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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы исследования 

Проблема стимулирования регенерации тканей является актуальной для 

биологии и медицины, поскольку число случаев травматизма в России и мире 

остается чрезвычайно высоким [3, 26]. По данным Всемирной организации 

здравоохранения (ВОЗ) травматизм входит в десятку основных причин  

смертности и заболеваемости населения при этом среди всех случаев травм в 

мирное время ожоги занимают третье место [16, 76]. 

Для повышения эффективности лечения ран различного происхождения, а 

именно, сокращения сроков восстановления, улучшения косметического эффекта, 

а также снижения смертности, в клинической медицине применяют целый ряд 

препаратов (репарантов и регенерантов) и методик (лазерное, магнитное 

излучения, гемостатические и коллагеновые губки), оптимизирующих протекание 

типовых физиологических реакций при раневом процессе с целью ускорения 

регенерации тканей [91, 93 183, 195]. 

Восстановление тканей и органов независимо от причины, вызвавшей их 

повреждение, имеет закономерную стадийность и включает стереотипный 

комплекс физиологических и биохимических процессов [45, 88]. Биохимической 

основой репарации является усиление биосинтеза в тканях пластических 

субстратов (аминокислот, белков, пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов, 

РНК и ДНК, фосфолипидов и т.д.) и ускорение процессов энергообеспечения 

благодаря активации специфических и общих путей метаболизма. Типовые 

физиологические процессы (экссудация, воспаление, пролиферация, 

ремоделирование и т.п.) также связаны с адаптивными изменениями протекания 

биохимических реакций (изменение кислотно-основного состояния, усиление 

свободнорадикальных реакций, активация синтеза эйкозаноидов, нарушение 

баланса протеолиз-синтез белков и т.д.) [55, 84]. 

Среди многочисленных веществ, обладающих прорегенераторной 

активностью, известна N-ацетил-6-аминогексановая (ацексамовая) кислота (АК), 
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для которой установлена способность ускорять заживление ран кожи и слизистых 

оболочек, переломов трубчатых костей [9, 17, 65]. Для совершенствования 

протективных свойств АК были синтезированы ее производные – ацексаматы 

цинка, натрия, магния, кальция, серебра, этилтиазолиламид, показавшие лучший 

прорегенераторный эффект [27, 57, 60, 62, 202]. Важно отметить, что для АК и 

указанных ее производных не установлены биохимические процессы, 

ассоциированные с их прорегенераторным действием. 

Новое производное АК – 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N- ацетил-

6-аминогексаноат (ацексамат) – синтезировано в АО «Всероссийский научный 

центр по безопасности биологически активных веществ» (г. Старая Купавна) 

профессором С.Я. Скачиловой. Потенциальная прорегенераторная активность 

данного производного АК может быть связана, как с наличием в его составе АК с 

доказанными стимулирующими регенерацию тканей свойствами, так и остатка 

пиридиния. Известно, что производными пиридиния в организме человека 

являются, в частности, никотиновая кислота, никотинамид, 

никотинамидадениндинуклеотид (НАД), являющийся коферментом НАД-

зависимых дегидрогеназ. Пиридиновое кольцо входит в состав молекулы 

витамина В6, который в форме фосфорного эфира – пиридоксальфосфата, 

представляет собой кофермент трансаминаз, ферментов, катализирующих 

реакции трансаминирования, в результате которых происходит синтез заменимых 

аминокислот [13]. 

Учитывая изложенное выше, представляется актуальным изучение влияния 

нового производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты – 2-этил-6-метил-3-

гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата – на регенерацию ожоговых ран 

кожи крыс при его местном применении, а также адаптивных биохимических 

процессов, сопровождающих репарацию раневых дефектов. 

 

Степень разработанности темы исследования 

У N-ацетил-6-аминогексановой (ацексамовой) кислоты в 

экспериментальных и клинических исследованиях была обнаружена слабо 

выраженная способность оптимизировать заживление ран кожи, слизистых 
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оболочек и переломов трубчатых костей [9, 17, 65]. С целью усиления ее 

прорегенераторных свойств в Российской Федерации и зарубежом были 

синтезированы производные ацексамовой кислоты – ацексаматы цинка, натрия, 

магния, кальция, серебра, этилтиазолиламида, которые продемонстрировали более 

эффективное действие на процессы репарации различных тканей [27, 60]. Однако, 

как для ацексамовой кислоты, так и ее производных не были расшифрованы 

биохимические механизмы, ассоциированные с их прорегенераторными 

свойствами. 

 

Цель исследования 

Изучить биохимические аспекты прорегенераторного действия нового 

производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты – 2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата (2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ) – при 

его применении в виде мази при заживлении термических ожогов кожи крыс. 

 

Задачи исследования 

1. Выполнить эксперимент по моделированию термических ожогов кожи у 

крыс и их ежедневной обработке мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ до полного 

заживления ран. 

2. Провести планиметрическое исследование динамики заживления 

раневых дефектов кожи крыс при местном воздействии мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-

А-6- АГ в ходе эксперимента. 

3. Оценить эффективность использования курса аппликаций мази с 2- Э-6-

М-3-ГП N-А-6-АГ при местном лечении термических ожогов кожи крыс. 

4. Изучить выраженность оксидативного стресса в тканях раневых 

дефектов и сыворотке крови крыс при обработке экспериментальных 

термических ожогов кожи мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ на этапах 

регенерации ран. 

5. Изучить динамику уровней матриксной металлопротеиназы 9 типа 

(ММР-9) и ингибитора матриксных металлопротеиназ 1 типа (ТIМP-1) в тканях 

раневых дефектов и сыворотке крови при аппликациях на экспериментальные 
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термические ожоги кожи крыс мази с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ в процессе 

регенерации ран. 

6. Разработать методику количественного определения 2-Э-6-М-3-ГП N-А-

6-АГ в плазме крови крыс методом ВЭЖХ-масс-спектрометрии и определить его 

резорбцию из мази при аппликации на ожоговые раны животных. 

7. Выявить наличие корреляционных связей между площадями раневых 

дефектов и изученными биохимическими показателями на различных фазах 

раневого процесса. 

 

Легитимность исследования 

На проведение настоящего исследования получено положительное решение 

Этического комитета ФГБОУ ВО Тверского ГМУ Минздрава России протокол № 

3 от 30 сентября 2020 года. Экспериментальная работа с животными проводилась 

в соответствии с правилами «Директивы Европейского парламента и Совета 

Европейского союза по охране животных, используемых для научных целей» 

(Directive 2010/63/EU). 

 

Научная новизна исследования 

Впервые выявлена прорегенераторная активность нового производного АК 

– 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, которая проявилась в сокращении сроков заживления 

термических ожогов кожи крыс в эксперименте при их ежедневной обработке 

мазью с данным веществом по сравнению с животными контрольных групп. 

Впервые охарактеризована динамика выраженности оксидативного стресса 

в тканях раневых дефектов и сыворотке крови крыс при обработке 

экспериментальных термических ожогов кожи мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6- АГ 

на этапах восстановительного процесса в коже. 

Впервые изучена динамика уровней ММР-9 и ТIМP-1 в тканях раневых 

дефектов и сыворотке крови при обработке экспериментальных термических 

ожогов кожи крыс мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ на этапах регенерации ран. 

Разработана методика количественного определения 2-Э-6-М-3-ГП N- А-6-

АГ в плазме крови крыс методом ВЭЖХ-масс-спектрометрии с целью 
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определения его резорбции из мази при аппликации на ожоговые раны животных. 

Получены новые данные о взаимосвязи между площадями раневых 

дефектов и изученными биохимическими показателями в различные фазы 

раневого процесса. 

Новизна полученных результатов подтверждается полученными 

свидетельствами на ноу-хау, базу данных и патентом на изобретение. 

Теоретическая и практическая значимость результатов исследования 

Установлена динамика биохимических процессов, ассоциированных с 

ускорением заживления экспериментальных термических ожогов кожи животных 

при их местном лечении мазью с новым производным АК – 2-Э-6-М- 3-ГП N-А-6-

АГ. 

Разработана методика ВЭЖХ-масс-спектрометрии для количественного 

определения 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6- аминогексаноата 

в плазме крови крыс. 

Результаты проведенного исследования установили наличие прореге- 

нераторных свойств у нового производного АК – 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ при 

его местном применении в форме мази для обработки термических ожогов кожи 

крыс, что свидетельствует о перспективности проведения полномасштабных 

доклинических и клинических исследований данной мази с целью ее 

последующего практического применения. 

 

Методология и методы исследования 

Крысам основной и контрольных групп проводили экспериментальное 

моделирование термических ожогов кожи с соблюдением требуемых гуманных 

подходов при работе с животными и лабораторные биохимические 

исследования.  

В работе использованы методы теоретического познания (анализ, синтез, 

сравнение, построение гипотез), методы эмпирического характера (изучение 

научной литературы, наблюдение, измерение), математические методы 

(статистический анализ). 
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Положения, выносимые на защиту 

1. 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноат 

(ацексамат) обладает прорегенераторными свойствами при применении в виде 

курса ежедневных аппликаций на термические ожоги кожи крыс. 

2. Прорегенераторная активность 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-

ацетил-6-аминогексаноата ассоциирована со снижением выраженности 

свободнорадикальных реакций и протеолитической активности ММР-9 в 

регенерирующих тканях. 

3. Существует достоверная взаимосвязь между площадями раневых 

дефектов и уровнями ММР-9/ТIMP-1 в тканях, а также между уровнями ММР- 

9/ТIMP-1 и индексом оксидативного стресса (ИОС) в тканях у животных, 

получавших на ожоговые раны курс аппликаций 2% мазью 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-

АГ, в фазы воспаления и пролиферации. 

4. Прорегенераторная активность нового производного N-А-6-АГ кислоты и 

ассоциированные с репарацией обнаруженные изменения биохимических 

показателей обусловлены местным действием вещества на регенерирующие 

ткани. 

 

Степень достоверности результатов исследования 

Достоверность результатов подтверждается применением стандартной 

методики эксперимента по моделированию термических ожогов у крыс, 

использованием объема выборки животных, рассчитанного методами 

математической статистики, рациональным выбором методов исследования, 

исполь зованием высоко чувствительных и специфичных наборов реактивов для 

лабораторных исследований, современного сертифицированного лабораторного 

оборудования, хранением полученных в настоящем исследовании  результатов в 

компьютерной базе данных в программе Microsoft
®
 Office

®
 Excel

®
 2016, 

использованием адекватных методик статистической обработки данных 

исследования с помощью IBM
®
 SPSS

®
 Statistcs 23.0, публикацией в 

рецензируемых научных журналах результатов исследования и их апробацией на 

многочисленных научных конференциях. Первичная документация результатов 
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проведенного исследования проверена комиссией (акт проверки первичной 

научной документации от 26 апреля 2021 года). 

 

Апробация материалов работы 

Результаты исследования в форме стендовых и устных докладов 

представлены на 7 российских и международных научно-практических 

конференциях: 

– V межвузовская научно-практическая конференция молодых ученых 

«Молодежь и медицинская наука», 2017, Тверь (устный доклад) – диплом III 

степени; 

– VII Межвузовская научно-практическая конференция молодых ученых 

«Молодежь и медицинская наука», 2019, Тверь (устный доклад); 

– VIII Межвузовская научно-практическая конференция молодых ученых 

«Молодежь и медицинская наука», 2020, Тверь (устный доклад) – диплом I 

степени; 

– Международный научно-исследовательский конкурс «Исследователь 

года 2020», Петрозаводск (устный доклад) – диплом I степени; 

– XXII Международный конгресс «Здоровье и образование в XXI веке: 

глобальные вопросы и проблемы современности в аспекте модернизации в 

медицине и образовании», 2020, Москва (стендовый доклад) – диплом III 

степени; 

– XV Международная научно-практическая конференция молодых 

ученых-медиков «СОВА», 2021, Курск (устный доклад) – диплом I степени; 

– Всероссийская научная конференция с международным участием 

«Регенеративная биология и медицина», 2021, Москва (стендовый доклад). 

Апробация материалов диссертационной работы проведена на 

расширенном заседании кафедр биохимии с курсом клинической лабораторной 

диагностики, химии, биологии, гистологии, эмбриологии и цитологии, 

патологической анатомии, фармакологии и клинической фармакологии, 

управления и экономики фармации с курсами фармакогнозии, фармацевтической 

технологии, фармацевтической и токсикологической химии, патологической 

https://tvgmu.ru/kaf/p1296/
https://tvgmu.ru/kaf/p1296/
https://tvgmu.ru/kaf/p1296/
https://tvgmu.ru/kaf/p1296/
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физиологии, физиологии с курсом теории и практики сестринского дела, общей 

хирургии, факультетской терапии, госпитальной терапии федерального 

государственного бюджетного образовательного учреждения высшего 

образования «Тверской государственный медицинский университет» 

Министерства здравоохранения Российской Федерации (ФГБОУ ВО Тверской 

ГМУ Минздрава России) от 22 декабря 2021 года, протокол № 1. 

 

Внедрение результатов исследования 

Методики определения общей оксидантной и антиоксидантной активности, 

концентраций ММР-9 и TIMP-1, а также данные об их динамике в ходе процесса 

регенерации термических ожогов кожи у животных используются в учебном 

процессе на кафедре управления и экономики фармации с курсами 

фармакогнозии, фармацевтической технологии, фармацевтической и 

токсикологической химии ФГБОУ ВО Тверской ГМУ Минздрава России и 

кафедре зоологии и физиологии ФГБОУ ВО «Тверской государственный 

университет» Минобра России. 

На апробированную в ходе исследования методику эксперимента по 

моделированию термических ожогов кожи у крыс, использующуюся в работе 

кафедры биологии и вивария ФГБОУ ВО Тверской ГМУ Минздрава России, 

оформлено «ноу-хау» – Петрова М.Б., Егорова Е.Н., Андрианова Е.В., Петровская 

М.А. Способ подготовки операционного поля для создания экспериментальной 

модели термического ожога кожи. – Тверь, Тверской ГМУ, Свидетельство ноу-

хау № 01-147-2020 от 26.02.2020. 

По материалам исследования оформлены объекты интеллектуальной 

собственности: 

 база данных Малыгин А.С., Богомолова О.А., Андрианова Е.В., Демидова 

М.А. «Характеристика масс-спектров новых лекарственных средств из группы 

производных пропилпентановой и аминогексановой кислот» (свидетельство о 

государственной регистрации № 2020620659 от 09.04.2020 г.) 

 патент на изобретение Скачилова С.Я., Ермакова Г.А., Блинова Е.В., 

Блинов Д.С., Пахомов Д.В., Кильмяшкина М.Ф., Шимановский Д.Н., Петрова 
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М.Б., Егорова Е.Н., Андрианова Е.В., Петровская М.А., Желтухин Н.К., 

Коротоножкин А.В. Мазь для лечения ожогов 1-3 степени // Патент на 

изобретение № 2731175 зарегистрирован в Государственном реестре изобретений 

РФ 31.08.2020 г. 

 

Личный вклад автора в проведенное исследование 

Лично Андриановой Е.В. выполнены: анализ отечественной и зарубежной 

научной литературы по теме диссертации, формулировка цели и задач 

исследования, выполнение эксперимента, набор фактического материала в ходе 

эксперимента и его обработка, выполнены лабораторные биохимические 

исследования, составлена база данных полученных результатов по группам 

исследования, выполнена статистическая обработка полученных результатов, 

написан текст диссертации, самостоятельно сформулированы выводы и 

практические рекомендации по результатам проведенного исследования, 

подготовлены статьи для публикации, устные и стендовые доклады для 

выступлений на научно-практических мероприятиях. 

 

Публикации 

Основные положения диссертации опубликованы в 16 научных работах, из 

которых 3 – статьи в рецензируемых журналах, рекомендуемых ВАК РФ для 

опубликования основных научных результатов диссертаций на соискание ученой 

степени кандидата наук, на соискание ученой степени доктора наук, 1 – патент 

РФ, 1 – база данных, 11 – статьи и материалы научных конференций, 

опубликованные в других изданиях. Также получено 1 свидетельство ноу-хау. 

