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Введение. Препараты, воздействующие на митохондриальную дисфункцию, оксидативный стресс, апоптоз и воспа-
ление сосудистой стенки, обладают высоким потенциалом при профилактике и лечении атеросклеротических пора-
жений. В этой связи применение агонистов гетерорецептора EPOR/CD131, которые обладают подобным спектром 
фармакологических эффектов, является одной из перспективных стратегий в лечении кардиоваскулярных заболева-
ний.
Материалы и методы. Исследование было проведено на 68 самцах мышей C57Bl/6J. Атеросклероз моделировали на 
трансгенных животных с эндотелиоспецифичным нокдауном гена Polg путем моделирования баллонной травмы и 
содержания на западной диете. Затем в течение 27 дней вводили изучаемые препараты 1 раз в 3 дня в дозе 20 мкг/кг.  
На 28-й день животных эвтаназировали и оценивали площадь атеросклеротических бляшек. Также в тканях аорты 
определяли экспрессию генов, связанных с процессами воспаления, антиоксидантной защиты, апоптоза, ангиогене-
за. Кроме того, было изучено эндотелиопротективное действие пептидов на первичных культурах эндотелиоцитов 
диких и трансгенных мышей Polg-D257A.
Результаты. Мы не обнаружили статистически значимого влияния препаратов на площадь липидной инфильтрации. 
Однако исследуемые пептиды значимо уменьшили экспрессию провоспалительных генов iNos, Icam1, Vcam1, Sele, Il6, 
Tnfa, генов, связанных с ангиогенезом Vegfa, Flt-1 и Hif1a, экспрессию проапоптических факторов и более чем в 1,5 
раза снизили соотношение Bax/Bcl-2. Кроме того, пептиды дозозависимо увеличили выживаемость эндотелиоцитов 
при добавлении H2O2 in vitro.
Заключение. Используемые пептиды на основе эритропоэтина способны улучшать функциональное состояние со-
судистой стенки на фоне атеросклеротического поражения и оказывают угнетающее влияние на патобиологические 
процессы, связанные с митохондриальной дисфункцией. Кроме того, исследуемые пептиды оказывают значимый 
эндотелиопротективный эффект при индукции оксидативного стресса in vitro. 
Ключевые слова: атеросклероз, производные эритропоэтина, митохондриальная дисфункция, оксидативный стресс
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Introduction. The drugs affecting a mitochondrial dysfunction, oxidative stresses, apoptosis and inflammation of the vascular 
wall, have a high potential for the prevention and treatment of atherosclerotic lesions. In this regard, the use of EPOR/CD131 
heteroreceptor agonists which have a similar spectrum of pharmacological effects, is one of the promising strategies in the 
treatment of cardiovascular diseases.
Materials and Methods. The study was carried out on 68 C57Bl/6J male mice. Atherosclerosis was simulated in transgenic 
animals with an endotheliospecific knockdown of the Polg gene by simulating a balloon injury and keeping on a Western diet. 
Then, the studied drugs were injected once every 3 days at the dose of 20 μg/kg for 27 days. On the 28-th day, the animals 
were euthanized and the area of atherosclerotic plaques was assessed. The gene expression associated with the processes 
of inflammation, antioxidant protection, apoptosis, and angiogenesis was also determined in the aortic tissues. In addition, 
the endothelium protective effect of peptides on primary cultures of endothelial cells of wild and transgenic Polg-D257A 
mice was studied.
Results. No statistically significant effect of drugs on the area of lipid infiltration have been found. However, the studied 
peptides have significantly reduced the expression of proinflammatory genes (iNos, Icam1, Vcam1, Sele, Il6, Tnfa), the genes 
associated with angiogenesis (Vegfa, Kdr, and Hif1a), the expression of proapoptic factors; they decreased the Bax/Bcl-2 
ratio by more than 1.5 times. In addition, when supplemented with H2O2 in vitro, peptides dose-dependently increased 
endothelial cell survival.
Conclusion. The erythropoietin-based peptides can be used to improve the functional state of the vascular wall against 
the background of atherosclerotic lesions and have a depressing effect on pathobiological processes associated with a 
mitochondrial dysfunction. In addition, the studied peptides have a significant endothelial protective effect in the induction 
of oxidative stress in vitro.
Keywords: atherosclerosis, erythropoietin derivatives, mitochondrial dysfunction, oxidative stress

