно 
резкий переход от физиологически полезных концентраций 
до концентраций, вызывающих токсикоз [10], именно 
поэтому определение фторидов в биологических 

субстратах имеет важное диагностическое значение [11]. 
Индикатором содержания фторидов в организме является 
их наличие в крови, слюне, моче, костях, волосах [12]. 

Перспективной биологической жидкостью, отражающей 
общее состояние организма, является ротовая жидкость 
[13–15]. Благодаря возможности неинвазивного сбора 
и отсутствию риска инфицирования при получении 
биоматериала ротовая жидкость обладает очевидными 
преимуществами по сравнению с венозной или капиллярной 
кровью [16]. Состав ротовой жидкости адекватно 
отражает биохимический статус и физиологическое 
состояние человека [17]. Отсутствие унифицированного 
метода определения фторидов в биологических образцах 
затрудняет выбор надежного и воспроизводимого способа. 
Метод капиллярного электрофореза (КЭ) является одним 
из современных методов определения ионного состава 
различных объектов [18, 19]. Его совершенствование 
позволяет все более широко применять этот метод в 
различных областях аналитической химии [20]. Простота 
и доступность, а также неоспоримые преимущества, 
которые он дает при выполнении измерений, позволяют 
использовать его в повседневной лабораторной практике, 
а полученные результаты применять в различных областях 
медицины, в частности стоматологии для оценки тяжести и 
характера течения одонтогенных заболеваний.

На основании изученной литературы мы сочли 
целесообразным исследовать влияние стоматологических 
заболеваний на изменение концентрации фторид-ионов 
в ротовой жидкости. Повышение указанных ионов 
может нести негативные последствия для созревания 
и минерализации твердых тканей зубов человека или 
утяжелять течение заболеваний органов и тканей полости 
рта.

Цель исследования — разработка и апробация 
методики количественного определения фторидов в 
ротовой жидкости методом капиллярного электрофореза 
при множественном кариесе и остром перикороните.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Клиническое исследование

В контрольную группу были выбраны 200 людей с 
удовлетворительным уровнем гигиены полости рта и 
значением КПУ от 0 до 4,4 (среднее значение — 3,3 ± 0,4). 
Для апробации методики определения фторид-ионов в 
ротовой жидкости отобрали две исследованные группы: 
первая включала пациентов с острым перикоронитом на 
фоне множественного кариеса и значениями КПУ более 
6,6 (среднее значение — 11,9 ± 0,6) (20 человек) в возрасте 
20–25 лет. Во вторую группу отобрали пациентов с острым 
перикоронитом, удовлетворительным уровнем гигиены 
полости рта и значениями КПУ от 0 до 4,4 (среднее значение — 
3,6 ± 0,5) (20 человек) в возрасте 20–25 лет. По результатам 
проведенного анкетирования установлены критерии 
включения: в контрольной группе — удовлетворительный 
уровень гигиены, КПУ — от 0 до 4,4, возраст — 20–25 лет; 
женский пол; в исследованной группе 1 — наличие острого 
перикоронита и множественного кариеса (КПУ более 6,6), 
возраст — 20–25 лет, женский пол; в исследованной группе 
2 — наличие острого перикоронита, удовлетворительный 
уровень гигиены, КПУ от 0 до 4,4, возраст — 20–25 лет, 
женский пол. Критерии исключения: возраст менее 20 лет 
и более 25 лет, неудовлетворительный уровень гигиены, 
мужской пол, наличие хронических соматических, 
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воспалительных и инфекционных заболеваний, оказывающих 
негативное влияние на твердые ткани зубов и пародонт, 
наркотическая и алкогольная зависимость, прием 
ульцерогенных лекарственных препаратов. Обследование 
всех пациентов проводили на базе отделения стоматологии 
общей практики БУЗ Омской области «Городская клиническая 
стоматологическая поликлиника №1» в 2021–2022 гг. 
Пациенты исследованных групп были набраны во время 
приема врача-стоматолога после подтверждения диагноза.