Научные статьи, опубликованные в журналах, рекомендованных ВАК РФ 

1. Андрианова Е.В., Егорова Е.Н., Петрова М.Б., Петровская М.А., 

Скачилова С.Я. // Динамика металлопротеиназной активности как показатель 

прорегенеторных свойств нового производного N-ацетил-6-аминогексановой 

кислоты при лечении ожогов // Вопросы биологической, медицинской и 

фармацевтической химии. – 2020. – Т. 23, № 10. – С. 46-52.  
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2. Андрианова Е.В., Егорова Е.Н., Петрова М.Б., Пахомов М.А. 

Биохимические аспекты прорегенераторного действия 2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата // Вестник биотехнологии и 

физико-химической биологии имени Ю.А. Овчинникова. – 2021. – Т. 17, № 1. – С. 

12-16. 

3. Попов Н.С., Егорова Е.Н., Петрова М.Б., Андрианова Е.В., Шикунова 

О.А. Применение ВЭЖХ-масс-спектрометрии для количественного определения 

2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата в плазме 

крови крыс // Вопросы биологической, медицинской и фармацевтической химии. 

– 2021. – Т. 24, № 10. – С. 45-51. 

Патент РФ 

4. Скачилова С.Я., Ермакова Г.А., Блинова Е.В., Блинов Д.С., Пахомов Д.В., 

Кильмяшкина М.Ф., Шимановский Д.Н., Петрова М.Б., Егорова Е.Н., 

Андрианова Е.В., Петровская М.А., Желтухин Н.К., Коротоножкин А.В. Мазь 

для лечения ожогов 1-3 степени // Изобретения. Полезные модели (официальный 

бюллетень Федеральной службы по интеллектуальной собственности 

(РОСПАТЕНТ)). – 2020. – № 25. Патент на изобретение RU 2731175 C1 

зарегистрирован в Государственном реестре изобретений РФ 31.08.2020 г. 

База данных 

5. Малыгин А.С., Богомолова О.А., Андрианова Е.В., Демидова М.А. 

Характеристика масс-спектров новых лекарственных средств из группы 

производных пропилпентановой и аминогексановой кислот // Программы для 

ЭВМ. Базы данных. Топологии интегральных микросхем (официальный 

бюллетень Федеральной службы по интеллектуальной собственности 

(РОСПАТЕНТ)). – 2020. – № 4.  Свидетельство о государственной регистрации 

базы данных № 2020620659 от 09.04.2020 г. 

Статьи и материалы научных конференций, опубликованные в других 

изданиях 

6. Андрианова Е.В., Егорова Е.Н. Оксидативный стресс в патогенезе 

заболеваний // Материалы V Межвузовской научно-практической конференции 

молодых ученых с международным участием «Молодежь и медицинская наука». 

https://bmpcjournal.ru/ru/25877313-2021-10-06
https://bmpcjournal.ru/ru/25877313-2021-10-06
https://bmpcjournal.ru/ru/25877313-2021-10-06
https://bmpcjournal.ru/ru/25877313-2021-10-06
https://bmpcjournal.ru/ru/25877313-2021-10-06
https://bmpcjournal.ru/ru
https://bmpcjournal.ru/ru
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– Тверь : РИЦ ТГМУ, 2018. – С. 30-34. 

7. Прохоров И.В., Городничев К.И., Андрианова Е.В., Егорова Е.Н. 

Терапевтический потенциал производных ацексамовой кислоты // Материалы 65-

й Всероссийской межвузовской студенческой научной конференции с 

международным участием. – Тверь : РИЦ ТГМУ, 2019. – С. 797-799. 

8. Андрианова Е.В., Егорова Е.Н. Производные ацексамовой кислоты и их 

биохимические эффекты // Вестник Тверского государственного университета. 

Серия: Химия. – 2019. – Т. 35, № 1. – С. 164-169. 

9. Андрианова Е.В., Петровская М.А., Петрова М.Б., Егорова Е.Н., 

Скачилова С.Я., Павлова Н.В., Харитонова Е.А. Динамика показателей 

оксидативного стресса и планиметрическая оценка ожоговых ран при лечении 

новым производным N-ацетил-6-аминогексановой кислоты // Современные 

проблемы науки и образования. – 2020. – № 3. – C.1-8; URL: http://www.science-

education.ru/article/view?id=29741. 

10. Andrianova E.V., Petrovskaya M.A., Egorova E.N., Petrova M.B., 

Skachilova S.Y. Evaluation of dynamics of metalloproteinase activity and indicators of 

oxidative stress in the treatment of burns with a new derivative of N-acetyl-6-

aminohexanoic acid // Science. Educatition. Practice : Мaterials of the International 

University Science Forum (Canada, Toronto, April 22, 2020). – 2020. – C. 137-143. 

11. Андрианова Е.В., Горбунова Д.В., Пахомов М.А. Биохимические 

механизмы действия антиоксидантов // Материалы I межвузовской научно- 

практической конференции «Химия в медицине: опыт, проблемы, перспективы». 

– Тверь : РИЦ ТГМУ, 2020. – С. 9-12. 

12. Андрианова Е.В., Егорова Е.Н., Петрова М.Б. Металлопротеиназная 

активность тканей крыс при лечении термических ожогов мазью с новым 

производным N-ацетил-6-аминогексановой кислоты // Материалы IV 

Международного научно-исследовательского конкурса «Исследователь года 

2020». – Петрозаводск. – С. 268-274. 

13. Андрианова Е.В. Биохимические механизмы прорегенераторного 

действия нового производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты при лечении 

ожогов у крыс // Natural resources of the Earth and environmental protection: 

http://www.science-education.ru/article/view?id=29741
http://www.science-education.ru/article/view?id=29741
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материалы XXII Международного конгресса «Здоровье и образование в XXI веке: 

глобальные вопросы и проблемы современности в аспекте модернизации в 

медицине и образовании». – Vol. 1., № 7, 8, 9. – 2020. – С. 42-46. 

14. Андрианова Е.В., Петровская М.А., Петрова М.Б., Егорова Е.Н., 

Горбунова Д.В. Планиметрическая оценка и динамика показателей оксидативного 

стресса при лечении термического ожога у крыс новым производным 

ацетиламиногексановой кислоты // Материалы VII Всероссийской межвузовской 

научно-практической конференции молодых ученых с международным участием 

«Молодежь и медицинская наука». – Тверь : РИЦ ТГМУ, 2020. – С. 39-42. 

15. Андрианова Е.В., Горбунова Д.В., Петровская М.А. Протеолитическая 

активность тканей из области термических ожогов при их лечении мазью с новым 

производным ацексамовой кислоты у крыс // Материалы VIII межвузовской 

научно-практической конференции молодых ученых с международным участием 

«Молодежь и медицинская наука». – Тверь : РИЦ ТГМУ, 2020. – С. 8. 

16. Андрианова Е.В., Егорова Е.Н., Петрова М.Б. Корреляция 

металлопротеиназной активности и выраженности оксидативного стресса в 

процессе регенерации термических ожогов кожи крыс при лечении новым 

производным N-ацетил-6-аминогексановой кислоты // Материалы Всероссийской 

научной конференции с международным участием «Регенеративная биология и 

медицина» г. Москва. – 2021. – С. 33-34. 

Объект интеллектуальной собственности (свидетельство ноу-хау) 

Петрова М.Б., Егорова Е.Н., Андрианова Е.В., Петровская М.А. Способ 

подготовки операционного поля для создания экспериментальной модели 

термического ожога кожи. – Тверь, Тверской ГМУ, Свидетельство ноу-хау № 01-

147-2020 от 26.02.2020. 

 

Объем и структура работы 

Диссертационная работа изложена на 139 страницах текста и состоит  из 

введения, обзора литературы, описания материалов и методов, двух глав 

результатов собственных исследований, главы обсуждения результатов 

исследования, выводов, практических рекомендаций, списка используемых 
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сокращений, списка литературы. Список литературы содержит 222 источника, из 

них 99 отечественных и 123 зарубежных авторов. Диссертационная работа 

содержит 21 таблицу и иллюстрирована 29 рисунками. 

Автор признательна руководителю отдела химии и технологии 

синтетических лекарственных средств АО «ВНЦ БАВ», лауреату 
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этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноат, а также 

выражает искреннюю благодарность заведующей кафедрой биологии д.б.н., 

профессору М.Б. Петровой за помощь при проведении эксперимента на 

животных, заведующей кафедрой управления и экономики фармации с курсами 

фармакогнозии, фармацевтической технологии, фармацевтической и 

токсикологической химии, д.м.н., профессору М.А. Демидовой за помощь в 

изготовлении мази, содержащей данное производное, и заведующему научно-

исследовательской лабораторией ФГБОУ ВО Тверской ГМУ Минздрава России 
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ГЛАВА 1 

ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

1.1. Строение и биологические эффекты N-ацетил-6-аминогексановой 

кислоты и ее производных 

1.1.1. Строение N-ацетил-6-аминогексановой кислоты и 

ее производных 

N-ацетил-6-аминогексановая (ацексамовая, ε-ацетамидокапроновая) 

кислота является производным аминокапроновой кислоты. 

Ацетиламиногексановая и аминокапроновая кислоты широко используются в 

медицине [57]. Известно, что аминокапроновая кислота способна блокировать 

активаторы плазминогена, предотвращая частичный протеолиз последнего и, 

следова тельно, фибринолитическое действие плазмина [185], то есть является 

гемостатическим средством. N-ацетил-6-аминогексановая кислота (N-А-6-АГК), 

подобным свойством не обладает [109], несмотря на схожесть в строении 

(рисунок 1). 

 

Рисунок 1 – Химическая структура: а) аминокапроновой кислоты; б) N- 

ацетиламиногексановой кислоты 

 

За последние несколько лет учеными были получены данные о действии 

на организм производных N-А-6-АГК, обладающих биологической 

активностью, формулы некоторых из них приведены в таблице 1. 
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Таблица 1 – Производные ацетиламиногексановой кислоты 
 
 

Название Структура соединения 

N-Ацетил-6-аминогексаноат 

цинка (цинковая соль ε- 

ацетамидокапроновой 

кислоты) 
 

N-Ацетил-6-аминогексаноат 

натрия (натриевая соль 

ε-ацетамидокапроновой 

кислоты) 

 

 

 

 

 

N-Ацетил-6-аминогексаноат 

кальция 

 

 

2-(5-этил-1,3,4-тиадиазолил) 

амид N-ацетил-6- 

аминогексановой кислоты 

 

 

N-Ацетил-6-аминогексаноат 

серебра 

 

 

2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридиния  N- 

ацетил-6-аминогексаноат 
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1.1.2. Биологические эффекты N-ацетил-6-аминогексановой 

кислоты и ее производных 

N-А-6-АГК, благодаря широкому спектру биологической активности – 

способности очищать раневые поверхности от некротических масс, уменьшать 

экссудацию, активировать рост грануляционной ткани, васкуляризацию и 

эпителизацию ран, предупреждать развитие келлоидных рубцов – относят к 

фармакологической группе веществ «Регенеранты и репаранты». Так, 

например, существующая лекарственная форма АК – мазь под названием 

«Ацемин» – применяется для репарации поврежденных тканей [9, 17]. 

Стимулирующий эффект данного препарата, проявляющийся в сокращении 

сроков регенерации полнослойных дефектов кожи, был выявлен Петровой 

М.Б., Хомуло Г.В. в 2011 году [65]. 

«Ацемин» на липофильной мазевой основе предназначен для применения 

в хирургии при лечении ран, полученных от укусов. Доказано, что применение 

данного препарата способствует предотвращению образования корковой 

поверхности и келоидных рубцов [92]. Показан эффективный результат 

использования препарата «Ацемин» при комплексном лечении воспалительных 

заболеваний пародонта. После двух-трехкратного применения повязок на 

основе 5% мази уменьшались отечность, гиперемия, кровоточивость десен. 

Препарат применяли в виде 25% раствора и 5% мази на основе ацексамовой 

кислоты вместе с окисидом цинка и искусственного дентина в соотношении 1:1 

[9]. 

Проведенные исследования препаратов, содержащих N-А-6-АГК, 

показали наличие у нее репаративного потенциала, но, с клинической точки 

зрения, недостаточного для практического применения. В связи с этим в 

настоящее время N-А-6-АГК в виде лекарственной формы в России не 

производится. Однако данное вещество является основой для синтеза новых его 

производных, обладающих потенциально более активными 

прорегенераторными свойствами по сравнению с исходным [48, 69]. 
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Первые сообщения о синтезе производных N-А-6-АГК – комплексных 

солей N-ацетил-6-аминогексаноата кальция и N-ацетил-6-аминогексаноата 

магния относятся к 1976 году, когда они были синтезированы и запатентованы в 

США (патент US 3974215). Однако доклинические и клинические исследования 

этих производных не проводились [135]. 

По данным зарубежных научных публикаций наиболее часто в 

медицинской практике используется цинковая соль N-А-6-АГК (ацексамат 

цинка или N-ацетил-6-аминогексаноат цинка) [202]. Результаты проведенных 

исследований позволили сделать вывод о целесообразности применения 

цинковой соли ацексамовой кислоты в качестве терапевтического средства при 

ишемии почек, поскольку при ее введении значительно снижалась 

выраженность оксидативного стресса и воспалительной реакции. Авторы 

считают, что ионы цинка, которые высвобождается из комплексной соли, 

способствуют усилению активности антиоксидантных ферментов. Однако 

необходимо строго соблюдать дозировку препарата, т.к. при избытке цинковой 

соли ацексамовой кислоты такого эффекта не наблюдается. 

В Российской Федерации большую работу по синтезу новых производных 

N-А-6-АГК проводит д.х.н., профессор С.Я. Скачилова, под руководством 

которой были получены многочисленные субстанции, некоторые из которых, 

указанные ниже, продемонстрировали биологическую эффективность. 

Н.С. Поповым и соавт. (2018 г.) были проведены исследования нового 

производного N-А-6-АГК – этилтиазолиламида (2-(5-этил-1,3,4- 

тиадиазолил)амид N-ацетил-6-аминогексановой кислоты) и было показано, что 

данное вещество обладает противовоспалительными свойствами [57, 69]. 

В настоящее время с медицинской точки зрения представляют интерес 

новые производные ацексамовой кислоты – комплексные соли – N-ацетил-6- 

аминогексаноат серебра и N-ацетил-6-аминогексаноат 2-этил-6-метил-3-

гидроксипиридиния. Обнаружено, что данные производные стимулируют 

регенерацию и минерализацию костной ткани при остеопорозе, что 

подтверждено патентом 2018 г. RU 2668966 [60].  
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Д.В. Пахомовым и соавт. (2020 г.) опубликованы результаты 

исследования, показавшие при местном применении наличие у серебряной соли 

N-ацетил-6-аминогексановой кислоты свойств, стимулирующих заживление 

неосложненных плоских ран кожи у крыс, которое сопровождалось снижением 

активности воспалительного процесса, ускорением пролиферативно-

регенерационных процессов, активации васкуляризации ран и формированием 

рубца первичным натяжением [27]. 

Среди производных 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина известен ряд 

препаратов с широким спектром биологической активности. Для 2-этил-6- 

метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата показано наличие 

анксиолитического и ноотропного действия [59]. Сукцинат 2-этил-6-метил-3- 

оксипиридина («Мексидол»), синтезированный Л.Д. Смирновым и В.И. 

Кузьминым в начале 1980-х годов в ГУ НИИ Фармакологии РАМН, 

восстанавливает нейромедиаторный баланс, регулирует функционирование 

рецепторов и мембрано-связанных ферментов, а также обладает 

антиоксидантными свойствами [19]. 

Таким образом, N-А-6-АГК и, особенно, ее производные в настоящее 

время исследуются как средства, стимулирующее регенерацию кожи, 

внутренних органов и костной ткани, благодаря их способности ускорять 

очищение раневой поверхности от некротических масс, уменьшать воспаления 

в ране, ускорять рост грануляционной ткани, стимулировать васкуляризацию, 

эпителизацию ран и образование костной мозоли [32, 9, 17]. 

 

1.2. Биохимия оксидативного стресса и его биологическое значение 

1.2.1. Оксиданты. Продукты перекисного окисления 

 

Основой биоэнергетики всех аэробных форм жизни является реакция 

восстановления кислорода – одного из самых распространенных химических 

элементов в природе [90]. 

В реакциях окисления при последовательном присоединении четырех 

электронов O2 полностью восстанавливается с образованием воды. 