ВВЕДЕНИЕ 
Атеросклероз – хроническое заболевание сте-

нок сосудов, характеризующееся асептическим вос-
палением, нарушением перфузии органов и тканей, 
склонностью к тромбообразованию и прогрессиру-
ющей с возрастом дисфункцией сосудистой стенки. 
В 1912 г. на заседании Общества русских врачей в 
Санкт-Петербурге крупный российский ученый Н.Н. 
Аничков, именем которого в настоящее время на-
звана премия за самые выдающиеся исследования 
в области атеросклероза, совместно с С.С. Халато-
вым представил первые результаты своих револю-
ционных исследований, касающихся выявлению 

связи между алиментарными факторами, уровнем 
холестерина крови и атеросклерозом. Со времен 
этих работ, атеросклероз рассматривается, в первую 
очередь, как заболевание, вызванное накоплением 
в сосудистой стенке холестерина [1]. Эта концепция 
до сих пор является ключевой для снижения карди-
оваскулярного риска. Тем не менее, сейчас обще-
признано, что дислипидемия является единственной 
причиной атеросклероза только при семейных ги-
перхолестеринемиях. В других случаях атеросклероз 
– это результат совокупного действия ряда патогене-
тических факторов, среди которых выделяют эндоте-
лиальную дисфункции [2], гемодинамическую пере-

DOI: 10.19163/2307-9266-2020-8-2-100-111



102

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 8, Выпуск 2, 2020

грузку [3–5], миграцию гладкомышечных клеток [6], 
хроническое стерильное воспаление сосудов и ряд 
других процессов.

Отдельное место в патобиологии атеросклероза 
отводится нарушению работы митохондрий [7]. Ми-
тохондрии являются главным генератором активных 
форм кислорода (АФК) в клетке. Например, известно, 
что, проходя по окислительно-восстановительному 
градиенту электронно-транспортной цепи, 1–3% элек-
тронов преждевременно реагируют с кислородом в 
комплексах I и III с образованием супероксида и других 
типов АФК [8]. При разных патологических состояниях, 
включая гипоксию и воспаление, их количество может 
увеличиваться. Кроме того, митохондрии выполняют в 
сосудистых клетках не только метаболическую, но так-
же важную регуляторную и сигнальную роль [8].

Немаловажно также, что дисфункция митохон-
дрий в других клетках, включая нейроны и кардио-
миоциты приводит к снижению их резистентности 
к ишемии, что выражается в увеличении летальных 
исходов на фоне мозгового инсульта, окклюзии коро-
нарных артерий, инфаркте почек и других органов. 
В связи с обозначенными сведениями, патогенети-
ческий каскад, объединяющий митохондриальную 
дисфункцию и атеросклероз, становится актуальной 
мишенью для фармакологического воздействия. 

В качестве перспективного терапевтического под-
хода для воздействия на митохондриальное звено 
при поражении сосудистой стенки, могут быть рас-
смотрены агонисты гетеродимерного рецептора эри-
тропоэтина EPOR/CD131. Первым препаратом из дан-
ной группы был 11-аминокислотный пептид pHBSP 
(pyroglutamate helix B surface peptide), открытый в 2008 г.  
научной группой под руководством Майкла Брайнса [9]. 
Прежде мы продемонстрировали, что данный пептид 
оказывает выраженное эндотелиопротективное дей-
ствие при моделировании L-NAME-индуцированной 
эндотелиальной дисфункции у крыс [10, 11]. Однако 
в этом исследовании нами также был выявлен побоч-
ный эффект в виде протромботического действия. В 
этой связи мы попробовали модернизировать данную 
молекулу путем добавления трипептидных мотивов, 
обладающих антиагрегантным действием. В результате 
было получено два принципиально новых соединения, 
сочетающих в себе цитопротективный [12] и антиа-
грегантный (собственные неопубликованные данные) 
эффекты. Здесь мы сообщаем о результатах изучения 
антиатеросклеротической активности этих соединений.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ – оценка антиатероскле-
ротических и эндотелиопротективных свойств корот-
ких пептидных производных эритропоэтина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные и диета
В качестве основной тест-системы были исполь-

зованы мыши C57Bl/6J. Животные были переданы 
в дар ЦКП Института биологии гена РАН и содержа-