У пациентов контрольной группы забор ротовой 
жидкости осуществляли натощак в стерильные пробирки 
для определения нормальных интервальных значений. В 
первой и второй исследованных группах забор ротовой 
жидкости проводили по аналогичной методике до 
проведения хирургического вмешательства (удаление 
зубов 38, 48, которые по результатам рентгенологического 
исследования находились на стадии полуретенции под 
слизистой оболочкой и капюшоном), на первые и третьи 
сутки по поводу острого перикоронита. Полученные 
образцы центрифугировали при 7000 об./мин. Определение 
концентрации фторид-ионов образцов ротовой жидкости 
проводили двумя методами: методом капиллярного 
электрофореза и фотометрическим методом. 

Методика проведения капиллярного электрофореза

Разработку методики капиллярного электрофореза 
ротовой жидкости проводили с использованием системы 
капиллярного электрофореза КАПЕЛЬ-105М (Люмэкс; 
Россия) [21, 22]. Аппаратурное оформление и подготовка 
капилляра к работе описаны ранее [22]. Объем ротовой 
жидкости составил 100 мкл, проведено разбавление 
в 20 раз в дистиллированной воде. В отличие от 
приведенной ранее методики показано, что отсутствует 
необходимость предварительного осаждения белка [22]. 
Для определения анионов (хлориды, нитриты, нитраты, 
фосфаты, фториды, сульфаты) использовали ведущий 
электролит, содержащий CrO

3
 (10 мМ), диэтаноламин 

(30 мМ) и цетилтриметиламмония гидроксид (2 мМ). 

Методика фотометрического определения фторидов

В основе метода лежит определение изменения цвета 
циркон-ализаринового комплексного соединения в 
результате образования бесцветного более прочного 
комплексного соединения фторид-ионов с хлористым 
цирконилом (IV) [23]. При реакции с фторидом циркон-
ализариновый комплекс освобождает ализарин, который 
окрашивает раствор в желтый цвет. В мерную колбу 
вместимостью 100 см3 вносили 5 мкл ротовой жидкости, 
доводили объем пробы дистиллированной водой до метки, 
приливали 5 см3 раствора ализаринового красного С и 5 см3 

кислого раствора хлористого цирконила, приготовленных 
по ГОСТ 23268.18-78. Раствор тщательно перемешивали, 
выдерживали в течение часа при комнатной температуре 
и измеряли оптическую плотность на спектрофотометре 

при длине волны 540 нм в кюветах с толщиной слоя 10 мм 
против холостой пробы.

Статистическая обработка данных

При статистической обработке экспериментальных 
данных проводили проверку характера распределения, 
подтвердили нормальное распределение, поэтому 
рассчитывали доверительные интервалы по критерию 
Стьюдента. Значения р-value приведены для уровня 
значимости 0,95.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Разработка методики определения фторидов методом 
капиллярного электрофореза

На первом этапе была проведена градуировка прибора. 
В табл. 1 представлены основные характеристики пика 
фторид-иона, рассчитанные исходя из полученных 
электрофореграмм градуировочных смесей. Для 
построения градуировочного графика использовали 
значение площади пика фторид-иона (рис. 1).

Поскольку в дальнейшем предполагалось определять 
фторид-ионы в ротовой жидкости, для построения 
градуировочного графика был использован раствор. В 
его состав входили все анионы, которые гипотетически 
могли быть обнаружены в слюне (рис. 2А). На рисунке на 
врезке показано изменение площади пика фторид-иона 
при изменении его концентрации в пробе. 