Присоединение первого электрона к кислороду ведет к образованию 
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супероксидного анион-радикала (O2
•-
). При присоединении второго электрона 

образуется пероксид водорода (H2O2). Присоединение третьего электрона ведет 

к образованию чрезвычайно реакционно-способного гидроксильного радикала 

(HO
•
). Присоединение последнего электрона способствует образованию воды               

(рисунок 2). 

 

 

 

 

Рисунок 2 – I – цитохром-с-оксидаза; II – флавиновые оксидазы; III – 

ксантиноксидаза; IV – НАДФH – оксидаза; V – NO-синтаза; VI – реакция 

Фентона; VII – реакция Хабера-Вейса; VIII – воздействие радиации; IX – 

перекисное окисление липидов; X–неферментативное окисление гемоглобина; 

XI – каталаза; XII – миелопероксидаза [36].Активные формы кислорода (АФК) 

можно разделить на две группы: нерадикальные и радикальные (таблица 2). 

Супероксидный анион-радикал является первым из промежуточных 

продуктов цепи последовательных одноэлектронных реакций восстановления 

молекулярного кислорода. 
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Таблица 2 – Активные формы кислорода и прооксиданты, 

присутствующие в живых организмах [47, 51, 90] 

Нерадикальные формы Свободные радикалы 

Название Химическая 
формула 

Название Химическая 
формула 

Синглетный кислород 
1O2

 
Супероксидный анион- 
радикал 

O2
•- 

Гидроксидный анион HO
-
 Гидроксидный 

Радикал 
HO

•
 

Гидропероксидный 
анион 

HOO
-
 Гидропероксидный 

Радикал 
HOO

•
 

Пероксид водорода H2O2 Липоксидный радикал LO
•
 

Пероксинитрит ONOO
-
 Нитрозил-радикал NO

•
 

Липидный гидропе- 
роксид 

LOOH Липопероксидный 

Радикал 

LOO
•
 

Хлорноватистая кис- 
лота 

HOСl 

 

Восстановление О2 катализируется мембранной НАДФН-оксидазой с 

образованием супероксидного анион-радикала: О2  + е¯ O2
•-
 [40, 54, 97]. 

Особенностью супероксидного анион-радикала является то, что он способен 

образовывать различные продукты реакции в зависимости от реакции среды 

[66, 144, 197]. Так, в кислой среде он превращается в пероксид водорода, 

при кислотно-щелочном равновесии – в гидропероксидный радикал: О2
•-
 + Н

+
 

→ НОО
•
 [10]. 

Пероксид водорода, кроме указанного выше способа, может 

образовываться в реакции протонирования двух молекул супероксид-анион-

радикалов: O2
•-
 + O2

•-
 + 2Н

+
 Н2О2 + O2. Данная реакция возможна при 

участии фермента супероксиддисмутазы (СОД), а также при спонтанной 

дисмутации радикалов. Константа скорости спонтанной дисмутации 

супероксидного анион-радикала в пероксид водорода приблизительно равна 

2·10
5
М

-1
с

-1
. Константа скорости каталитической дисмутации супероксидного 

анион- радикала в пероксид водорода равна 2·10
9
М

-1
с

-1
, то есть контролируемая 

супероксиддисмутазой реакция происходит намного быстрее спонтанной, и, 

следовательно, является основным источником перекиси водорода [38, 164, 
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193]. Пероксид водорода при взаимодействии с металлами переменной 

валентности способен генерировать высокореактивные АФК (такие как 

гидроксидный радикал, гидроксид-анион, супероксидный анион-радикал). За 

счет того, что молекула H2O2 неионизирована, она может сравнительно легко 

диффундировать сквозь мембраны клеток [90, 178]. 

Гидроксильный радикал обладает чрезвычайно высокой окислительной 

способностью. Генерация HO
•
 в организме происходит разными путями, 

например [66, 90]: 

– в реакции Хабер-Вейса: O2
•
 + Н2О2    HO

•
 + HO

¯
 + O2; 

– в реакции Фентона: Fe
2+

 + Н2О2    Fe
3+

 + HO
•
 + HO

¯
; 

– при распаде пероксинитрита: ONOO
¯
 + H

+
 ONOOH HO

•
+NO2 

Агрессивные радикалы HO
•
 взаимодействуют с широким спектром 

органических молекул – фосфолипиды мембран, белки, нуклеиновые кислоты 

[22, 38]. 

Гипохлорит-анион (OCl
-
) генерируется при диссоциации хлорноватистой 

кислоты (HOCl), образованной при взаимодействии переоксида водорода с 

хлорид-анионами при участии гемсодержащего фермента лизосом – 

миелопероксидазы. Гипохлорит-ион является сильным окислителем, 

сопоставимым с гидроксильным радикалом. Реагируя с аминогруппами 

мембранных белков, OCl
-
 образует хлорамины [38]. Кроме этого, гипохлорит-

ионы способны генерировать гидроксил-радикалы в реакции с супероксид-

анионом. Под действием миелопероксидазы происходит образование других 

гипогалоидных кислот (HOBr, HOI), обладающих высокой химическом 

активностью в отношении органических молекул. Анионы гипогалоидных кислот 

способны окислять сульфгидрильные, тиоэфирные группы белков, а также 

железосерные и гемовые группы ферментов [34]. 

К азотсодержащим АФК относятся оксид азота (II) или нитрозил- радикал 

(NO∙) и пероксинтрит (ONOO¯). NO∙ образуется в результате окисления L-

аргинина, катализируемого NO-синтазами (NOS) при участии кислорода 

(рисунок 3).  
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Рисунок 3 – Образование нитрозил-радикала [36]. 

 

Среди NO-синтаз выделяют нейрональную (nNOS), локализованную в 

нервной ткани, эндотелиальную (eNOS) – в эндотелии, и индуцибельную (iNOS) 

– в клетках имунной системы, гепатоцитах, эндотелии других [149]. 

Нитрозил-радикал в физиологических условиях ингибирует агрегацию 

тромбоцитов, расслабляет гладкую мускулатуру, в том числе, кровеносных 

сосудов, является нейромедиатором, регулирует апоптоз, тормозит опухолевый 

рост [165]. 

Пероксинитрит образуется при взаимодействии суперокидного анион- 

радикала с нитрозил-радикалом: O2
•-
 + NO

•       
ONOO¯. Предполагается, что в 

физиологических условиях ONOO¯ является сигнальной молекулой, 

участвующей в регуляции активности ферментов (протеинкиназы В и С, 

ксантиноксидазы, сукцинатдегидрогеназы, глутатионпероксидазы и др.) [1]. 

Окислительному действию пероксинитрита подвергаются 

аминокислотные остатки белков (Цис, Мет, Три, Тир), азотистые основания и 

углеводные остатки, входящие в состав нуклеиновых кислот, причем 

избыточное накопление ONOO¯ может привести к разрыву нитей ДНК, с 

образованием 8-нитрогуанина из 8-оксогуанина. Нитрозил-радикал и 

пероксинитрит участвуют в перекисном окислении липидов с образованием 

нитрозилированных и нитрованных липидов [1]. 

Синглетный кислород (
1
O2, O2(a

1
Δg)) – возбужденная, 

высокоэнергетическая форма O2, образуется под действием солнечного света, 

ультрафиолетового, ионизирующего излучений, в фотовозбуждаемых 

процессах переноса энергии от окрашенных молекул (метиленовый синий, 
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порфирины), в реакции взаимодействия пероксида водорода с гипохлоритом 

[46, 47, 97]. Установлено, что синглетный кислород окисляет холестерин, 

фосфолипиды в липопротеинах низкой плотности (ЛПНП), которые в 

окисленной форме распознаются скавенджер(scavenger)-рецепторами 

фагоцитов, и запускают каскад внутриклеточных сигнальных событий, 

приводящих к дисфункции эндотелия и развитию атеросклероза. Синглетный 

кислород является действующим фактором при фотодинамической терапии, 

используемой для лечения артеросклероза, рестеноза после ангиопластики, а 

также злокачественных новообразований [47]. 

АФК обладают высокой активностью, имеют короткий полупериод жизни 

(таблица 3), инициируют каскад свободнорадикальных реакций. При 

избыточной генерирации in vivo, в высоких концентрациях АФК могут вызвать 

значительные повреждения липидов, белков и нуклеиновых кислот [90, 145, 

190]. 

АФК активно взаимодействуют с фосфолипидными структурами 

биологических мембран. Свободные радикалы, образующиеся в билипидном 

слое клеточных мембран при перекисном окислении липидов (ПОЛ), в 

физиологических условиях способствуют регуляции липидного состава 

мембран (изменении проницаемости мембран, адаптации клетки к 

изменяющимся условиям окружающей среды), процессу обновления мембран и 

биосинтезу эйкозаноидов [38, 47].  

 

Таблица 3 – Полупериод жизни некоторых свободных радикалов в сравнении с 

молекулярным кислородом [90] 

Название Формула Полупериод жизни при 

37°С, с 

Супероксидный анион-радикал O2
•- 1 х 10

-6
 

Гидроксидный радикал HO
•
 1 х 10

-9
 

Липоксидный радикал LO
•
 1 х 10

-6
 

Липопероксидный радикал LOO
•
 1 х 10

-2
 

Синглетный кислород 1O2
 1 х 10

-6
 

Молекулярный кислород O2 > 10
2
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Однако, в случае отсутствия достаточного количества антиоксидантов и 

образования большого количества свободных радикалов при оксидативном 

стрессе, ПОЛ оказывает патологические эффекты [51, 86]. ПОЛ-

индуцирующими факторами являются ишемия, реперфузия тканей, воспаление, 

в том числе, асептическое и недостаточная активность (относительная или 

абсолютная) физиологической антиоксидантной системы [20, 89, 90]. Активация 

ПОЛ характерна для многих заболеваний, таких как злокачественные 

новообразования, атеросклероз, сердечно-сосудистые заболевания, болезнь 

Паркинсона, эпилепсия, дистрофия мышц [77, 78, 105, 180]. Изменение 

структуры тканей в результате ПОЛ можно наблюдать на коже с возрастом при 

появлении пигментных пятен на коже [20, 90]. 

Процесс ПОЛ условно разделяют на четыре стадии: инициирование цепи, 

развитие цепных реакций, разрушение структуры окисленных липидов и обрыв 

цепи. На стадии инициирования цепи инициирующие свободные радикалы 

выступают в роли акцепторов протона с образованием радикальных центров в 

полиненасыщенных жирных кислотах. При развитии цепных реакций 

происходит образование липопероксидных радикалов (LOO
•
) за счет 

взаимодействия молекулярного кислорода с жирными кислотами, содержащими 

радикальный центр, и дальнейшее образование диеновых конъюгатов и 

липидного гидропероксида (LOOH). Стадия разрушения структуры окисленных 

липидов характеризуется каскадом окислительно-восстановительных реакций, 

приводящих к образованию конечных продуктов ПОЛ – кетонов, альдегидов, 

эпоксидов, гипопероксидов кислот и малонового диальдегида. Каскад 

окислительно-восстановительных реакций может быть остановлен при 

взаимодействии свободных радикалов между собой или при действии на них 

антиоксидантов, что приводит к обрыву цепи [36, 189]. В результате ПОЛ 

образуются межлипидные, межбелковые и липид-белковые поперечные сшивки, 

липидная фаза мембраны становится более ригидной, вследствие чего 

снижается функциональная активность ферментов, рецепторов и 

каналообразующих белков, встроенных в мембраны [20, 47, 67]. 
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В условиях оксидативного стресса происходит окислительная 

модификация белковых молекул, при которой свободные радикалы атакуют 

белки в различных участках, приводя к нарушениям первичной, вторичной и 

третичной структур белков. Окислению подвергаются белки, содержащие 

свободные SH-группы, СООН-группы или металлы с переменной 

валентностью. В процессе окислительной модификации белковых молекул 

образуются различные стабильные метаболиты аминокислот, в том числе 

Шиффовы основания [36]. 

Радикалы, генерируемые при ПОЛ, также оказывают повреждающее 

действие на молекулы ДНК. Взаимодействие гидроксид-радикала с 

пуриновыми основаниями и селективное взаимодействие супероксид-аниона с 

гуаниновыми основаниями приводит к образованию оксопроизводных. 

Конечными продуктами окисления пуриновых оснований является 7,8-дигидро-

8- гидроксигуанозин, 4,6-диамино-5-формамидопиримидин и 2,6-диамино-4-

окси-5-формамидопиримидин. Гидроксид-радикал способен окислять 

дезоксирибозу и рибозу [90]. В молекулах ДНК могут индуцироваться 

процессы хромосомных аберраций при воздействии АФК [36]. 

При ряде заболеваний усиливается окисление углеводов, которому 

подвергаются моносахариды с образованием дикарбонильных соединений и 

пероксида водорода. Кетоальдегиды и оксиальдегиды, образующиеся при 

окислении альдоз, способны взаимодействовать с ε-аминогруппой лизина, 

входящего в состав белков, модифицируя их и формируя более стабильные, 

функционально неактивные, гликированные соединения, называемые 

основаниями Шиффа и продуктами Амадори [90]. 

 

1.2.2. Антиоксиданты 

В физиологических условиях действию системы свободнорадикального 

окисления противостоит мощная многокомпонентная антиоксидантная система 

(АОС), выполняющая защитную функцию, участвующую в различных видах 

обмена веществ и контролирующую уровень АФК [1, 79, 86]. Антиоксидантная 

способность вещестсв позволяют эффективно регулировать функции цепи 
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переноса электронов, находящейся на внутренней мембране митохондрий [40, 

94, 99]. 

Антиоксиданты (АО) – вещества, обладающие способностью реагировать 

с активными формами кислорода и частично или полностью инактивировать их 

[7, 33, 139]. На рисунке 4 схематично изображен механизм действия АО. 

 

 

 

Рисунок 4 – Механизм действия некоторых антиоксидантов, снижающих 

активность свободных радикалов при передаче электрона на внешний 

электронный уровень последних [140] 

По способу действия АО классифицируют на вещества косвенного и 

прямого действия, которые в отличие от первых определяются в тестах in vitro 

[1, 77]. 

Для АО косвенного действия характерны такие механизмы, как активация 

ферментов АОC, угнетение процессов, приводящих к накоплению АФК, 

смещение процессов свободнорадикального окисления в сторону образования 

менее реакционно-способных соединений и т.д. [1, 56, 166]. Например, к ним 

относится восстановленная форма кофермента НАДФН+H
+
, основным 

источником которой является окислительная стадия пентозофосфатного пути. 

НАДФН+H
+
 способен восстанавливать глутатион, обладающий свойствами 

антиоксиданта прямого действия. 

АО прямого действия, в свою очередь, подразделяют на пять классов: 

донаторы протона, полиены, катализаторы или «имитаторы ферментов», 

«ловушки» радикалов и комплексообразователи (хелаторы) [11, 90]. 
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Донаторы протона – наиболее обширная группа АО, применяемая в 

медицине. К ним относятся тиолы, фенолы, гетероциклические азотсодержащие 

вещества, порфирины, α, β-диенолы. Из них фенолы (токоферол, флавоноиды, 

катехины, эстрогены, ионол (синтетический АО, используемый в производстве), 

пробукол, лазароиды и др.) вступают в реакции с радикалами, образуемыми в 

процессе ПОЛ, за счет легкоподвижного атома водорода, таким образом, 

выраженно угнетая реакции ПОЛ [90, 105, 203]. Свойства фенолов зависят от 

присутствия в среде катионов металлов с переходной валентностью (Fe, Cu, Mn 

и др.) [11, 106, 191]. Азотсодержащие гетероциклические вещества по 

механизму действия схожи с фенолами: атом водорода, связанный с азотом в 

составе ароматического гетероцикла, обладает высокой подвижностью. К ним 

относят мелатонин, 1,4-дигидропиридин и его производные, 5,6,7,8-

тетрагидробиоптерин [12, 90]. Тиолы (глутатион, цистеин, гомоцистеин, N-

ацетилцистеин, дигидролипоевая кислота) могут быть как донаторами протона, 

так и хелаторами катионов переходных металлов [75]. К порфиринам относится 

билирубин. Порфирины способны не только отдавать протоны, но также, 

выступать в роли катализаторов и комплексообразователей [94, 99, 107]. 