лись в центре доклинических исследований НИИ 
Фармакологии живых систем. После прохождения 
14-дневного карантинного режима мыши были стра-
тифицированы по массе и рассажены в отдельные 
конвенциональные клетки в соответствии с принад-
лежностью к экспериментальной группе. До и во 
время выполнения исследования животные содер-
жались в помещениях с искусственным освещением 
(режим 12 ч./12 ч.) при температуре 21–23  °С, влаж-
ности 38–50% и имели свободный доступ к корму и 
воде. Номер заключения независимого этического 
комитета 06-09/02-1 от 16.12.2019 г.

В исследование было включено 16 самцов дико-
го типа и 52 самца (25–30 г) с генотипом Polg-D257A/
Cdh5-CRE на фоне C57Bl/6J. Генотип ассоциирован с 
эндотелиоспецифичным нокдауном гена Polg, коди-
рующего фермент полимераза гамма. Нарушения 
в работе данного фермента приводят к развитию 
митохондриальной дисфункции [13, 14]. Данная ли-
ния была создана в ЦКП «Геномное редактирова-
ние» ИБГ РАН для изучения эффектов оксидативно-
го стресса и митохондриальной дисфункции. Линия 
характеризуется наличием мутантной формы гена 
Polg под контролем CAG промотора и стоп-кассеты, 
фланкированной LoxP-сайтами (неопубликованные 
данные), принципиальное устройство конструкции 
описано в статье [15]. После скрещивания с мышами 
Cdh5-CRE происходит эндотелиоспецифичное удале-
ние стоп-кассеты и гиперэкспрессия мутантной фор-
мы Polg в эндотелии.

За 2 недели до операции животных помещали на 
западную диету с 2% содержанием холестерина. 

При работе соблюдались требования Закона 
РФ «О защите животных от жестокого обращения» 
от 24.06.1998 г., правил лабораторной практики 
при проведении доклинических исследований в РФ 
(ГОСТ 3 51000.3-96 и ГОСТ Р 53434-2009), директивы 
Европейского сообщества (86/609 ЕС), правил Меж-
дународных рекомендаций Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используемых 
при экспериментальных исследованиях (1997) и Пра-
вил лaбoрaтoрнoй прaктики, принятых в Российcкoй 
Фeдeрaции (прикaз MЗ РФ № 708 oт 29.08.2010 г.).

Хирургические процедуры
Операцию выполняли на подогревочном столи-

ке под препаративным микроскопом. Под наркозом 
золазепам (Virbac, Россия) 2,5 мг/100 г + ксилазин 
(Биогель, Беларусь) 2 мг/100 г внутрибрюшинно жи-
вотным после выполнения срединной лапаротомии 
выделяли аорту на уровне между бифуркацией и от-
хождением почечных артерий. 

На обнаженный сосуд накладывали две клипсы, 
надсекали между ними артериальную стенку и вво-
дили начальный участок баллонного катетера (рис. 1).  
Затем снимали проксимальную клипсу и продвигали 
катетер в краниальном направлении на 10 мм. 
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После этого на 40 секунд нагнетали в баллон ка-
тетера воду, раздувая его до диаметра 1,5 мм при 
давлении 10 бар. Наконец, катетер извлекали, на 
разрез в аорте накладывали три шва, рану ушивали. 
После операции животных помещали в индивиду-
альные клетки с простерилизованным бумажным 
подстилом и наблюдали за ними до пробуждения. 

Для облегчения послеоперационного болево-
го синдрома в течение 3 дней с момента операции 
животные получали Метамизол натрия (Фармстан-
дарт-Лексредства (Россия) с питьевой водой ad 
libitum в концентрации 50 мг вещества на 100 мл 
воды [16, 17].