При анализе проб ротовой жидкости не было 
обнаружено пиков нитрит- и нитрат-ионов (пики 2 и 4
соответственно). Типичная электрофореграмма для 
определения анионов слюны представлена на рис. 2Б.
Для оценки сходимости результатов необходимо 
производить запись электрофореграммы одного образца 
в трех–четырех параллелях. Для того чтобы убедиться 
в правильной идентификации пика фторид-иона, 

Таблица 1. Характеристики электрофореграммы для определения фторид-ионов

№ градуировочного 
раствора

Время выхода, мин Высота пика, mUA Площадь пика Концентрация, мг/л

Раствор 1 6,317 0,368 12,68 0,25

Раствор 2 6,323 2,398 64,32 1,0

Раствор 3 6,128 7,117 268,7 5,0

Раствор 4 6,048 9,299 504,2 10,0

Рис. 1. Градуировочный график для анализа фторид-ионов (диапазон 
концентраций построения градуировочной зависимости для фторид-ионов 
составляет 0,1–10 мг/дм3)

y = 0,0195x

R 2 = 0,9975

100

10

6

2

8

4

0

200 300 400 500

К
о

нц
ен

тр
ац

ия
 (м

г/
л)

Площадь пика



60

ORIGINAL RESEARCH    DENTISTRY

BULLETIN OF RSMU   4, 2022   VESTNIKRGMU.RU| |

проведено исследование методом «введено–найдено», 
согласно которому в образец с заранее определенным 
содержанием компонента вводят добавку с точно 
известной концентрацией (использовали государственный 
стандартный образец (ГСО) с концентрацией определяемых 
компонентов 1 мг/мл). Отмечено, что при введении добавок 
увеличиваются высота и площадь пика, идентифицируемого 
как фторид-ион (рис. 2Б). Установлено, что при введении 
добавки погрешность определения содержания фторид-
ионов не превышает 10%.

Параллельно проведено определение в образцах фторид-
ионов фотометрическим методом. Расчет концентрации 
фторид-ионов производили по предварительно построенному 
градуировочному графику (рис. 3). Следует отметить, что 
определение концентраций фторид-ионов возможно только 
в узком диапазоне при невысоких значениях. Это связано с 
тем, что при больших концентрациях зависимость оптической 
плотности от концентрации не является линейной. Поэтому 
аликвоты образца необходимо многократно разбавлять
(табл. 2), что негативно сказывается на точности результатов 
измерения.

Показано, что значения концентраций фторид-ионов, 
определяемых методом капиллярного электрофореза 
и спектрофотометрическим методом, совпадают 
(табл. 2). Полученный результат позволяет говорить о 
равноценной возможности использования описанных 
методов. Однако, в связи с ограниченным диапазоном 
определяемых концентраций и сложностью разбавления, 
применение спектрофотометрического способа 
определения становится спорным. Так, при одинаковой 
аликвоте исследуемого образца методом капиллярного 
электрофореза концентрация фторид-ионов 
определяется во всех случаях, тогда как для применения 
спектрофотометрического метода необходимо подбирать 
условия разбавления, чтобы попасть в нужный диапазон 
концентраций (табл. 2). Содержание фторид-ионов у 200 
добровольцев контрольной группы в среднем составило 
2,27 ± 1,07 мг/л, но диапазон варьирования — от 0,16 до 
8,7 мг/л, поэтому удобнее и целесообразнее использовать 
метод, при котором не требуется подбирать концентрацию 
фторид-ионов в пробе путем предварительного разбавления. 
В частности, метод капиллярного электрофореза 
удовлетворяет заявленным требованиям. 

Апробация методики определения фторидов в 
ротовой жидкости при множественном кариесе и 
остром перикороните

Содержание фторидов в контрольной группе составляет 
2,16 ± 0,48 мг/л. Полученные интервальные значения 
фторидов в ротовой жидкости, установленные методом 
капиллярного электрофореза, позволили нам использовать 
при оценке их изменчивости в исследованных группах, 
в которых наблюдается неблагоприятная клиническая 
ситуация в полости рта (зубы, пораженные кариозным 
процессом, острый перикоронит).