Полиены – вещества с ненасыщенными связями, легко окисляются и 

конкурируют с фосфолипидами мембран за АФК, тем самым, участвуя в АОС 

организма. Представителями данной группы АО является ретинол и его 

производные, каратиноиды [11, 90]. 

Катализаторы, или «имитаторы ферментов», ускоряют нейтрализацию 

промежуточных продуктов свободнорадикального окисления и не 

подвергаются распаду в процессе инактивации АФК. К ним относятся 

имитаторы супероксиддисмутазы (нитроксилы и аминоксилы), имитаторы 

глутатионпероксидазы (эбселен, теллурсодержащие соединения) [90, 94]. 

«Ловушки» радикалов – вещества радикальной природы с невысокой 

реакционной способностью, угнетающие практически все звенья свободно- 

радикального окисления, нейтрализуя первично образующиеся АФК (фенил- 

трет-бутилнитрон и другие нитроны) [94]. 
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Комплексообразователи (хелаторы) подавляют металлозависимые 

реакции свободнорадикального окисления. Хелаторы способны связывать 

металлы переходной валентности, предотвращая образование новых АФК. К 

ним относят этилендиаминтетрауксусную кислоту и ее соли, карнозин, 

некоторые флавоноиды [94, 99]. 

АО классифицируются на ферментативные и неферментативные. К 

ключевым антиоксидантным ферментам относятся супероксиддисмутаза, 

каталаза и глутатион-пероксидаза [89, 100, 105]. Для ферментативных АО 

характерна высокая избирательность действия и специфичность клеточной и 

органной локализации. В физиологических условиях содержание таких АО 

относительно постоянно. В условиях гипоксии и гипероксии, при образовании 

большого количества АФК, повышается уровень ферментативных АО внутри 

клеток. С возрастом наблюдается некоторое снижение концентрации 

ферментативных АО [1, 134, 141]. Синтез, активность и концентрация таких 

антиоксидантов находится под генетическим контролем и изменяется при 

различных патологиях [156, 176]. 

Супероксиддисмутаза (СОД) является важным представителем 

антиоксидантной системы (АОС), она катализирует превращение 

супероксидного анион-радикала O2
•-
 в пероксид водорода H2O2 и молекулярный 

кислород O2 [184, 187, 215]. 

Каталаза является гемопротеином (Fe
3+

), находится в пероксисомах и 

цитоплазме клеток, где катализирует реакцию разложения пероксида водорода 

на воду и молекулярный кислород. Последовательное действие ферментов АОС 

представлено на рисунке 5. 

 

 

 

Рисунок 5 – Реакции, катализируемые СОД и каталазой 

 

Токоферол (витамин Е) взаимодействует с HO
•
, нейтрализует синглетный 

кислород, инактивирует O2
•-
, ингибирует липидные радикалы и блокирует 
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радикальные реакции, вызванные действием озона. Существует 8 типов 

токоферолов, однако α-токоферол наиболее активен [34]. Витамин E является 

донором водорода для липопероксидного радикала (рисунок 6). Таким образом, 

образуется липидный гидропероксид LOOH и останавливается ПОЛ. После 

потери атома водорода витамин E превращается в стабильный свободный 

радикал, активно взаимодействующий с радикалами липидных перекисей. 

После его взаимодействия с липидными перекисями он окисляется до 

токоферолхинона. Механизм окисления α-токоферола представлен на рисунке 6 

[29, 79, 103]. 

 

 
 

Рисунок 6 – Механизм антиоксидантного действия витамина E 

 

 

Убихинон (коэнзим-Q10) – жирорастворимое витаминоподобное 

вещество, участвующее в переносе электронов с комплексов I и II на комплекс 

III дыхательной цепи. Убихинон постоянно синтезируется в клетках и способен 

регенерироваться, то есть постоянно восстанавливаться из окисленной формы 

[11, 12, 94]. Схема образования окисленной и восстановленной форм убихинона 

представлена на рисунке 7. 
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Рисунок 7. Схема превращений коэнзима Q при присоединении к нему элек- 

тронов [13]. 

Антиоксидантное свойство убихинона заключается в том, что он способен 

предупреждать развитие цепных реакций свободнорадикального окисления, в 

том числе перекисного окисления фосфолипидов клеточных мембран и 

липопротеинов плазмы [11, 12, 94]. 

Ретинол (витамин А) участвует в окислительно-восстановительных 

процессах, а также необходим для защиты биологических мембран от 

повреждающего действия АФК [11, 12]. На рисунке 8 представлена схема 

взаимодействия ретинола с LOO
•
. В научной литературе имеются сведения о 

том, что не только ретинол, но и его предшественник, β-каротин, обладает 

антиоксидантным действием. При взаимодействии с синглетным кислородом β- 

каротин окисляется с образованием β-каротин-5,8-эндопероксида. 

 
 

 

Рисунок 8 – Взаимодействие витамина А с липопероксидным 

радикалом [186] 

 

Витамин С – важный антиоксидант межклеточной жидкости, связывает и 

инактивирует O2
•-
, HO

•
 и пероксиды (рисунок 9).  
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Рисунок 9 – Механизм окисления аскорбиновой кислоты [186] 

 

Он нейтрализуют свободные радикалы до того, как последние достигнут 

мембраны, а также восстанавливает окисленную форму токоферола и 

поддерживает необходимую концентрацию этого АО в клетках [11, 12]. 

Глутатион – это трипептид, состоящий из трех аминокислот: 

глутаминовой кислоты, цистеина и глицина. Присутствие сульфгидрильной 

группы в глутатионе позволяет ему служить антиоксидантом. Сульфгидрильная 

группа восстановленного глутатиона (GSH) является донором электронов, при 

окислении образует дисульфидную связь, соединяющую две молекулы 

глутатиона, перешедших в окисленную форму (GSSG). Глутатионоксидаза и 

глутатионпероксидаза катализируют окисление GSH до дисульфида GSH 

(GSSG) (рисунок 10). Глутатионредуктаза отвечает за регенерацию GSH из 

GSSG, при этом происходит окисление кофермента НАДФН+Н
+
. 

 

Рисунок 10 – Механизм окислительно-восстановительных превращений 

глутатиона [186]. 
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Церулоплазмин является белком плазмы крови, одна молекула которого 

связывает и транспортирует до шести атомов меди (Cu
2+

). Церулоплазмин имеет 

другое название – феррооксидаза, поскольку способен катализировать 

окисление ионов двухвалентного железа в трехвалентное. Ионы Fe
3+

, 

встраиваются в ферритин, что предотвращает их способность, как металлов с 

переменной валентностью, генерировать прооксиданты, например, 

гидроксидные радикалы [51, 86]. 

Для оценки активности АОС используют различные методы исследования 

– спектрофотометрические, хроматографические, люминесцентные. 

Биологическим материалом для исследования служат жидкие среды организма 

(кровь, ликвор), гомогенаты тканей, культуральные жидкости. Лабораторными 

маркерами оценки оксидативного стресса являются вещества, обладающие 

оксидантными свойствами (пероксид водорода, нитрозил-радикал), 

антиоксидантной способностью (СОД, каталаза, церуллоплазмин, витаминов Е, 

А, С, глутатион), а таже продукты ПОЛ (малоновый диальдегид, диеновые 

конъюгаты) [1, 56, 151]. 

1.2.3. 1.2.3. Роль оксидативного стресса в физиологических 

процессах и  патогенезе заболеваний 

Кислород необходим для жизни всех аэробных организмов, однако при 

определенных условиях он становится токсичным. В здоровом организме 

непрерывно образуются АФК как продукты нормального метаболизма 

кислорода [102, 169]. 95-98% экзогенного кислорода восстанавливается до H2O 

в митохондриях в результате окислительного фосфорилирования, при котором 

образуется АТФ и выделяется теплота. Остальные 2-5% в ходе разнообразных 

ферментативных и неферментативных реакций превращаются в АФК [51, 102, 

200]. 

С одной стороны, свободнорадикальные процессы обеспечивают 

нормальную жизнедеятельность здорового организма. Формирование 

свободных радикалов является важным защитным механизмом, лежащим в 

основе кислород-зависимого киллинга при фагоцитозе [38, 51]. Под действием 

мембранной НАДФН-оксидазы молекулы кислорода восстанавливаются с 
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образованем супероксидного анион-радикала и запускается каскадный процесс 

генерации АФК. В фагоцитирующих клетках происходит многократное 

увеличение содержания АФК с одновременным повышением потребления 

кислорода в двадцать и более раз, так называемый, «дыхательный 

(кислородный, респираторный) взрыв» [18]. Он является ответной реакцией 

врожденного клеточного иммунитета и может вызывать необратимые, 

летальные повреждения молекул и клеток микроорганизмов [15, 20]. При 

выраженном воспалении, разрушении большого количества фагоцитов АФК 

попадают в окружающие ткани и инициируют в них протекание 

свободнорадикальных процессов [38, 51], так защитная реакция организма 

становится патологической. 

Предполагается, что некоторые АФК (пероксид водорода, супероксидный 

анион-радикал, пероксинитрит) могут функционировать как «классические» 

вторичные мессенджеры, посредством посттрансляционной модификации 

белков, содержащих в своем составе редокс-чувствительные остатки цистеина, 

которые могут подвергаться окислению АФК. При этом результат 

взаимодействия зависит от типа клеток, места внутриклеточной генерации и 

вида АФК, дозы и длительности воздействия [38, 95]. 

С другой стороны, усиление свободнорадикального окисления, является 

типовым патологическим процессом, компонентом патогенеза многих 

заболеваний [114, 120,146]. 

Оксидативный или окислительный стресс (ОС) является результатом 

избыточного образования активных форм кислорода (АФК) при 

недостаточности факторов антиоксидантой защиты, что приводит к 

повреждению тканей организма в результате образования высокореактивных 

радикалов, изменяющих структуру белков, липидов и ДНК клеток (рисунок 

11) [108, 129, 181]. Действие неблагоприятных производственных факторов, 

неудовлетворительная экологическая обстановка, облучение, стрессы 

провоцируют увеличение концентрации АФК в организме [1, 163]. Увеличение 

АФК и снижение количества антиоксидантов наблюдается при старении 

организма [89, 107]. 
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Рисунок 11 – Нарушение оксидативного баланса 

 

ОС рассматривается как патогенетический фактор широкого круга 

патологических состояний и заболеваний человека, таких как атеросклероз, 

сепсис, синдром диссеминированного внутрисосудистого свертывания крови, 

полиорганная дисфункция, хроническая болезнь почек, сахарный диабет, 

артериальная гипертензия, гломерулонефрит, сердечно-сосудистые 

заболевания, нейродегенеративные (болезни Паркинсона, Альцгеймера), 

онкологические заболевания [95, 128, 148, 174]. 

Одним из инициирующих событий атеросклеротического процесса 

является образование модифицированных липопротеинов низкой плотности 

(ЛПНП) в результате взаимодействия с АФК. Модифицированные окислением 

и галогенированием ЛПНП (мЛПНП) обладают повышенным сродством к 

scavenger-рецепторам (рецепторы-мусорщики) макрофагов, которые активно 

поглощают мЛПНП, и в результате фагоциты превращаются в «пенистые 

клетки» – основу формирования атеросклеротических бляшек в стенках сосудов 

[41, 50]. 

В настоящее время опубликованы данные об участии свободно- 

радикальных процессов в патогенезе ряда инфекционных заболеваний [28, 111, 

171]. Доказано, что интенсивность ПОЛ зависит от степени выраженности 

воспалительного процесса, именно поэтому эффективность лечения 

обусловлена степенью защиты клеточных мембран [110, 137, 179]. 
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Лабораторная медицина в настоящее время располагает тест- системами, 

позволяющими определять широкий спектр как оксидантов, так и 

антиоксидантов [123]. Так, лабораторными маркерами антиоксидантной защиты 

являются: супероксиддисмутаза (Cu/ZnSOD) 1, 2, 3, миелопероксидаза, 

каталаза, глутатионпероксидаза 1, 2, 3, 4, тиоредоксин, тиоредоксинредуктаза 1, 

тиоловый статус, общий антиоксидантный статус.  

К лабораторным маркерам свободнорадикального окисления относятся: 

нитрозил-радикал, перексиды, продукты окисления белков, гидропероксиды 

липидов, окислительно модифицированные ЛПНП, антитела к окисленным 

ЛПНП, 7,8-дигидро-8- гидроксигуанозин [90]. 

Таким образом, исследование показателей ОС, развивающегося в 

результате дисбаланса между содержанием АФК и АО помогает определить 

патогенез многих патологических процессов и оценить степень риска 

возникновения различных заболеваний. Устранение ОС повышает 

эффективность профилактических и лечебно-реабилитационных мероприятий 

[51, 86, 168].Система матриксных металлопротеиназ (ММР) – тканевых 

ингибиторов ММР (TIMP). 

 

1.3. Система матриксных металлопротеиназ (ММР) – тканевых 

ингибиторов ММР (TIMP) 

1.3.1 Матриксные металлопротеиназы. ММР-9 

 

Матриксные металлопротеиназы (ММР) относятся к семейству цинк- и 

кальций-зависимых эндопептидаз, которые расщепляют пептидные связи, 

расположенные внутри полипептидной цепочки [132, 217]. Большинство из них 

синтезируется как препробелки, а затем секретируется клетками в 

экстрацеллюлярный матрикс в виде неактивных предшественников – 

проферментов, активация которых приводит к протеолизу белков 

межклеточного вещества и базальных мембран [24, 35]. 

Первая публикация о ММР датируется 1962 годом, когда J. Gross и C. 

Lapiere сообщили о новом ферменте, обнаруженном ими в период метаморфоза 
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в хвосте головастика [136]. Позднее была доказана роль ММР в перестройке 

экстрацеллюлярного матрикса в ходе физиологических и патологических 

процессов у животных и человека [119, 196]. При этом конституциональные 

ММР наиболее активны в эмбриогенезе, а после рождения постепенно 

снижается и остается низкой в течение всей жизни. Однако содержание 

индуцибельных ММР может изменяться на протяжении жизни в зависимости от 

характера, стадии патологических процессов, влияния тканевых ингибиторов 

металлопротеиназ, индукторов, лекарственных средств [21, 198, 218,  219]. 

В настоящее время идентифицировано 28 типов ММР, 

классифицированных на 6 различных групп (таблица 4) [25, 72, 81].  

ММР отличаются друг от друга особенностями молекулярной структуры, 

субстратной специфичностью и распределением в тканях, однако все они 

обладают общими признаками: имеют общие участки аминокислотных 

последовательностей, синтезируются в виде проферментов, имеют 

каталитический домен с тремя остатками аминокислоты – гистидина и ионом 

цинка (Zn
2+

) в активном центре [31, 133]. ММР участвуют в процессах 

развития и ремоделирования внеклеточного матрикса, в эмбриогенезе, 

репарации тканей организма и в обмене белков соединительной ткани [55, 116, 

150]. ММP также способны изменять активность факторов роста и сигнальных 

молекул [14]. 

ММР играют важную роль в ремоделировании различных тканей и 

органов, т.к. они оказывают влияние на резорбцию, миграцию, адгезию и 

пролиферацию различных клеток и тканей. Чрезмерная экспрессия ММР 

отмечается при различных патологических состояниях (фиброзе печени, 

метастазировании опухолей) и заболеваниях (сердечно-сосудистых, 

бронхиальной астма) [8, 121, 142, 169]. 

Наиболее изучены коллагеназы (ММР-1, -8, -13, -18) [144, 157, 199, 204] и 

желатиназы (ММР-2, -9) [158, 159], участвующие в расщеплении коллагенов I, 

II, III, IV и V типов и других компонентов межклеточного матрикса, включая 

неколлагеновые белки. 



42 
 

 

 

 

Активность ММР регулируется на нескольких уровнях [128, 160]. 

Индукторами экспрессии ММР на уровне транскрипции могут быть факторы 

роста (эндотелия, трансформирующий фактор роста бета) и цитокины 

(интерлейкины-1, -4, -6, фактор некроза опухоли альфа) [144].  