Дизайн эксперимента и введение препаратов
Животные с генотипом Polg-D257A Cdh5-CRE были 

разделены 5 равных групп: 
1) Интактные – животные без моделирования па-

тологии и без введения препаратов (n=12);
2) Контроль – животные с моделированием па-

тологии (баллонная травма + западная диета с повы-
шенным содержанием холестерина), которым, начи-
ная с 1-го дня, вводили воду для инъекций подкожно 
в объеме 0,1 мл/10 г (n=12); 

3) P-αB – животные, с моделированием пато-
логии, которым, начиная с 1-го дня, вводили пептид 
P-αB (ООО «Фармапарк») подкожно в дозе 20 мкг/кг 
1 раз в 3 дня в течение 27 дней (суммарная доза  
180 мкг/кг, n=12); 

4) P-αB1 – животные, с моделированием пато-
логии, которым, начиная с 1-го дня, вводили пептид 
P-aB1 (ООО «Фармапарк») подкожно в дозе 20 мкг/
кг 1 раз в 3 дня в течение 27 дней (суммарная доза  
180 мкг/кг, n=12); 

5) P-αB3 – животные, с моделированием пато-
логии, которым, начиная с 1-го дня вводили пептид 
P-aB3 (ООО «Фармапарк») подкожно в дозе 20 мкг/кг  
1 раз в 3 дня течение 27 дней (суммарная доза  
180 мкг/кг, n=12) (табл. 1).

Измерение площади 
атеросклеротической бляшки
Четверым животным из каждой группы было вы-

полнено макроскопическое изучение атеросклеро-
тических бляшек аорты. Вкратце, на 28-й день после 
моделирования баллонной травмы животных эвта-
назировали передозировкой наркоза (золазе пам  
10 мг/100 г внутрибрюшинно) и аккуратно извлекали 
брюшную аорту от бифуркации до участка на уровне 
диафрагмы. 

Затем препараты продольно рассекали, расправ-
ляли на пенопластовой подложке, промывали 50% 
раствором этанола и погружали в раствор Oil Red 
O на 15 минут. После этого препараты промывали 
дистиллированной водой и делали цифровые фото-
снимки. На полученных снимках с использованием 
программы imageJ рассчитывали отношение площа-

ди атеросклеротической бляшки (окрашенной крас-
ным) к интактной ткани.

Количественная ПЦР
У остальных животных после эвтаназии ткань аор-

ты в области нанесения баллонного повреждения за-
бирали, гомогенизировали и 10 минут инкубировали 
при 37 °С в растворе «Extract RNA». После лизирова-
ния образца в реагенте его подвергли хлороформной 
чистке, надосадочную пробу собирали и промывали 
изопропиловым спиртом и 70%-ным этиловым спир-
том. Концентрацию полученной РНК измеряли на 
спектрофотометре IMPLENNanoPhotometer® и дово-
дили до концентрации 300 нг/мкл. 

Обратную транскрипцию проводили с исполь-
зованием набора MMLVRTSK021 в соответствии с 
протоколом фирмы-производителя (Evrogen). Смесь 
аккуратно перемешивали и в течение 2 минут про-
гревали при 70 °C для расплавления вторичных струк-
тур РНК и последующего отжига праймера OligoDT. 
После переносили образцы в лед. Всю реакционную 
смесь инкубировали 60 мин при 40 °C в термоцикле-
ре T100™ThermalCycler (Bio-Rad). 

Для остановки реакции прогревали смесь при 
70 °C в течение 10 минут. Полученную кДНК разво-
дили до концентрации 1 нг/мкл. Уровень экспрессии 
гена оценивали относительно значений референс-
ного гена Gapdh. Расчет экспрессии в конкретной 
точке производился по формуле: Экспрессия гена = 
[(Ct(Gapdh)/Ct(Ген интереса)] (таб. 2).

In vitro изучение цитопротективной активности
У 6-ти интактных мышей (4 животных геноти-

пом Polg-D257A/Cdh5-CRE и 4 животных дикого типа) 
после эвтаназии в стерильных условиях выделяли 
нижнюю полую вену и промывали раствором DPBS 
(Thermo FS) до полного удаления крови. Затем вену 
надсекали для обнажения внутренней поверхности и 
помещали в 0,2% раствор коллагеназы в DPBS с до-
бавлением 0,9 mM CaCl2, 0,493 mM MgCl2, 5,56 mM 
глюкозы, 0,327 mM пирувата натрия, пенициллина и 
стрептомицина (Lonza), подвергая интиму фермента-
тивной диссоциации. Для увеличения эффективности 
отделения эндотелиоцитов внутренний слой отска-
бливали стерильным пинцетом. Раствор коллагена-
зы, содержащий клетки, собирали в пробирку 5 мл, 
полученные эндотелиальные клетки культивирова-
ли в среде DMEM-F12 (Lonza) с добавлением 20 mМ 
буфера HEPES (Lonza), 5 ЕД/мл гепарина, 200 мкг/мл  
ECGF (Sigma-Aldrich), 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (Thermoscientific,) при 37 °C во влажной 
атмосфере, содержащей 5% CO2 [18].