У пациентов исследованной группы 1 до хирургического 
вмешательства по поводу острого перикоронита отмечены 
максимально высокие значения содержания фторидов в 
ротовой жидкости (18,9 ± 4,2 мг/л), в исследованной группе 
2 показатели тоже высокие (15,2 ± 2,7 мг/л). 

На первые сутки после проведенного лечения 
отмечено достоверное снижение концентрации фторидов 
в исследованной группе 1 (9,4 ± 2,1 мг/л) и исследованной 
группе 2 (11,4 ± 2,8 мг/л). 

При сравнении содержания фторидов на третьи сутки 
после проведенного лечения в исследованной группе 1
происходит снижение показателей до интервальных 
значений контрольной группы (2,16 ± 0,48 мг/л). В 
исследованной группе 2 показатели остались высокими 
(8,7 ± 1,9 мг/л), что указывает на влияние множественного 
кариозного процесса и острого перикоронита на 
концентрацию фторидов в ротовой жидкости. Различия 
между исследуемыми группами статистически достоверны 
(р < 0,0001) (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Анализ литературных данных по балансу фтора в 
организме показывает, что основное поступление фтора 
связано с пищей и водой; помимо этого возможно 
влияние факторов окружающей среды, а именно 
профессиональная интоксикация в производственных 

Рис. 2. А. Пример электрофореграммы градуировочного раствора для 
определения анионов (1 — хлориды, 2 — нитриты, 3 — сульфаты, 4 — нитраты, 
5 — фториды, 6 — фосфаты). На врезке показаны пики фторид-ионов в 
диапазоне концентраций 0,25–10,0 мг/л. Б. Пример электрофореграммы 
слюны без добавок, а также при добавлении 100 и 200 мкл стандартного 
раствора фторид-ионов (разбавление в 20 раз)

Рис. 3. Градуировочный график для фотометрического определения 
фторид-ионов
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помещениях с высоким содержанием фтора в воздухе. 
Множество работ посвящены изучению содержания 
фтора в объектах окружающей среды [3, 4, 10]. Следует 
отметить, что в регионах и областях проживания людей 
содержание фтора в окружающей среде различается 
[11], соответственно норма содержания фторид-ионов в 
организме человека тоже будет варьировать в зависимости 
от региона проживания [24–26]. Многими авторами 
показана взаимосвязь различных системных заболеваний 
с содержанием фторид-ионов, но в большинстве случаев 
ее оценивали косвенно, по содержанию фторид-ионов в 
объектах окружающей среды [27]. Так, показано, что 
существует прямая корреляция между содержанием 
фтора в воде и заболеваемостью сахарным диабетом, 
ревматизмом, пиелонефритом, эрозией шейки матки, 
а также между отношением фтор/сульфаты в воде и 
цереброваскулярной болезнью, болезнями мочеполовой 
системы, женских половых органов, нервной системы и 
органов чувств [27]. Практически отсутствуют данные о 
взаимосвязи заболеваний с содержанием фторид-ионов 
в биологических жидкостях, в том числе и в ротовой 
жидкости. Накопление фтора происходит в зубах, особенно 
большое его количество обнаружено на поверхности 
эмали, поэтому определение фтора именно в слюне 
должно быть информативным. В нестимулированной 
слюне концентрация фторидов отражает сумму фторидов, 
присутствующих в протоковой слюне и поступающих из 
пищи и воды [28]. Заболевания полости рта, такие как кариес 
и флюороз, напрямую связаны с концентрацией фторид-