 

Таблица 4 – Группы матриксных металлопротеиназ [39, 55, 81, 115] 
 

Группа Ферменты Субстраты 

Коллагеназы ММР-1, ММР-8, ММР- 

13 

Коллагены I, II, III, VII и 

X типов, аггрекан, фиб- 

ронектин 

Желатиназы ММР-2 (желатиназа А), 

ММР-9 (желатиназа Б) 

Желатин, коллагены I, IV, 

V, Х, XI и XVI типов, де- 

корин, эластин, фибрил- 

лин, ламинин 

Стромелизины ММР-3 (стромелизин-1), 

ММР-10 (стромелизин- 

2), 

ММР-11 (стромелизин- 

3) 

Желатин, протеогликаны, 

про-ММР-1, фибронек- 

тин, эластин, ламинин, 

коллагены, α1- 
атнитрипсин, казеин 

Матрилизины ММР-7 (матрилизин-1), 
ММР-26 (матрилизин-2) 

Желатин, фибронектин, 
эластин, про-ММР-1 

Матриксные металло- 

протеиназы 

мембранного типа 

МТ-1-ММР, МТ-2-ММР, 
МТ-3-ММР, МТ-4-ММР, 

МТ-5-ММР, МТ-6-ММР 

(или ММР-14, -15, -16, - 
17, -24, -25 соотв.) 

Про-ММР-2, коллаген III 

типа, фибронектин, лами- 

нин, аггрекан, желатин, 

энтактин 

Неклассифицирован-

ные матриксные ме- 

таллопротеиназы 

ММР-12 Эластин, коллаген IV ти- 

па, α1-антитрипсин, казе- 

ин, фибронектин, жела- 

тин, протеогликаны, фиб- 

риноген, фибрин, плазми- 

ноген 

ММР-18, ММР-19 Коллаген IV типа, лами- 

нин, фибронектин, витро- 
нектин, аггрекан, нидоген 

ММР-20 Амелогенин 

ММР-21, ММР-22, 

ММР-23а, ММР-23b, 
ММР-27 

В настоящий момент не 

изучены 

ММР-28 Белки нервной ткани 
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На постранскрипционном уровне активация ММР осуществляется 

протеазами (плазмин, урокиназа, тканевый активатор плазминогена, катепсин-9, 

хемотрипсиноподобные ферменты и др.) и некоторыми другими ММР путем 

частичного протеолиза [152, 172, 177]. 

В физиологических условиях во взрослых организмах ММР присутствует 

в тканях в незначительных количествах [2, 24, 177]. Инактивация избыточного 

количества ММР обеспечивается специфическими тканевыми ингибиторами 

металлопротеиназ (TIMP) [213], белками плазмы крови (альфа-2- 

макроглобулин), селективным эндоцитозом. Для ММР-2 и ММР-9 был выявлен 

путь эндоцитоза – посредством рецепторов липопротеинов низкой плотности 

[222]. 

Желатиназы (А и В) – ММР-2 и ММР-9 имеют сходное строение и 

субстраты [8, 31, 39]. Желатиназы имеют три последовательности по 58 

аминокислотных остатков, которые составляют фибронектиновый домен, 

обеспечивающий взаимодействие ферментов с желатинами, коллагенами, 

ламинином, фибронектином и другими субстратами. Этот участок 

располагается рядом с цинк-связывающим мотивом каталитического домена 

[147]. 

ММР-9 продуцируется многими клетками (фибробластами, макрофагами, 

нейтрофилами, одонтобластами) и проявляет ферментативную активность в 

межклеточном веществе соединительной ткани [101, 124, 175, 192]. Профермент 

имеет молекулярную массу, равную 92 кДа, активный фермент – 68-82 кДа [103, 

206, 220]. Основной функцией MMP-9 является протеолиз белков 

экстрацеллюлярного матрикса. Этот фермент расщепляет желатин, коллагены IV, 

V, XI и XVI типов, декорин, эластин, фибриллин, ламинин, а также активирует 

различные факторы роста (pro-TGF-β) и воспаления (pro-TNF-α). ММР-9 

участвует во всех фазах репарации ран – воспаления, пролиферации 

грануляционной ткани и ангиогенеза, реэпителизации, тканевого 

ремоделирования. Ферментативная активность ММР-9 проявляется в протеолизе 

белков экстрацеллюлярного матрикса (желатин, эластин, фибриллин, аггрекан, 

коллагены I, III, IV, VII типов), который на этапах регенерации имеет различное 
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значение: в фазу воспаления – очищение раневых дефектов, пролиферации – 

ремоделирование грануляционной ткани, эпителизации – стимуляция 

подвижности кератиноцитов, способствующая реэпителизации [205]. 

 

1.3.2. Тканевые ингибиторы матриксных металлопротеиназ. TIMP-1 

Тканевые ингибиторы матриксных металлопротеиназ (TIMP) – это 

семейство ферментов, содержащихся в соединительной ткани и специфически 

ингибирующих протеолитическую активность матричных металлопротеиназ на 

постранскрипционном уровне [211, 212, 214]. TIMP – низкомолекулярные (20-28 

кДа) белки, которые синтезируются фибробластами и лейкоцитами и 

секретируются в экстрацеллюлярный матрикс [31, 39, 167]. TIMP обратимо 

блокируют активность ММР в эквимолярном соотношении, образуя с ними 

прочные комплексные соединения [125, 188, 194]. TIMP могут образовывать 

комплексы, соединяясь с цинк-связывающими участками не только с активных 

форм ММР, но и с их предшественниками – проферментами [39, 98, 173]. 

В организме млекопитающих обнаружено 4 типа TIMP: TIMP-1, TIMP- 2, 

TIMP-3, TIMP-4. Из них TIMP-1, TIMP-2 и TIMP-4 секретируются в 

растворимой форме, TIMP-3 – связан с внеклеточным матриксом [43, 112, 161, 

181]. В составе TIMP присутствуют два домена, стабилизированных шестью 

дисульфидными связями. Один из них необходим для ингибирования, а другой 

способен связываться с субстратами [162]. Отличаются TIMP друг от друга 

своей специфичностью и активностью. Так, TIMP-2 наиболее активно 

ингибирует ММР-2, а TIMP-1 преимущественно связывается с ММР-9 [37, 153]. 

TIMP-1 – белок с молекулярной массой 28кДа, образуется во многих 

тканях [209, 210]. Транскипция TIMP, так же, как и ММР, регулируется 

цитокинами и факторами роста [154]. Механизм действия ингибитора на 

сегодняшний день изучен недостаточно [118, 130]. Имеются данные о том, что 

TIMP-1 способен ингибировать ангиогенез, рост опухолей и метастазирование 

[207]. Известно, что TIMP-1 избирательно ингибирует ММР-9 [153, 182] и 

является модулятором роста эндотелиальных клеток капилляров [43, 98]. 
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1.4. Современные представления о раневом процессе и 

механизмах регенерации тканей 

1.4.1. Классификация ожогов по степени поражения тканей 

Согласно единой классификации термических ожогов по А.А. 

Вишневскому (предложена А.А. Вишневским, Г.Д. Вилявиным и М.И. 

Шрайбером на XXXVII Всесоюзном съезде хирургов в 1960 г.) выделяют 

четыре их степени в зависимости от глубины поражения тканей кожи [44, 58, 

87]: 

– ожоги I степени характеризуются поражением поверхностного слоя 

эпидермиса, покраснением кожи, припухлостью, гиперемией, альтерацией, 

экссудацией и отеком, которые исчезают в течение 3-4 дней; 

– ожоги II степени отличаются образованием пузырей сразу после 

ожога или в течение суток, отслаиванием ороговевшего эпидермиса, полное 

заживление наступает через 10-15 дней; 

– ожоги IIIA степени квалифицируются повреждением более глубоких 

слоев эпидермиса с частичным сохранением росткового слоя, сальных, потовых 

желез, волосяных луковиц. Происходит образование струпа, иногда 

перемежающегося с участками пузырей. Самостоятельное заживление ран 

возможно за счет роста эпителия из волосяных луковиц, сальных и потовых 

желез в течение 3-6 недель; 

– ожоги IIIБ степени определяются полным омертвением всех слоев 

кожи с образованием плотного струпа темно-коричневого цвета. После 

самостоятельного отторжения струпа (от 2-х до 4-6 недель) обнажается 

гранулирующая поверхность, неспособная к самостоятельной эпителизации, 

медленно заживающая путем рубцевания; 

– ожоги IV степени проводят к некрозу не только кожи, но и 

подлежащих тканей (сухожилий, мышц, костей), внутренних органов, вплоть до 

обугливания отдельных частей тела. Плотный струп распространяется на 

большую глубину и отторгается очень медленно (от 4 до 8 недель). 

В современной практической медицине глубина ожогового поражения 

определяется  на основе международной классификации болезней и связанных с 
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ними проблем здоровья 10-го пересмотра (МКБ-10, Москва, 1993), согласно 

которой выделяют следующие степени термических и химических ожогов [49, 

87] (таблица 5): 

- I степень соответствует I степени ожога по классификации А.А. 

Вишневского; 

- II степень – поверхностный ожог с поражением эпидермального слоя 

и верхнего слоя дермы, что соответствует II и IIIA степени по классификации 

А.А. Вишневского; 

- III степень – некроз дермы вплоть до собственной фасции и, в ряде 

случаев, с повреждением мягких тканей, костей, внутренних органов, что 

соответствует IIIБ и IV степени по классификации А.А. Вишневского. Только 

небольшие глубокие ожоги заживают за счет контракции раны и краевой 

эпителизации. Во всех остальных случаях самостоятельное заживление 

невозможно, и возникает необходимость в проведении различных видов 

кожной пластики. 

 

Таблица 5 – Соотношение классификации степеней ожога по МКБ-10 с 

классификацией XXVII съезда хирургов СССР (А.А. Вишневский, 1960 г.) и 

глубиной поражения [87] 

Характеристика Классификация 
А.А. Вишневского 

Классификация 
по МКБ-10 

Глубина ожога 

Гиперемия кожи I степень I степень Поверхностный 

ожог Образование пу- 
зырей 

II степень 

Некроз кожи III А степень II степень 

Полный некроз 
кожи 

III Б степень III степень Глубокий ожог 

Некроз кожи  и 

подлежащих тка- 
ней 

IV степень 

 

1.4.2. Фазы раневого процесса 

Раневой процесс – это сложный комплекс местных и общих 

биохимических реакций тканей и систем организма, направленных на борьбу с 

инфекцией, отграничение и отторжение некротизированных масс, а также на 
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восстановление и замещение поврежденных структур [42, 80]. 

Отличительной особенностью ожоговых ран, по сравнению с другими 

травмами, является более длительное их заживление, так как регенерация 

кожных дефектов происходит от участков частично поврежденной ткани [87, 

96]. 

В патогенезе развивающихся местных нарушений участвуют 

многочисленные биологически активные вещества: АФК; продукты ПОЛ; 

медиаторы воспаления; продукты распада белков, липидов и углеводов; 

ферменты; факторы свертывания и др. В результате сочетанного действия 

биологически активных веществ повышается проницаемость сосудов, нарушается 

микроциркуляция, развивается ацидоз [58]. Патофизиологи характеризуют 

воспаление как типовой патологический процесс и выделяют в нем три 

последовательные стадии: альтерация, экссудация и пролиферация (рисунок 12) 

[80]. 

 

 

Рис. 12 – Взаимоотношение стадий патофизиологического и раневого процессов 

[80] 

 

1.4.3. Заживление термических ожогов: 

локальные морфологические и биохимические изменения 

Процесс восстановления после термической травмы кожи осуществляется 

каскадно и подразумевает последовательную смену стадий, характеризующихся 
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развитием функциональных и морфологических изменений в самой ране и 

окружающих тканях. Упомянутые выше (таблица 5) классификации раневого 

процесса отражают его фазность: воспаление, пролиферацию и эпителизацию с 

реорганизацией рубца [4, 23]. При сохранении стереотипности 

морфологических событий на длительность течения каждой фазы оказывают 

влияние происхождение повреждающего фактора, степень повреждения и его 

локализация, наличие инфекции, возраст и состояние организма. Вне 

зависимости от условий, сопровождающих заживление кожных дефектов, 

ключевая роль в нем принадлежит клеточным элементам, обеспечивающим 

закономерную смену стадий: воспаление (медиаторная и микроциркуляторная 

реакция, экссудация и миграция клеток из сосудов, очищение от продуктов 

распада), пролиферация фибробластов и рост сосудов, фибриллогенез 

коллагена, созревание и фиброзное превращение грануляционной ткани, рост 

эпителия и реорганизация рубца [93]. 

В фазу воспаления в момент повреждения в рану вместе с кровью 

проникают клеточные элементы и различные белки. В течение пятидесяти 

минут начинается интенсивная вазоконстрикция [44, 82, 83]. Изменения, 

вызванные прямым действием термического фактора, относятся к первичной 

альтерации, при которой в очаге воспаления развивается тканевая гипоксия и 

метаболический ацидоз, а также гипериония и гиперосмия. Серотонин 

выделяется тромбоцитами сразу после ожоговой травмы и в малых 

концентрациях участвует в расширении артериол. Гипоксия и продукты 

первичной альтерации инициируют вторичную альтерацию, при которой 

интенсивно происходит ПОЛ и высвобождаются лизосомальные ферменты 

нейтрофилов и макрофагов. Клеточные мембраны и компоненты опорной ткани 

подвергаются действию фосфолипазы, коллагеназы, эластазы, экзогликозидазы. 

Опосредованно повреждение клеточных мембран происходит за счет действия 

компонентов контактной полисистемы белков плазмы крови (системы 

комплемента, каликреин-кининовой системы, фагоцитоза, системы свертывания 

крови), а также действия биогенных аминов [58]. Гистамин повышает 

адгезивные свойства эндотелия сосудов, способствует эмиграции лейкоцитов, 
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стимулирует фагоцитоз. Спустя 20 минут при взаимодействии с гистамином 

начинается вазодилатация [74]. В ходе вторичной альтерации 

полиморфноядерные лейкоциты выделяют фактор активации тромбоцитов, 

активирующий агрегацию, хемотаксис и связывание нейтрофилов с 

эндотелиоцитами, продуцирующими интерлейкин-1. Фактор активации 

тромбоцитов усиливает экссудацию плазмы, миграцию лейкоцитов и 

высвобождение лизосомальных ферментов полиморфноядерных лейкоцитов, а 

также стимулирует образование АФК [58]. Вследствие миграции лейкоцитов к 

поверхности раны образуется лейкоцитарная пробка [74]. Полиморфноядерные 

лейкоциты также продуцируют нейтральные протеазы, участвующие в 

деструкции волокон базальной мембраны сосудов и кислые протеазы, 

проявляющие свою активность в условиях ацидоза [58]. 

Медиаторы воспаления, образующиеся при альтерации, приводят к 

экссудации [80], включающей ряд последовательных сосудистых реакций 

(ишемию, артериальную гиперемию, венозную гиперемию и стаз), процесс 

формирования отека, миграцию лейкоцитов, хемотаксис и фагоцитоз. К 

внутрисосудистым изменениям, происходящим при экссудации, можно 

отнести: нарушения в системе свертывания крови и фибринолиза; сгущение 

крови, стаз; адгезию и агрегацию тромбоцитов; агрегацию эритроцитов. К 

внесосудистым изменениям – механическое препятствие оттока крови 

экссудатом; фибриновые тромбы в лимфатических капиллярах; 

периваскулярный отек и инфильтрацию; повышение тонуса вен под влиянием 

биологически активных веществ и др. Основным механизмом экссудации 

является повышение проницаемости сосудистой стенки. Процесс альтерации 

является кратковременным и продолжается в среднем до 30 мин, экссудация 

происходит после латентного периода разной длительности от 1 до 8 часов [58]. 

Примерно через 24-48 часов в ране появляются мононуклеарные фагоциты, а 

также макрофаги, которые способствуют высвобождению факторов гемостаза и 

факторов роста, активирующих рост кровеносных сосудов [74]. В течение 

периода от 1 до 7 суток повышение проницаемости опосредуется действием 

полипептидных и липидных медиаторов на капилляры [58]. На 4 сутки в ране 
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доминируют долгоживущие макрофаги, необходимые для очищения раны от 

некротических тканей и инородных тел. Примерно на 5 сутки в рану поступают 

фибробласты и эндотелиальные клетки [74]. 

На следующей стадии репаративного процесса – пролиферации – ареал 

раневого дефекта под струпом постепенно уменьшается по площади. 