Жизнеспособность клеток измеряли количе-
ственным колориметрическим анализом МТТ, ко-
торый обеспечивает чувствительные измерения 
метаболических статусов клеток, в частности мито-
хондриального статуса, которые могут отражать ран-
ние окислительно-восстановительные изменения. 
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Рисунок 1 – Схематическое изображение и размеры баллонного катетера

Таблица 1 – Аминокислотная последовательность исследуемых соединений

Лабораторный шифр Аминокислотная последовательность

P-αB ____QEQLERALNSS
P-αB1 RGDQEQLERALNSS
P-αB3 KGDQEQLERALNSS

Таблица 2 – Праймеры, используемые для количественной ПЦР

Ген F-праймер R-праймер
Длина 

продукта
(п.н.)

GenBank

Trp53 (p53) CGACTACAGTTAGGGGGCAC CCATGGCAGTCATCCAGTCT 95 NM_001127233.1
Bcl2 TCACCCCTGGTGGACAACAT TTCCACAAAGGCATCCCAGC 102 NM_009741.5
Bax CCCGAGCTGATCAGAACCAT GAGGCCTTCCCAGCCAC 96 NM_007527.3
Pon2 CTTCCACACTGCCACCTGAT TCCTGGGAATTTTAGACCCACA 105 NM_000305.3
Sod2 GGCTGGCTTGGCTTCAATAAG AGCGGAATAAGGCCTGTTGTT 95 NM_013671.3
Vegfa (VEGF-A) GGGCCTCCGAAACCATGAA TGCAGCCTGGGACCACTTG 95 NM_001025250.3
Flt-1 (VEGF) CCCATCGGCAGACCAATACA CGGTGCAGTTGAGGACAAGA 96 NM_001363135.1
Nos2 (iNOS) GCTCTAGTGAAGCAAAGCCCA GGGATTCTGGAACATTCTGTGC 103 NM_001313921.1
Icam1 CTCCGGACTTTCGATCTTCCA CCTTCCAGGGAGCAAAACAAC 98 NM_010493.3
Vcam1 TACTGTTTGCAGTCTCTCAAGC CGTAGTGCTGCAAGTGAGGG 101 NM_011693.3
Sele (E-selectin) GGGAAGAAGACTGTCCTAGCC AGGGGAGCTGGCTTCCTAAG 96 XM_006496715.3
Hif1a AGAACAACTTGAGCTGGCGT TGGAGGTGAACTAGGCTCTGT 103 NM_001092957.1
Casp1 (Каспаза-1) TGTATTCACGCCCTGTTGGA CCCTCAGGATCTTGTCAGCC 100 NM_009807.2
Casp3 (Каспаза-3) GCTTGGAACGGTACGCTAAG CTTGCTCCCATGTATGGTCTT 105 NM_001284409.1
Il6 GACTGGGGATGTCTGTAGCTC TGGATGGAAGTCTCTTGCAG 103 NM_001314054.1
Tnfa (TNFa) ACTGAACTTCGGGGTGATCG ACTTGGTGGTTTGTGAGTGTG 105 NM_001278601.1
Gapdh GGGTCCCAGCTTAGGTTCATC CCCAATACGGCCAAATCCGT 100 NM_001289726.1

Рисунок 2 – Первичный монослой эндотелиальных клеток мыши (ув. ×40)
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Вкратце, экспоненциально растущие клетки высе-
вали в 96-луночный планшет с плотностью 4 × 104 кле-
ток на лунку. Затем клетки обрабатывали исследуемы-
ми пептидами P-αB, P-αB1, P-αB3 (ООО «Фармапарк») 
в 3-х концентрациях – 5, 30, 50 мкг/мл в течение 2 ча-
сов. После предварительной обработки в культураль-
ную среду добавляли H2О2 до конечной концентрации 
в конечной концентрации 200 мкМ в течение 24 часов. 
Клетки отрицательного контроля обрабатывали толь-
ко H202, а клетки положительного контроля не обраба-
тывали ничем. После инкубации в течение 24 часов в 
каждую лунку добавляли 10 мкл реагента набора для 
анализа МТТ и клетки инкубировали в течение допол-
нительного часа. Поглощение каждого продукта реак-
ции измеряли с помощью микропланшет-ридера на 
длине волны 450 нм. Результаты выражены в процен-
тах от поглощения МТТ контрольных клеток, который 
был принят за 100% (рис. 2).