ионов. Поэтому своевременное определение и коррекция 
поступления фторид-ионов в организм имеют важное 
значение для оценки стоматологической заболеваемости. 
Описаны разные методы определения фторидов, что 
также усложняет сопоставление результатов, полученных 
разными авторами, при этом в разных методах и даже 
странах используют различные единицы измерения (мг/л, 
ммоль/л, ppm и др.) [11, 25, 29]. Для объектов окружающей 
среды используют капиллярный электрофорез, 
потенциометрический и фотометрические методы 
определения фторид-ионов. В целом, все перечисленные 
методы могут быть применены и для ротовой жидкости, 
однако в большинстве источников отсутствуют 
детальное описание, по которому можно воспроизвести 
методику, и подтверждение валидации метода [25]. 
Помимо описанных в настоящей работе встречается 
методика спектрофотометрического определения 
концентрации ионов фтора при 570 нм с использованием 
комплекса тринатрий 2-(4-сульфофенилазо)-1,8-
дигидроксинафталин-3,6-дисульфоната в качестве 
исходного комплекса и последующего его обесцвечивания 
за счет иона фтора [29]. Потенциометрические методы 
характеризуются большой погрешностью определения 
и необходимостью удаления мешающих примесей. Нами 
предложены методы, позволяющие определять фторид-
ионы во всем диапазоне варьирования их содержания 
в слюне как фотометрически, так и с использованием 
капиллярного электрофореза. Следует отметить, что 
именно метод капиллярного электрофореза позволяет 

Таблица 2. Пример определения концентрации фторид-ионов в слюне. КЭ (CE) — метод капиллярного электрофореза

Образец КЭ, мг/л

Фотометрический метод, мг/л

∆, %
Без разбавления

Разбавление 
в 10 раз

Разбавление 
в 20 раз

Среднее 
содержание

3 0,56 – 0,54 0,55 0,55 2,68

5 1,52 – 1,53 1,57 1,55 1,97

16 0,97 – 1,01 0,96 0,99 1,55

18 2,28 – 2,3 2,31 2,31 1,10

40 0,16 0,17 0,17 0,16 0,17 4,17

6 2,57 – 2,62 2,54 2,58 0,39

93 0,71 – 0,74 0,72 0,73 2,82

159 3,21 – 3,16 3,23 3,20 0,47

190 4,55 – – 4,6 4,60 1,10

200 0,18 0,17 0,19 0,17 0,18 1,85

Рис. 4. Содержание фторидов в контрольной группе, исследованной группе 1, исследованной группе 2 до лечения, на 1-е сутки, 3-е сутки после 
хирургического лечения
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одновременно с фторид-ионами определять содержание 
еще пяти анионов, важных с физиологической точки 
зрения (хлориды, нитраты, нитриты, сульфаты, фосфаты), 
что расширяет возможности его применения. 

Вопросы исследования состава ротовой жидкости при 
фторировании эмали зубов достаточно широко освещены 
в литературе [2, 8, 9]. В основной массе исследований 
определяют соотношение Ca/P и не анализируют 
содержание фторидов в ротовой жидкости. 

В исследованных группах нами выявлено максимально 
высокое содержание фторид-ионов в ротовой жидкости. 
В литературных источниках идет дискуссия относительно 
того, является ли прорезывание зубов локальным или 
системным процессом [30]. Изменение физико-химических 
показателей слюны, в том числе и содержания фторидов, 
позволяет предположить системный характер происходящих 
процессов. Поскольку зуб «мудрости» в момент сбора 
слюны уже почти прорезался, увеличение содержания 
фторидов может свидетельствовать о защитной реакции 
организма, поскольку зуб «мудрости» прорезывается 
гипоминерализованным и эмаль необходимо насыщать 
важными ионами, чтобы укрепить кристаллическую решетку. 
Другой причиной увеличения содержания фторид-ионов 
можно считать сопутствующий воспалительный процесс 
и активное развитие бактериальной флоры, требующее 
дальнейшего назначения антибактериальных препаратов.

К ограничениям исследования можно отнести тот факт, 
что определение фторид-ионов проведено у жителей 
одного региона (Омская область), а также небольшую 
выборку пациентов в обеих исследованных группах, что 
обусловливает необходимость продолжения исследований 
по данной проблеме.