Пролиферация соединительной ткани продолжается в течение трех недель 

после нанесения травмы. Благодаря фибробластам образуются различные 

белки, необходимые для заживления раны (коллаген, гликозаминогликаны, 

эластин). Также фибробласты содержат ферменты, играющие важную роль в 

таких процессах, как синтез холестерина, цикл лимонной кислоты и гликолиз. 

В течение 7-14 дней после травмы незрелые коллагеновые фибриллы 

гистологически заметны, образуется грануляционная ткань, имеющая розовый 

оттенок из-за активного ангиогенеза и кровенаполнения капилляров [74, 80]. В 

соответствии с классификацией Н.Н. Аничкова и соавт. (1951), в 

грануляционной ткани можно выделить: верхний слой (лейкоцитарно-

некротический), средний слой (капиллярные петли грануляций) и глубокий 

слой (вертикально расположенные капилляры). В более поздние сроки (от 2 до 4 

недель) образуется слой горизонтально расположенных фибробластов [58]. 

В фазу ремодуляции происходит преобразование грануляционной ткани в 

соединительную с образованием рубца, который приобретает свой внешний вид 

и гистологическую структуру, функции и прочность в результате замещения 

коллагена третьего типа, синтезированного в первые недели заживления, 

стабильным коллагеном первого типа [73]. К концу фазы увеличивается 

плотность коллагеновых пучков и их пространственная ориентация 

параллельно поверхности кожи. Соединительная ткань обедняется клетками, 

так как макрофаги и фибробласты редуцируются через апоптоз. 

Регенерирующий эпителий постепенно нарастает под струпом с краев 

раны по новообразованной соединительной ткани в результате мобилизации 

клеток базального слоя эпидермиса, их миграции из прилежащих областей, 

пролиферации и дифференцировки [74, 80]. Таким образом, заживление кожной 

травмы заканчивается в течение 1-8 недель в зависимости от степени ожога, его 
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площади и локализации. В научной литературе дискутируется возможность 

образования специфических производных кожи в результате завершения 

заживления полнослойных повреждений кожи. Так, в монографии Е.А. 

Ефимова [30], констатируется, что в ходе спонтанного заживления 

формируется рубец, который практически не может перестроиться в 

нормальную кожу. Однако, как показали последние исследования [96], в 

условиях стимуляции возможно образование полноценного тканеспецифичного 

регенерата, содержащего все дериваты кожи. 
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ГЛАВА 2 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

 

2.1. Дизайн исследования 

Настоящая научная работа является экспериментальным, 

рандомизированным и контролируемым исследованием. 

На рисунке 13 представлена схема эксперимента по оценке 

прорегенераторных свойств нового производного N-ацетил-6-аминогексановой 

кислоты – 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата 

(2-Э- 6-М-3-ГП N-А-6-АГ) в виде 2% мази на модели термических ожогов кожи 

крыс, включающая обследованные группы животных, виды биоматериала, 

методы биохимических исследований. 

 

2.2. Эксперимент по оценке прорегенераторных свойств 

нового производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты 

на модели термических ожогов кожи крыс 

 

 

2.2.1. Объект исследования и условия содержания эксперимен- 

тальных животных 

Модельными объектами исследования выступили белые неинбредные 

половозрелые крысы, подбор которых осуществлялся по принципу аналогии 

исходной массы тела (180-200 г), пола (самки) и возраста (2-3 мес.). Перед 

постановкой эксперимента животных выдерживали в карантине в течение 14 

суток на стандартном пищевом и водном рационах при естественном 

освещении и температуре воздуха в интервале 18-22°С, в соответствии с ГОСТ 

33215-2014 «Руководство по содержанию и уходу за лабораторными 

животными. Правила оборудования помещений и организации процедур». По 

окончании карантина проводили общую оценку физиологического состояния 

крыс по виду слизистых оболочек, уровню двигательной активности и 

потреблению корма и воды. 



 

 

 

 

Всего крыс 

n = 85 

Опытная группа, 

n = 20 
(крысы, получающие 

курс аппликаций мазью с 

2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ) 

Контрольная группа 2, 

n = 20 
(крысы, получающие курс 

аппликаций мазевой 

основой) 

Контрольная 

группа 1, n = 20 

(крысы со спон- 

танной регенера- 

цией ран) 

Группа интакт- 

ных 

крыс, n = 10 

Нанесение экспериментальных термических ожогов кожи 

Крысы, n = 15 (с 

однократным 

нанесени ем мази с 

2-Э-6-М-3-ГП N-А-6- 

АГ) для определения 

резорбции 

Получение 

образцов венозной 

крови   (однократно) 

 
Получение образцов биоматериалов для исследования: венозная кровь и биоптаты из 

регенерирующих тканей ран на 7, 14 и 21 сутки эксперимента 

Биохимические исследования образцов биоматериалов на 7, 14 и 21 сутки 

эксперимента (TOS, TAS, ИОС, ММР-9, TIMP-1, MMP-9/ TIMP-1, общий 

белок) 

Планиметрическая оценка площадей ожоговых ран 

Получение образцов 

венозной крови 

через 2 часа после 

аппликации мази 

(однократно) 

Статистический анализ результатов планиметрического и биохимических исследований (описательная статистика, межгрупповые сравнения, 

корреляционный анализ) 
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Рисунок 13 – Дизайн эксперимента по оценке прорегенераторных свойств нового производного N-ацетил-6- 

аминогексановой кислоты на модели термических ожогов кожи крыс 

ВЭЖХ-масс-спектроме- 

трическое определение 

2-Э-6-М-3-ГПN-А-6-АГ 

Все биохимические 

исследования 

(однократно) 
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Ко времени проведения исследования все животные были здоровыми, без 

изменений аппетита, поведения, режима сна и бодрствования.  

2.2.2. Характеристика групп экспериментальных животных 

Исследование проведено на 85 крысах. Экспериментальный термический 

ожог кожи наносили 75 крысам. Животных после моделирования 

экспериментального ожога рандомизировали на четыре группы. 

Три группы животных – опытная, контрольная 1, контрольная 2 

отличались по воздействию на область дефекта. У 20 крыс контрольной группы 

1 наблюдалось спонтанное течение раневого процесса, местных аппликаций не 

проводили. Ежедневно, до полного заживления ран, 20 животным контрольной 

группы 2 на область поражения наносили мазевую основу (полиэтиленгликоль, 

поливиниловый спирт, вода, в количествах согласно прописи мази), 20 крысам 

опытной группы – 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N- ацетил-6-

аминогексаноата (2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ) в виде 2% мази в количестве 2 г. 

15 животным четвертой группы с нанесенными экспериментальными 

ожогами проводили однократную аппликацию 2% мази 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6- 

АГ в количестве 2 г и через 2 часа получали образцы венозной крови, которые 

использовали для определения резорбции действующего вещества мази в 

системный кровоток методом ВЭЖХ-масс-спектрометрического исследования. 

У 10 интактных крыс, находившихся в условиях содержания, 

аналогичных животным, включенным в эксперимент, но без каких-либо 

вмешательств, в 1 сутки эксперимента получали кровь для определения 

базовых (нормальных) концентраций изучаемых биохимических показателей. 

Животных относили к группам с использованием способа рандомизации 

– таблицы случайных чисел. 

Формировать группу животных с воздействием на область ожога мази, 

содержащей ацексамовую кислоту, сочли нецелесообразным, принимая во 

внимание исследования [17, 65, 117], в которых установлен ограниченный по 

выраженности стимулирующий эффект на восстановление аналогичного 

дефекта кожи. 
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2.2.3. Методика формирования термического ожога кожи у крыс 

Все манипуляции с животными проводили в соответствии с 

требованиями Руководства по работе с лабораторными животными при 

проведении доклинических испытаний (ГБОУ ВПО РНИМУ им. Н.И. 

Пирогова Минздрава России, г. Москва, 2015), ГОСТ 33215-2014 «Руководство 

по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила оборудования 

помещений и организации процедур» и Directive 2010/63/EU of the European 

Parliament and of the Council on the protection of animals used for scientific 

purposes (22.09.2010). На работу получено положительное решение локального 

Этического комитета ФГБОУ ВО ТГМУ Минздрава России (протокол № 3 от 

30 сентября 2020 года) в соответствии с этическими принципами, 

изложенными в Хельсинской декларации. 

Накануне эксперимента проводили подготовку операционного поля: на 

дорзальной поверхности тела в межлопаточной области у животных 

выстригали ножницами волосяной покров, а затем с помощью крема-

депилятора удаляли его остатки, добиваясь абсолютного отсутствия шерсти. 

На следующий день всем животным однотипно наносили экспериментальные 

полнослойные термические дефекты кожи в межлопаточной области 

площадью 225 мм
2
 в условиях анестезии («Золетил-100» в дозе 20 мг/кг 

внутримышечно) [71] контактно с помощью стального трафарета (температура 

накаливания 240°С, экспозиция 8 сек), в результате в месте воздействия 

получали термический ожог III Б степени. 

 

2.2.4. Методика приготовления мази с новым производным N- 

ацетил-6-аминогексановой кислоты и режим обработки ожоговых ран 

В отделе химии и технологии синтетических лекарственных средств АО 

«ВНЦ БАВ» (г. Старая Купавна; руководитель – лауреат Государственной 

премии РФ, д.х.н., профессор С.Я. Скачилова) был синтезирован 2-этил-6-

метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноат (рисунок 14) 
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Рисунок 14 – Химическая структура 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N- 

ацетил-6-аминогексаноата [62]. 

 

Исследуемое соединение 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ было использовано в 

виде активной фармацевтической субстанции для изготовления 2% гомогенной 

мази на основе полиэтиленгликоля для аппликаций на экспериментальные 

ожоговые раны кожи крыс. 

Мазь готовили согласно прописи на 100 г: 

2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата – 2,0 г 

Поливиниловый спирт – 10,0 г 

Полиэтиленгликоль (ПЭГ 400) – 5,0 г 

Вода – 83,0 г. 

В работе использовали 2% мазь, так как эта концентрация 2-Э-6-М-3- ГП 

была максимальной для получения гомогенной мази. Для местного лечения ран 

использовали гомогенную мазь, в которой действующее вещество находится в 

растворенном состоянии, так как гетерогенные мази могут обладать 

травмирующим действием на ткани за счет содержащихся в них твердых 

частиц. 

Местные аппликации веществ крысам опытной и контрольной 2 групп 

проводили ежедневно однократно в количестве 2 г после измерения площади 

ожоговых ран, начиная с первых суток эксперимента до отторжения струпа. 

Таким образом, при однократной аппликации на раны наносилось 40 мг 

2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, что с учетом массы крыс 180-200 г, составляет 200-

222 мкг/кг. Принимая во внимание данные М. А. Миронова и Е. В. Блиновой 

(2018) о показателях острой токсичности N-А-6-АГ кислоты и ее производных, 

LD50 для которых была в пределах 1234-2558 мг/кг, можно 
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считать нетоксичной применяемую в настоящем исследовании однократную 

дозу действующего вещества [48]. 

С крысами контрольной 1 группы после измерения площади ран 

проводили манипуляции, имитирующие нанесение аппликаций. 

Кроме того, в настоящем исследовании был поставлен эксперимент с 

применением метода ВЭЖХ-масс-спектрометрии для изучения резорбции 2- Э-

6-М-3-ГП N-А-6-АГ в системный кровоток из мази при ее аппликации на 

ожоговые раны крыс, который продемонстрировал незначительную степень 

резорбции исследуемого вещества через поверхность ожогового дефекта. 

 

2.2.5. Планиметрическая оценка процесса репарации 

ожоговых ран у крыс 

Оценку динамики заживления ожогового дефекта осуществляли 

планиметрическим методом. Начиная со вторых суток после нанесения 

повреждения, ежедневно на прозрачную плёнку переносили контуры каждого 

дефекта, затем подсчитывали его площадь с помощью миллиметровой 

бумаги. Абсолютную площадь (S, мм
2
) поверхностного дефекта кожи 

рассчитывали по формуле 1 [63] с изменениями: 

 

S= n + ½ k,                            (1) 

где n – количество квадратов размером 1×1 мм, полностью находящихся 

в пределах контура раны; k – количество квадратов размером 1×1 мм, частично 

находящихся в пределах контура раны. 

Относительное уменьшение площади раны ∆S за сутки, 

характеризующее скорость заживления ожоговых дефектов, вычисляли по 

формуле 2: 

 

∆S = (Sисх ̶ S1)/Sисх×100 %,           (2) 

где Sисх – исходная площадь ожога (225 мм
2
), S1– площадь раны на 

текущий день измерения. 
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2.2.6. Получение биологического материала для 

биохимических исследований 

Для определения биохимических показателей у животных получали кровь 

из хвостовой вены [61] в объёме одного миллилитров в вакуумные пробирки с 

активатором свертывания для получения сыворотки «Vacuette» (Greiner Bio-

one, Австрия). У 60 крыс (контрольных 1 и 2, опытной групп) получение крови 

проводили на 7, 14 и 21 сутки в каждый временной срок исследования от 5 

животных. По 5 крыс из каждой группы были оставлены для визуального 

наблюдения с целью определения полного заживления ожогов. У 10 интактных 

крыс кровь для биохимических исследований получали однократно на 21 сутки 

наблюдения. Для получения плазмы крови, необходимой для проведения 

ВЭЖХ-масс-спектрометрии, забирали кровь из хвостовой вены в объеме 1 мл в 

вакуумные пробирки «Vacuette» (Greiner Bio-one, Австрия) с K2ЭДТА 

(калиевая соль этилендиаминтетраукпроблемысусной кислоты) у 15 крыс через 

2 часа после однократной аппликации мази на ожоговые поверхности. 

Из жизнеспособных тканей периферии раневых дефектов 

хирургическими ножницами получали стандартные биоптаты регенерирующих 

тканей. Масса биоптатов после удаления струпа и подкожной жировой 

клетчатки с помощью хирургических инструментов в среднем составила 

199,3±8,7 мг. Биоптаты помещали в пластиковые микропробирки типа 

Эппендорф (ROLL s.a.s., Италия) с 1,8 мл изотонического раствора натрия 

хлорида. После получения биоптатов животных выводили из эксперимента в 

соответствии с Приказом № 742 от 13.11.84 «Об утверждении Правил 

проведения работ с использованием экспериментальных животных». 

 

2.3. Методика ВЭЖХ-масс-спектрометрии для оценки резорбции нового 

производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты при местных 

аппликациях мази с этим веществом на ожоговые раны кожи крыс 

Важной характеристикой лекарственных средств для местного 

применения является их биохимическая активность непосредственно в месте 

нанесения при отсутствии резорбции (либо низком уровне резорбции) в 
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системный кровоток. Для оценки резорбции нового производного N-ацетил-6-

аминогексановой кислоты при местных аппликациях мази с этим веществом 

ожоговых ран кожи крыс была применена собственная методика ВЭЖХ-масс-

спектрометрии для количественного определения 2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата (2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ) в  

плазме крови крыс [70]. 

Хроматографическое определение 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ проводили с 

помощью ВЭЖХ Agilent Technologies 1260 Infinity II (Agilent Technologies, 

Германия) и тандемного квадрупольного масс-спектрометра AB Sciex 3200MD 

QTrap с электрораспылительным источником ионов (Sciex, Сингапур) [69]. 

Оптимизацию параметров масс-спектрометрического детектирования               2-

этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата осуществляли 

путем введения в источник ионов стандартного раствора вещества (40 нг/мл) с 

помощью шприцевого инжектора со скоростью 10 мкл/мин. В качестве 

растворителя использовали 0,1% раствор муравьиной кислоты в абсолютном 

ацетонитриле. Определяли m/z ионов предшественников и ионов-продуктов 2-

этил-6-метил-3-гидроксипиридина, ацексамовой кислоты и сульфацетамида 

(внутренний стандарт), полученные данные использовали для дальнейшего 

построения хроматограмм в режиме мониторинга множественных реакций. 

Разделение аналитов проводили с использованием хроматографической 

колонки Phenomenex Synerdgi C18 4 мкм, 2×50 мм. Элюирование осуществляли 

смесью деионизированной воды и абсолютного метанола с добавлением 0,1% 

муравьиной кислоты в градиентном режиме (таблица 7). 