Статистическая обработка
Полученные данные были проверены на нор-

мальность распределения с использованием крите-
рия Шапиро-Уилка. Данные с нормальным распре-
делением сравнивали между собой с применением 
One-way ANOVA с пост-хок анализом по HSD Тьюки. 
Данные с ненормальным распределением сравнива-
ли с применением теста Крускала-Уоллеса и пост-хок 
анализом по методу Данна.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Макроскопическая оценка бляшки
При макроскопическом анализе было обнаруже-

но, что к 28-му дню после моделирования баллонной 
травмы во всех препаратах аорты, окрашенных кра-
ской Oil Red O визуализировались липидные отложе-
ния, характерные для атеросклероза. 

В то же время степень повреждения очень силь-
но варьировала внутри групп, что затруднило интер-
претацию полученных результатов. В итоге мы не 
обнаружили достоверных различий между контроль-
ной группой и группами с применением тестируемых 
препаратов, хотя некая тенденция к снижению пло-
щади наблюдалась в группе с применением P-αB1 
(рис. 3).

Количественная ПЦР
С использованием молекулярно-биологического 

анализа тканей бляшки было обнаружено, что изуча-
емые пептиды выраженно снижают экспрессию про-
апоптических факторов Bax, каспазы 1 и каспазы-3, а 
также незначительно увеличивают экспрессию анти-
апоптического фактора Bcl-2. Как видно из тепловой 
карты на рисунке 2 наибольший эффект продемон-
стрировал препарат P-αB1 (рис. 4А). 

Для интегральной оценки проапоптической на-
правленности тканей мы рассчитали соотношение 
экспрессии Bax к Bcl-2. Средний расчетный пока-

затель Bax/Bcl-2 составил 0,67 в группе интактных 
животных, 1,81 в контрольной группе, 1,19 в группе 
с применением P-αB, 0,96 в группе с применением 
P-αB1 и 1,09 в группе с применением P-αB3 (рис. 4Б).

Наряду с антиапоптическим действием, изучае-
мые препараты снизили повышенную на фоне трав-
мы экспрессию генов воспалительных маркеров iNOS 
и молекул межклеточной адгезии ICAM-1, VCAM-1 
и E-селектина. Наиболее выраженный эффект был 
получен в группе с применением соединения P-αB1 
(рис. 5).

Кроме того, исследуемые препараты снизили 
экспрессию факторов, связанных с ангиогенезом 
VEGF-A, VEGFR, а также HIF-1a (рис. 6).

Наконец, нами было обнаружено, что на фоне 
моделирования атеросклероза у мышей Polg-D257A/
Cdh5-CRE происходит увеличение экспрессии генов 
антиоксидантных ферментов PON2, SOD2. При этом по 
сравнению с контролем на фоне применения тестиру-
емых пептидов экспрессия генов антиоксидантной си-
стемы была снижена. Также, как и при оценке влияния 
пептидов на провоспалительные и проангиогенные 
гены, наиболее выраженный эффект был получен в 
группе с применением соединения P-αB1 (рис. 7).

Изучение цитопротекторной активности in vitro
При проведении МТТ-теста на первичных куль-

турах эндотелиоцитов было обнаружено, что даже 
без добавления H2О2 эндотелиоциты, экспрессиру-
ющие Polg-D257A, характеризуются более низкой ин-
тенсивностью сигнала по сравнению с диким типом. 
При инкубации с H2O2 большая часть эндотелиоци-
тов Polg-D257A теряла интенсивность сигнала почти в 
пять раз с 80,60 (95% CI 77,29–84,94) до 15,79 (95% CI 
11,97–25,42) (рис. 8).