ВЫВОДЫ

У пациентов с множественным кариесом и острым 
перикоронитом наблюдается неблагоприятная ситуация 
по концентрации фторид-ионов в ротовой жидкости. 
Несмотря на устранение острого воспалительного процесса 
по поводу острого перикоронита, концентрация фторид-
ионов не возвращается к нормальным интервальным 
значениям у пациентов из контрольной группы, в отличие от 
группы пациентов с удовлетворительным уровнем гигиены 
полости рта и значениями КПУ от 0 до 4,4. Несмотря на 
клиническую важность поступления фторид-ионов из 
ротовой жидкости, в том числе на этапе прорезывания 
зубов, этот процесс должен быть контролируемым и 
физиологическим, проходить с удовлетворительным 
уровнем гигиены и отсутствием очагов инфекции в 
полости рта. Метод капиллярного электрофореза можно 
использовать для определения концентрации фторид-
ионов в ротовой жидкости.
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IN SILICO ALGORITHM FOR OPTIMIZATION OF PHARMACOKINETIC STUDIES OF 
[25Mg2+]PORPHYRIN-FULLERENE NANOPARTICLES

The search for effective pharmacophores to treat ischemic stroke is precipitated by the prevalence and high mortality of the condition. Optimization of preclinical 

scenarios for promising neuroprotectants by mathematical modeling using up-to-date computational platforms is a well-defined and urgent task. This study 

aimed to develop a drug-oriented model represented by an ordinary differential equation system to study pharmacokinetics of 25Mg2+-releasing porphyrin-fullerene 

nanocationite PMC16 in silico using MATLAB and adjust computating model's adequatness using in vivo rat model. The developed five-compartment model 

predicts the distribution of nanoparticles in organs and tissues (e.g. the brain, the heart and the liver) for the purpose of experimental parameters optimization. The 

in silico produced pharmacokinetic curves show good agreement with the data obtained using in vivo rat model of ischemic stroke. The in silico and in vivo results 

indicate that PMC16 nanoparticles effectively cross the blood-brain barrier. 
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В. В. Фурсов1,2       , Д. И. Зинченко1, Д. Д. Наместникова2, Д. А. Кузнецов2,3

IN SILICO-МОДЕЛИРОВАНИЕ В ОПТИМИЗАЦИИ АЛГОРИТМОВ ФАРМАКОКИНЕТИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ [25MG2+] ПОРФИРИН-ФУЛЛЕРЕНОВЫХ НАНОЧАСТИЦ

Поиск эффективных фармакофоров для лечения ишемического инсульта актуален в связи с высокой распространенностью и смертностью от этого 

заболевания. Оптимизация сценариев доклинических исследований перспективных нейопротекторов средствами математического моделирования с 

использованием информационно-компьютерных технологий представляет собой отдельную актуальную задачу. Целью исследования было разработать 

препаратоориентированную математическую модель в виде системы ОДУ, реализовать ее in silico в виде программного кода на языке MATLAB и 

адаптировать к экспериментальным данным, полученным in vivo на крысах. В работе проведено исследование in silico фармакокинетики порфирин-

фуллереновых нанокатионитов, высвобождающих 25Mg2+ типа РМС16. Разработана пятикомпартментная математическая модель, которую можно 

использовать для прогнозирования распределения наночастиц в органах и тканях, расчета оптимальных дозировок, периодичности введения 

и т. д. Представлены расчетные кривые распределения РМС16 в мозге, печени и сердце. Достигнуто хорошее соответствие полученных in silico 

фармакокинетических кривых c результатами экспериментов in vivo на крысах, у которых моделировали инсульт. Доказано преодоление наночастицами 

РМС16 гематоэнцефалического барьера.  

Ключевые слова: ишемический инсульт, пенумбра, 25Mg2+, нанокатиониты, фармакокинетика, дифференциальные уравнения, математическая модель
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