Образцы плазмы крови получали путем центрифугирования вакуумных 

пробирок с кровью с помощью центрифуги «Сentrifuge 5804» (Eppendorf AG, 

Германия) при 1300g в течение 10 минут. Пробоподготовка 15 образцов 

плазмы крови представляла собой осаждение белков плазмы с помощью 

абсолютного метанола. Для этого в пробирку типа Эппендорф (ROLL s.a.s., 

Италия) объемом 2 мл с помощью автоматического микродозатора помещали 

200 мкл плазмы крови крыс, добавляли 500 мкл метанольного раствора 
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сульфацетамида (внутренний стандарт) в концентрации 200 нг/мл, 

охлажденного до -20°С, встряхивали на вортексе в течение 15 секунд, после 

чего центрифугировали в течение 10 минут при 38000 g и температуре 4°С. 

Супернатант в объеме 200 мкл переносили в одноразовые полиэтиленовые 

вставки в хроматографических виалах, которые помещали в автоматический 

пробоотборник хроматографа. 

Для приготовления калибровочных и контрольных образцов 

использовали пулированную плазму пяти интактных крыс. Исходный раствор 

2-этил- 6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата был 

приготовлен на деионизированной воде в концентрации 2000 мкг/мл и 

использовался для приготовления рабочих водных растворов аналита c 

концентрацией 5, 10, 50, 100, 500, 1000 и 5000 нг/мл.  

 

Таблица 7 – Хроматографические параметры определения 2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата 

 

Хроматографическая 
колонка 

Phenomenex Synerdgi C18 4 мкм, 2×50 мм 

Подвижная фаза A Деионизированная вода + 0,1% HCOOH 

Подвижная фаза B Абсолютный метанол + 0,1% HCOOH 

Программа градиента Время, 
мин 

Скорость потока, 
мл/мин 

% A %B 

0,0 

1,0 

3,0 

4,0 

4,01 
5,0 

 

 
0,3 

90 

90 

10 

10 

90 
90 

10 

10 

90 

90 

10 
10 

Температура колонки, 
°C 

40 

Объем ввода, мкл 10 

Общее время анализа, 
мин 

5 

Промывка инжектора 3 секунды, 50% раствор изопропилового спирта 
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Калибровочные стандарты были получены путем добавления 50 мкл 

соответствующего рабочего раствора 2-этил-6-метил-3- гидроксипиридиния 

N-ацетил-6-аминогексаноата к 1 мл плазмы крови до достижения 

концентраций: 0,25; 0,5; 2,5; 5; 25; 50 и 250 нг/мл. Образцы контроля качества 

были приготовлены аналогично в концентрации 1, 100 и 200 нг/мл. Кроме 

этого, были приготовлены холостые образцы, не содержащие анализируемое 

вещество, и внутренний стандарт. 

Серия образцов была проанализирована пятикратно, после чего была 

установлена зависимость сигналов 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина и 

ацексамовой кислоты, нормированных на сигнал сульфацетамида, от 

концентрации. Для полученных калибровочных кривых определяли 

аналитический диапазон, предел детектирования, нижний предел 

количественного определения, линейность. Обработка результатов была 

выполнена с использованием программного обеспечения Microsoft Office 

Excel 365. 

 

2.4. Биохимические исследования 

2.4.1. Методики получения сыворотки крови и приготовления 

гомогенатов тканей из области раневых дефектов 

 

Вакуумные пробирки с кровью центрифугировали с помощью 

центрифуги «Сentrifuge 5804» (Eppendorf AG, Германия) при 1300g в течение 

10 минут, отбирали образцы сыворотки крови в пластиковые микропробирки 

типа Эппендорф (ROLL s.a.s., Италия) и хранили при температуре 4°С до 

выполнения биохимических тестов. 

Содержимое микропробирок типа Эппендорф (биоптаты и 

изотонический раствор натрия хлорида в соотношении 1 : 9 (масса : объем)) 

переносили в пробирки с шариками для гомогенизации мягких тканей 

«Precellys Lysing Kit СК14» (Bertin Instruments, Франция) и гомогенизировали 

в гомогенизаторе «Minilys» (Bertin Technologies, Франция). Затем пробирки 

центрифугировали при тех же параметрах, отбирали супернатанты в 
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пластиковые микропробирки типа Эппендорф и хранили при температуре 

4°С до выполнения биохимических тестов. 

Все биохимические тесты проводили в день получения биоматериалов, 

сразу же после процедуры получения сыворотки крови и супернатантов го- 

могенатов тканей. 

 

2.4.2. Методика определения общего количества метаболитов   

с оксидативными свойствами 

Определение общего окислительного статуса (TOS) в сыворотке крови 

и супернатантах гомогенатов выполняли фотометрическим методом по 

методике O. Erel (2005) [127], используя тест-систему «Total Oxidative 

status/capacity PerOx (TOS) Kit» производства «Immundiagnostik AG» 

(Германия) [2-5]. Реакции проводили в пластиковом микропланшете, 

имеющим лунки с плоским дном. 

Принцип метода основан на взаимодействии веществ, имеющих 

прооксидантные свойства, в исследуемых образцах в присутствии 

пероксидазы хрена и хромогенного субстрата тетраметилбензидина (TMБ) с 

образованием продуктов реакции, окрашенных в голубой цвет. При этом 

интенсивность окраски прямо пропорциональна содержанию веществ, 

имеющих прооксидантные свойства. После внесения стоп-раствора (серная 

кислота), содержимое лунок микропланшета окрашивалось в желтый цвет. 

Оптическую плотность образцов (контрольных, стандартных и опытных) 

измеряли при длине волны 450 нм с помощью автоматического 

микропланшетного анализатора «Infinite F50», производства «TECAN» 

(Австрия). 

В опытные лунки микропланшета вносили по 10 мкл образцов и по 100 

мкл раствора А (фосфатно-цитратный буфер), затем фотометрировали при 

длине волны 450 нм. Далее во все лунки добавляли по 100 мкл смеси, 

состоящей из 5 мл раствора А, 100 мкл раствора B, содержащего ТМБ, и 5 

мкл раствора пероксидазы хрена. Инкубировали микропланшет при 37°C 15 
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минут, а затем добавляли по 50 мкл стоп-раствора (2 н. раствор серной 

кислоты) и измеряли оптическую плотность растворов в лунках при длине 

волны 450 нм. Разность между вторым и первым измерениями прямо 

пропорциональна содержанию перекисей в образце. 

Для расчетов использовали холостую и калибровочную пробы, с 

концентрацией пероксидных продуктов 340 мкмоль/л. Для контроля точности 

выполнения работы применяли два контрольных раствора с концентрациями 

перекисных продуктов 185-308 и 385-641 мкмоль/л. 

Параллельно с исследованием опытных образцов проводили реакции 

для холостой, калибровочной и контрольных проб аналогично методике, 

описанной выше, однако на первом этапе использовали по 10 мкл 

изотонического раствора хлорида натрия, калибровочного и контрольных 

растворов соответственно. 

Расчет концентраций пероксидных продуктов в образцах и контролях 

проводили по формуле (3): 

 

Cоп = Cк ˟ (∆OПоп – ∆OПхп)/(∆OПк – ∆OПхп)     (3), 

где: Cоп – концентрация пероксидных продуктов в опытной пробе, Cк – 

концентрация пероксидных продуктов в калибровочной пробе, ∆OПоп – 

разность между вторым и первым значениями оптической плотности 

опытной пробы, ∆OПхп – разность между вторым и первым значениями 

оптической плотности холостой пробы, ∆OПк – разность между вторым и 

первым значениями оптической плотности калибровочной пробы, ∆OПхп – 

разность между вторым и первым значениями оптической плотности холостой 

пробы. 

 

2.4.3. Методика определения общего количества метаболитов с 

антиоксидантными свойствами 

 

Определение общей антиоксидантной способности (TAS) в сыворотке 

крови и супернатантах гомогенатов выполняли фотометрическим методом по 
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методике O. Erel (2004) [126], используя тест-систему «Total Antioxidative 

status/capacity PerOx (TAS) Kit» производства «Immundiagnostik AG» 

(Германия) [2-5]. Реакции проводили в пластиковом микропланшете, 

имеющим лунки с плоским дном. 

Принцип метода основан на взаимодействии веществ, обладающих 

антиоксидантными свойствами, в исследуемых образцах со стандартным 

количеством пероксида водорода при 37°С с инактивацией последнего. 

Остаточный пероксид водорода в присутствии пероксидазы хрена окисляет 

тетраметилбензидин (TMБ) с образованием окрашенных в голубой цвет 

продуктов реакции, при этом интенсивность окраски растворов обратно 

пропорциональна содержанию антиоксидантов в образцах. После внесения 

стоп-раствора (2н раствор серной кислоты), содержимое ячеек 

микропланшета окрашивается в желтый цвет. Оптическую плотность 

образцов (контрольных, стандартных и опытных) измеряли при длине волны 

450 нм с помощью автоматического микропланшетного анализатора 

«Infinite F50», производства «TECAN» (Австрия). 

Реакцию для всех образцов проводили в двух рядах лунок (в дублях). В 

опытные лунки микропланшета вносили по 10 мкл образцов и по 100 мкл 

«реагента 1», содержащего 0,0014% пероксида водорода, полученного при 

смешивании 4,9 мл раствора А (фосфатно-цитратный буфер) и 100 мкл 

пероксида водорода (35% раствор), предварительно разведенного в растворе 

А в соотношении 1:500. Микропланшет инкубировали в течение 10 минут 

при 37°С. Затем к первому ряду образцов добавляли по 100 мкл «реагента 

2а», содержащего 5 мл раствора А, 100 мкл раствора B, содержащего ТМБ, и 

5 мкл раствора пероксидазы хрена, ко второму ряду образцов добавляли по 

100 мкл «реагента 2b», содержащего 5 мл раствора А и 100 мкл раствора B, 

содержащего ТМБ. Инкубировали микропланшет в течение 5 минут при 

комнатной температуре. В лунки вносили по 50 мкл стоп-раствора (2 н. 

раствор серной кислоты) и измеряли оптическую плотность при длине волны 

450 нм. 
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Для расчетов использовали калибровочную пробу с концентрацией 

пероксидных продуктов 210 мкмоль/л. Для оценки точности выполнения 

работы применяли два контрольных раствора с концентрациями продуктов, 

обладающих антиоксидантными свойствами (170-230 и 195-263 мкмоль/л). 

Одновременно с исследованием опытных образцов проводили реакции 

для калибровочной и контрольных проб аналогично методике, описанной 

выше, однако на первом этапе использовали соответственно по 10 мкл 

калибровочного и контрольных растворов. 

Расчет концентраций образцов и контролей проводили по формуле (4):  

Соп = Cк ˟ (∆OПоп / ∆ОПк)                (4), 

где: Соп – концентрация антиоксидантов в опытной пробе, Cк – 

концентрация антиоксидантов в калибровочной пробе, ∆OПоп – разность 

между показателями оптической плотности лунок с опытными пробами, 

∆ОПк – разность между показателями оптической плотности лунок с 

калибровочной пробой. 

 

2.4.4. Расчет показателя выраженности оксидативного стресса –  

индекса оксидативного стресса (ИОС) 

Индекс оксидативного стресса рассчитывался по формуле 5 [129]: 

 

ИОС= TOS / TAS, (5) 

 

где ИОС – индекс оксидативного стресса, TOS – значение общей 

окислительной способности, TAS – значение общей антиоксидантной 

способности. 

 

2.4.5. Методика количественного определения 

матриксной металлопротеиназы 9 типа (ММР-9) 

Определение концентрации ММР-9 (про-, активного и TIMP- 

комплексного ММР-9) в сыворотке крови и супернатантах гомогенатов 

регенерирующих тканей выполняли методом иммуноферментного анализа 

(ИФА), используя тест-систему «Quantikine
®
 Rat Total MMP-9» производства 
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«R&D Systems» (США), строго следуя инструкции. В данной тест-системе 

используется «сэндвич»-методика ИФА. Ее принцип заключается в том, что 

ММР-9 связывается с анти-ММР-9-антителами, иммобилизованными на 

поверхности ячеек микропланшета. Затем анти-ММР-9-антитела, 

конъюгированные с пероксидазой хрена, связываются с молекулами ММР-9, 

захваченными первыми антителами, сорбированными в лунках. 

При добавлении раствора, содержащего тетраметилбензидин 

(хромоген) и пероксид водорода (субстрат пероксидазы) содержимое лунок 

микропланшета постепенно окрашивается в голубой цвет. При внесении 

стопраствора, содержащего серную кислоту, ферментативная реакция в 

лунках останавливается, и содержимое ячеек микропланшета окрашивается в 

желтый цвет. Оптическую плотность каждого образца (контрольных, 

стандартных и опытных образцов) измеряли с помощью автоматического 

микропланшетного анализатора «Infinite F50» производства «TECAN» 

(Австрия) при длине волны 450 нм. Оптическая плотность лунок прямо 

пропорциональна содержанию ММР-9. 

Методика ИФА с тест-системой «Quantikine
®
 Rat Total MMP-9» 

включает следующие этапы. В соответствующие ячейки дозатором с 

одноразовыми наконечниками вносили по 50 мкл буфера, 50 мкл 

контрольных, стандартных и опытных образцов в дублях. Проводили 

инкубацию в течение 2 часов при комнатной температуре в термостате-

шейкере «ES-20» производства BioSan (Латвия). Во избежание испарения 

растворов во время инкубации, наклеивали на верхнюю часть микропланшета 

чистую прозрачную клейкую пленку, входящую в состав тест-системы. 

После пятикратного промывания лунок микропланшета 300 мкл 

промывочного раствора вносили по 100 мкл конъюгата, содержащего 

специфические ММР-9 антитела, связанные с пероксидазой хрена и 

инкубировали содержимое микропланшета 2 часа при комнатной 

температуре в термостате-шейкере, заклеив при этом верхнюю часть 

микропланшета чистой пленкой из набора тест-системы. После второго цикла 
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пятикратного промывания ячеек микропланшета 300 мкл промывочного 

раствора в ячейки помещали по 100 мкл раствора, содержащего 

тетраметилбензидин и пероксид водорода (субстрат пероксидазы) и 

инкубировали в течение 30 минут при комнатной температуре в темноте. По 

истечении времени инкубации ферментативную реакцию останавливали 

внесением в каждую лунку микропланшета по 100 мкл стоп-раствора, 

содержащего серную кислоту. Далее проводили измерение оптической 

плотности всех лунок микропланшета с помощью автоматического 

микропланшетного анализатора (ридера) «Infinite F50» производства 

«TECAN» (Австрия) при длине волны 450 нм. Концентрация ММР-9 в 

образцах в нанограммах на миллилитр (нг/мл) определялась программным 

обеспечением «Magellan for F50 V 7.0, Tecan», поставляемым производителем 

вместе с ридером, по калибровочной кривой, построенной по семи 

стандартным растворам ММР-9 в соответствии с инструкцией к тест-системе.  

 

2.4.6. Методика количественного определения ингибитора 

матриксных металлопротеиназ 1 типа (ТIМP-1) 

Определение концентрации TIMP-1 в сыворотке крови и супернатантах 

гомогенатов регенерирующих тканей выполняли методом ИФА и тест-

системы «Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit TIMP-1» производства 

«Cloud-Clone Corp.» (США). Принцип работы тест-системы заключается в 

образовании «сэндвич»-комплекса. TIMP-1 связывается с анти-TIMP-1-

антителами, сорбированными на поверхности лунок микропланшета. Затем 

анти-TIMP-1-антитела, конъюгированные с биотином, связываются с 

молекулами TIMP-1, захваченными первыми антителами. Затем молекулы 

биотина, находящиеся в сформированных комплексах, взаимодействуют с 

авидином, составной частью конъюгата (авидинпероксидаза хрена) 

вносимого на следующем этапе. 

При добавлении раствора, содержащего тетраметилбензидин 

(хромоген) и перекись водорода (субстрат пероксидазы) в лунки 
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микропланшета происходит окрашивание их содержимого в голубой цвет. 

После внесения стоп-раствора с серной кислотой, содержимое ячеек 

микропланшета окрашивается в желтый цвет. Интенсивность окрашивания 

прямо пропорциональна содержанию TIMP-1. Оптическую плотность всех 

образцов (контрольных, стандартных и опытных образцов) измеряли с 

помощью автоматического микропланшетного анализатора (ридера) «Infinite 

F50» производства «TECAN» (Австрия) при длине волны 450 нм. 