Исследуемые препараты дозозависимо увеличи-
вали выживаемость клеток в условиях оксидативно-
го стресса, вызванного добавлением H2O2. При этом 
как видно из рисунка модифицированные пептиды 
(P-αB1 и P-αB3) оказывали более выраженный эф-
фект по сравнению с базовым соединением (PαB) 
при добавлении в эквивалентных дозах.

ОБСУЖДЕНИЕ
Пептидные агонисты гетерорецептора EPOR/

CD131 являются активаторами связанных с эритро-
поэтином каскадов цитопротекции. Соединения 
P-αB1 и P-αB3 наряду с первичными антиапоптиче-
скими свойствами обладают также антиагрегантной 
активностью, которая достигается за счет внесения 
трипептидных мотивов KGD и RGD. В данном ис-
следовании в качестве экспериментальной модели 
для изучения антиатеросклеротической активности 
P-αB1 и P-αB3 мы использовали трансгенных мышей 
с митохондриальной дисфункцией на фоне ткане-
специфичного нокдауна гена Polg, кодирующего по-
лимеразу гамма.
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Рисунок 3 – Площадь липидных отложений 
Примечание: + – среднее арифметическое.

Рисунок 4 – Влияние исследуемых препаратов на относительную экспрессию маркеров апоптоза
Примечание: А) Из рисунка видно, что на фоне моделирования баллонного повреждения выраженно возрастает экс-

прессия маркеров программируемой клеточной гибели p53 и Bax и падает экспрессия антиапоптического маркера Bcl-2. 
Исследуемые препараты практически во всех случаях возвращают экспрессию p53, Bax и Bcl к уровню значений в интакт-
ной группе; B) Рисунок Б отражает соотношение Bax/Bcl-2. Соотношение характеризует проапоптическую направленность 
клетки, чем оно выше, тем более выражена активация каскадов программируемой клеточной гибели. Из рисунка видно, 
что пептид P-αB1 статистически значимо снижает соотношение Bax/Bcl-2.

+ – среднее арифметическое; статистическую значимость межгрупповых отличий выявляли с применением теста Кра-
скела-Уоллиса и пост-хок анализа по методу Данна. 

А

Б
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Рисунок 5 – Уровень экспрессии генов iNOS, ICAM-1, VCAM-1 и E-селектина

Рисунок 6 – Уровень экспрессии VEGF-A, VEGFR, и HIF-1a

Рисунок 7 – Уровень экспрессии генов PON2, SOD2

Рисунок 8 – Влияние H2O2 и тестируемых пептидов на выживаемость эндотелиоцитов  
с генотипом Polg-D257A

Примечание: † – относительно интактных эндотелиоцитов дикого типа; * – p < 0,0001 при сравнении с группой, полу-
чавшей только H2О2; # – p=0,0783 при сравнении с группой с добавлением P-αB 30 мкг/мл
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Полимераза гамма – это фермент, который игра-
ет ключевую роль в репликации митохондриальной 
ДНК. Этот фермент демонстрирует высокую точность 
работы и, в то же время, обладает собственной 3’-
>5› экзонуклеазной активностью, благодаря которой 
возможно исправление ошибок полимеризации. 
Включение «неправильных» нуклеотидов без после-
дующего исправления приводит к накоплению мито-
хондриальных мутаций и дисфункции митохондрий 
[19]. В результате происходит увеличение выработки 
активных радикалов и повреждение клетки. Гомози-
готные животные с системным нокаутом Polg не вы-
живают, поэтому в нашей работе мы использовали 
эндотелиоспецифичный нокдаун гена [20]. Данная 
модель отражает одно из ключевых звеньев в па-
тогенезе атеросклероза – оксидативный стресс на 
фоне митохондриальной дисфункции. Тем не менее, 
в любой животной модели атеросклероза, индиви-
дуальные различия в сроках и степени формирова-
ния бляшек настолько велики, что для тестирования 
препаратов нужны очень большие группы животных 
[21–23]. В этой связи мы решили стандартизировать 
процесс атерогенеза путем индукции атеросклероза 
баллонной травмой и западной диетой.

В используемой нами модели атеросклероз 
связан с травматическим воздействием на сосуд на 
фоне повреждения эндотелиоцитов вследствие дис-
функции митохондрий. Для подтверждения эффек-
тов, наблюдаемых in vivo, мы также провели in vitro 
изучение эффективности выбранных пептидов на 
первичной культуре эндотелиоцитов Polg-D257A. Для 
усиления оксидативного стресса мы инкубировали 
клетки в присутствии 200 мкМ H2О2.

Изучаемые пептиды продемонстрировали выра-
женный эндотелиопротективный эффект на модели 
оксидативного стресса in vitro. Также было обнару-
жено, что препараты оказывают выраженное реду-
цирующее влияние на экспрессию проапоптических 
маркеров. Подобные результаты согласуются с пред-
ставлением о базовом механизме действия произ-
водных эритропоэтина. При активации цитопротек-
торного гетерорецептора EPOR/CD131 происходит 
Jak/STAT-опосредованная передача сигнала в ядро, 
приводящая к сигналингу «выживания» путем сни-
жения экспрессии проапоптических генов [24, 25]. 
Аналогичные эффекты стимуляции эритропоэтино-
вых рецепторов прежде уже были показаны при мо-
делировании атеросклероза [26].

Кроме того, нами было получено, что экспрес-
сия генов антиоксидантной системы PON2 и SOD2 
снизилась у леченых животных по сравнению с кон-
тролем. Мы связываем наблюдаемый эффект с тем, 
что в сосудах животных контрольной группы разви-
вается сильный оксидативный и токсический стресс, 
который стимулирует увеличение экспрессии генов 
антиоксидантной системы. В то же время на фоне 
лечения, патологические явления в клетках были ре-

дуцированы, и стимулирующая активность в отноше-
нии генов PON2 и SOD2 также снизилась. 

Также мы установили, что пептидные агонисты 
EPOR/CD131 обладают выраженной противовоспа-
лительной активностью, снижая экспрессию провос-
палительных цитокинов и молекул межклеточной 
адгезии. Воспаление является активным фактором 
развития атеросклероза и способствует дестабили-
зации атеросклеротических бляшек [27]. Особую 
роль в регулировании воспалительных каскадов и 
инфильтрации сосудов иммунными клетками играют 
молекулы VCAM-1 ICAM-1 IL-1b TNF-a [28–30]. В це-
лом противовоспалительный эффект эритропоэтина 
и его производных являются широко изученным фе-
номеном [31, 32]. Поэтому полученные нами данные 
укладываются в общее представление о фармакоди-
намике агонистов EPOR/CD131.

Отдельно мы решили оценить влияние исследу-
емых пептидов на экспрессию генов, кодирующих 
ангиогенные факторы. Ангиогенные факторы играют 
важную роль в прогрессировании атеросклероза и 
известно, что эритропоэтин способен стимулировать 
ангиогенез [33]. В зонах атеросклероза местные спец-
ифические условия (относительная аноксия, воспале-
ние, окислительный стресс) увеличивают экспрессию 
классических и неклассических ангиогенных факто-
ров, которые способствуют разрастанию ранее суще-
ствовавших vasa vasorum [34]. Неоваскуляризация уве-
личивает местный поток питательных веществ и O2 и, 
таким образом, может способствовать прогрессиро-
ванию и ремоделированию бляшек [35]. Полученные 
нами результаты продемонстрировали, что в отличие 
от эритропоэтина, пептидные агонисты EPOR/CD131 
демонстрируют антиангиогенное влияние, по край-
ней мере в отношении атеросклеротической бляшки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Прежде нами была сформулирована и под-

тверждена гипотеза, что при добавлении трипептид-
ных мотивов KGD и RGD, цитопротекторные пептид-
ные производные эритропоэтина могут приобретать 
антиагрегантные свойства. В ходе данного исследо-
вания мы продемонстрировали, что два инноваци-
онных пептида и базовое соединение PαB (pHBSP) 
защищают эндотелиоциты in vitro, а также снижают 
проапоптическую, провоспалительную и ангиоген-
ную активацию клеток сосудистой стенки в модели 
атеросклероза в сочетании с митохондриальной дис-
функцией. Подобная фармакологическая активность 
изучаемых препаратов представляется очень пер-
спективной в совокупности со сведениями о наличии 
у них антиагрегантной активности. Таким образом 
наблюдаемые эффекты дополняют сведения карди-
оваскулярной активности инновационных пептидов 
P-αB1 и P-αB3, а также новые перспективы в разра-
ботке пептидов, сочетающих в себе атеропротекив-
ные и антиагрегантные свойства.
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