Оптическая плотность лунок прямо пропорциональна содержанию TIMP-1. 

Процедура использования тест-системы «Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay Kit TIMP-1» включала следующие этапы. Дозатором с одноразовыми 

наконечниками вносили по 100 мкл контрольных, стандартных и опытных 

образцов в соответствующие лунки микропланшета в дублях. Далее 

инкубировали в течение 1 часа при 37°C в термостате-шейкере «ES-20» 

производства BioSan (Латвия). Во избежание испарения растворов во время 

инкубации заклеивали верхнюю часть микропланшета прозрачной клейкой 

пленкой, поставляемой в составе тест-системы. После инкубации 

содержимое ячеек удаляли, промывание микропланшета на данном этапе не 

проводили (согласно инструкции к тест-системе). В каждую лунку добавляли 

по 100 мкл реагента А, содержащего анти-TIMP-1-антитела, 

конъюгированные с биотином. Содержимое микроплашета инкубировали при 

37°C в течение 1 часа в термостате-шейкере. После инкубации содержимое 

ячеек удаляли и проводили трехкратное промывание лунок по 300 мкл 

промывочного раствора. Во все лунки вносили по 100 мкл реагента B 

(конъюгат авидин-пероксидаза хрена), и инкубировать содержимое 

микропланшета 30 минут при 37°C в термостате-шейкере. Затем содержимое 

микропланшета удаляли и проводили пятикратное промывание ячеек по 300 

мкл промывочного раствора. На заключительном этапе в лунки помещали 90 

мкл раствора, содержащего тетраметилбензидин и перекись водорода 

(субстрат пероксидазы) и инкубировали в течение 30 минут при 37°C в 

темноте в термостате-шейкере. По истечении времени инкубации в каждую 
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ячейку микропланшета вносили по 100 мкл стоп-раствора, содержащего 

серную кислоту. Измеряли оптическую плотность содержимого всех лунок 

микропланшета с помощью автоматического микропланшетного анализатора 

«Infinite F50» производства «TECAN» (Австрия) при длине волны 450 нм. 

Концентрация TIMP-1 в образцах определялась программным обеспечением 

«Magellan for F50 V 7.0, Tecan», поставляемым производителем вместе с 

ридером, по калибровочной кривой, построенной согласно инструкции к 

тест-системе по семи стандартным растворам TIMP-1, и выражалась в 

нанограммах на миллилитр (нг/мл).  

 

2.4.7. Методика количественного определения белка 

Содержание общего белка в сыворотке крови и супернатантах 

гомогенатов определяли фотометрически биуретовым методом [52]. В работе 

использовали набор реагентов для определения общего белка в сыворотке и 

плазме крови, производства АО «ДИАКОН-ДС», Россия.  

Аналитические характеристики набора: линейная область определения 

концентрации общего белка – в диапазоне от 10 до 150 г/л, отклонение от 

линейности – не более 3%. Чувствительность определения – не более 5 г/л, 

коэффициент вариации – не более 3%.Принцип биуретового метода основан 

на образовании окрашенного в красно-фиолетовый или сине-фиолетовый 

цвет комплексного соединения ионов двухвалентной меди с пептидными 

связями в щелочной среде (рисунок 15), при этом интенсивность окраски 

продуктов реакции прямо пропорциональна концентрации общего белка. 

В пробирки вносили исследуемые образцы сыворотки крови и 

супернатантов гомогенатов по 20 мкл и по 1000 мкл рабочего реактива, 

состоящего из сульфата меди (6,6 ммоль/л), йодида калия (15 ммоль/л), 

тартрата натрия-калия (32 ммоль/л) и гидроксида натрия (100 ммоль/л). В 

качестве контрольной пробы использовали смесь 20 мкл дистиллированной 

воды и 1000 мкл рабочего реактива. Калибровочная проба включала 20 мкл 

раствора бычьего сывороточного альбумина с концентрацией 50 г/л и 1000 
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мкл рабочего реактива. Содержимое пробирок тщательно перемешивали и 

инкубировали при комнатной температуре в течение 10 минут. 

Величину оптической плотности калибровочной и опытных проб 

измеряли фотометрически при длине волны 540 нм против контрольной 

пробы в кювете с толщиной поглощающего свет слоя 1 см, используя 

спектрофотометр «BioSpectrometer», производства Eppendorf AG (Германия). 

 

 

Рисунок 15 – а) лактам-лактимная таутомерия пептидной группы (в щелочной 

среде преобладает лактимная (енольная) форма пептидной связи), б) образование 

комплекса при взаимодействии гидроксида меди (II) с пептидной связью в 

лактимной (енольной) форме [52]. 

 

Расчет концентрации белка производили по формуле 6: 

С = (Еоп/Ек)*50,                    (6) 

где: С – концентрация общего белка в опытной пробе (г/л), Eоп – оптическая 

плотность опытной пробы; Eк – оптическая плотность калибровочной пробы; 

50 – концентрация общего белка в калибровочном растворе (г/л). 
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2.5. Методы статистического анализа 

Для хранения и статистического анализа результатов, полученных в 

исследовании, была создана база данных в программе Microsoft
®
 Office

®
 

Excel
®
 2016 (Microsoft Corporation, Tulsa, USA). Статистический анализ 

результатов исследования проводили с помощью программы IBM
®
 SPSS

®
 

Statistcs 23.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA). 

Объем размеров выборок рассчитаны с помощью модулей Sample Size 

программ COMPARE 3.85 и DESCRIBE 3.18 пакета WinPEPI 11.65 

(JHAmbramson) для минимально значимых различий и величин переменных, 

полученных в пилотных исследованиях и из литературных данных, 

пороговой величине доверительной вероятности равной 5% и пороговой 

статистической мощности 80%. 

При анализе количественных (числовых) данных использовали методы 

– описательной статистики, межгрупповых сравнений и корреляционный 

анализ [64].  

Результаты экспериментального и лабораторных исследований 

представлены в виде среднего арифметического значения и стандартного 

отклонения ( ±SD). 

Перед проведением межгрупповых сравнений данных оценивали 

характер их распределения. Достоверность межгрупповых различий 

результатов в двух группах оценивали: при нормальном распределении с 

помощью t-критерия Стьюдента, при отличающемся от нормального 

распределения – критерия Манна-Уитни; в более, чем двух группах: при 

нормальном распределении по критерию Ньюмена-Кейлса, при отклонении 

от нормального распределения – по критерию Крускала-Уоллиса. 

Взаимосвязь между количественными признаками определяли, 

используя коэффициент корреляции Пирсона (при нормальном 

распределении признаков), ранговый коэффициент корреляции Спирмена 

(при распределении признаков отличающемся от нормального). 

Различия считали достоверными при уровне значимости р<0,05. 
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ГЛАВА 3 

 

ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОЦЕССА РЕПАРАЦИИ ОЖОГОВЫХ РАН 

У КРЫС ПРИ ИХ ОБРАБОТКЕ МАЗЬЮ С НОВЫМ 

ПРОИЗВОДНЫМ N-АЦЕТИЛ-6-АМИНОГЕКСАНОВОЙ 

КИСЛОТЫ 

 

3.1. Результаты планиметрической оценки процесса репарации 

ожоговых ран у крыс при их обработке мазью с новым производным 

N-ацетил-6-аминогексановой кислоты 

 

В результате термического воздействия у экспериментальных животных 

развился ожог III Б степени с повреждением всех слоёв кожи, составляющий 4-

5% от общей площади поверхности тела. 

После моделирования ожога в течение суток активность животных всех 

групп была снижена, они принимали пищу небольшими порциями. 

Двигательная активность и аппетит восстановились полностью у крыс опытной 

группы и контрольной группы 2 на третьи сутки после нанесения термического 

ожога, однако у животных контрольной группы 1 наблюдались признаки 

физиологического дискомфорта. 

Планиметрическая оценка площади термических поражений кожи на 7 

сутки эксперимента показала, что у животных опытной группы абсолютные 

значения этого параметра были достоверно ниже в сравнении с обеими 

группами контроля (таблица 8). 

 

Таблица 8 – Динамика площади дефектов кожи крыс при регенерации 

термического ожога 
 

Группы животных Площадь дефекта кожи, мм
2
 

7 суток 14 суток 21 сутки 

1 контрольная 215,5±3,74 126,1±3,50 43,3±5,49 

2 контрольная 209,8±2,37 120,6±2,37 38,1±5,01 

опытная 176,0±12,62* 48,5±6,71* 0 (рубец)* 

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) между 

показателем у животных опытной группы и контрольных групп 1 и 2. 
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При этом скорость сокращения площади струпа составила в опытной 

группе 21,7% против 4,4% и 7,1% в контрольных группах 1 и 2 

соответственно. Регистрируемые более высокие темпы восстановительных 

процессов в опытной группе крыс на этой стадии регенерации с позицией 

морфологических изменений базируются на быстром купировании 

воспаления и отсутствии тенденции к распространению воспалительного 

инфильтрата в окружающие ткани. Всё это характеризует процесс очищения 

раневого поля как более качественный и интенсивный и приводит к смене 

стадии воспаления следующей – пролиферации с образованием 

грануляционной ткани в области нанесенной травмы. 

На 14 сутки эксперимента площади термических дефектов кожи 

продолжали сокращаться с разной скоростью у животных сравниваемых 

групп. Так, у крыс опытной группы, получавших местную терапию ожогов 

мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, она составила 78,4%, в то время как в 

контрольных группах 1 и 2 соответственно 44,0% и 46,4%. При этом 

показатель площади ран в абсолютном значении только у крыс опытной 

группы был статистически достоверно меньшим в сравнении с контрольной 

группой 1 (таблица 8). Очевидно, что процессы пролиферации раневого 

процесса под влиянием мази протекали более успешно, а именно, активно 

формировалась грануляционная ткань, являющаяся субстратом для роста 

регенерирующего эпителия. Макроскопически это приводило к достаточно 

быстрому сокращению ареала кожного дефекта. Судя по скорости 

уменьшения площади струпов у животных обеих контрольных серий, эти 

процессы были не столь активными. 

На 21 сутки эксперимента зона бывшего ожога у крыс опытной группы 

была представлена соединительнотканным рубцом и практически неотличима 

от неповрежденной кожи, а периферии восстановился шерстный покров 

(рисунок 16а). Отторжение струпа произошло в среднем на 19-й день 

(19,1±0,6) наблюдения, что свидетельствует о полном завершении 

регенераторных процессов под влиянием 2% мази с 2-Э-6- М-3-ГП N-А-6-АГ. 
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У крыс обеих контрольных групп регенерация ожога была еще не 

завершена на 19-е сутки. Так, в контрольной группе 1 полную эпителизацию 

и образование рубца отмечали в среднем лишь на 23-е сутки (23,4±1,0), в то 

время как на 21 сутки площадь остаточного ожогового дефекта еще имела 

значение 43,3±5,49 мм
2
, что составляло 19,1% от исходной в начале 

эксперимента (рисунок 16б). В контрольной группе 2 ко времени выведения 

животных из эксперимента (21-е сутки) остаточная площадь дефекта 

составляла 38,1±5,01 мм
2
 или 16,8% от исходной. Полное же заживление с 

формированием соединительнотканного рубца произошло на 22-

е (22,1±0,9) сутки, что по времени достоверно не отличалось от контрольной 

группы 1 (р>0,05). 

 

             

Рисунок 16 – внешний вид области бывшего ожога на 21 день 

эксперимента: а – животное опытной группы, б – животное контрольной 

группы 1. 

 

Таким образом, отсутствие статистически значимых различий площадей 

ожоговых дефектов между контрольными группами 1 и 2 на всех стадиях 

раневого процесса свидетельствует о том, что аппликация только мазевой 

основы не оказывает стимулирующего эффекта. При этом репаративный 

потенциал нового производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты в виде 
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2% мази реализуется местно уже на стадиях воспаления и пролиферации. 

Прорегенераторные свойства исследуемого вещества проявились в 

достоверном ускорении заживления экспериментальных термических ожогов 

кожи. 

 

3.2. Характеристика резорбции нового производного N-ацетил-

6- аминогексановой кислоты при местных аппликациях мази 

с этим веществом на ожоговые раны кожи крыс 

 

Построение хроматограмм осуществляли по ионному току в режиме 

множественных реакций (MRM). MRM-переходы для 2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридина, ацексамата и сульфацетамида составили соответственно 

m/z 138,0 → m/z 123,0, m/z 174,0 → m/z 114,0 и m/z 215,2 → m/z 156,0. 

Анализ результатов хроматографического определения показал, что 

время удерживания 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина, ацексамовой 

кислоты и сульфацетамида (внутренний стандарт) составило соответственно 

1,0, 1,25 и 1,2 минут (рисунок 17). 

Для разработанной методики ВЭЖХ-МС/МС были определены 

метрологические параметры, нижний предел детекции и нижний предел 

количественного определения для 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина и 

ацексамовой кислоты составили 0,25 и 0,5 нг/мл соответственно. 

Для построения калибровочного графика, описывающего зависимость 

нормированного сигнала аналита от концентрации, использовали регрессию 

без нормирования. Для 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина и ацексамовой 

кислоты аналитический диапазон составил от 0,5 нг/мл до 250 нг/мл в 

пересчете на 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ (рисунки 18 и 19). 
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Рисунок 17 – Хроматограмма образца плазмы крови 2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата концентрацией 50 нг/мл 

 

 

 

 

Рисунок 18. Калибровочная прямая для количественного определения 2-этил- 

6-метил-3-гидроксипиридина в плазме крови крыс в пересчете на 2-этил-6- 

метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноат (по оси X 

представлена концентрация аналита в нг/мл, по оси Y – отношение площади 

хроматографического пика 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина к площади 

пика сульфацетамида) 
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Рисунок 19 – Калибровочная прямая для количественного определения ацек- 

самовой кислоты в плазме крови крыс в пересчете на 2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноат (по оси X представлена 

концентрация аналита в нг/мл, по оси Y – отношение площади 

хроматографиче- ского пика ацексамовой кислоты к площади пика 

сульфацетамида) 

Для установления значения матричного эффекта были 

проанализированы образцы, приготовленные на чистом растворителе, и 

образцы, содержащие экстракт плазмы крови крыс. Матричный эффект был 

установлен для трех уровней концентрации 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ: 1 

нг/мл, 100 нг/мл и 200 нг/мл. Результаты исследования показали, что 

величина матричного эффекта не превышала 15% для 2-этил-6-метил-3-

гидроксипиридина и ацексамовой кислоты на всех уровнях концентраций. 

Оценку степени извлечения 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина и 

ацексамовой кислоты из плазмы крови крыс осуществляли для трех уровней 

концентраций 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ (1,0 нг/мл, 100 нг/мл и 200 нг/мл) 

путем сравнения площадей хроматографических пиков экстрагированных 

образцов и образцов на чистом растворителе с добавлением экстракта 

матрицы. Для всех анализируемых концентраций степень извлечения 2-этил-6-

метил-3- гидроксипиридина и ацексамовой кислоты составила более 90%. 

Результаты исследования показали, что через 2 часа после однократного 

нанесения мази концентрации 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина и 

ацексамовой кислоты в плазме крови крыс составили 18,05±0,96 нг/мл и 

21,62±1,12 нг/мл соответственно в пересчете на 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ. 
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Полученные результаты свидетельствуют о незначительной резорбции 

исследуемого вещества через поверхность ожогового дефекта. 
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ГЛАВА 4 

ДИНАМИКА БИОХИМИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ СЫВОРОТКИ 

КРОВИ И ГОМОГЕНАТОВ РЕГЕНЕРИРУЮЩИХ ТКАНЕЙ 

В УСЛОВИЯХ КОРРЕКЦИИ РАНЕВОГО ПРОЦЕССА В ОЖОГОВЫХ 

РАНАХ КРЫС МАЗЬЮ С НОВЫМ ПРОИЗВОДНЫМ 

N-АЦЕТИЛ-6-АМИНОГЕКСАНОВОЙ КИСЛОТЫ 

 

 

4.1. Результаты количественного определения показателей 

оксидативного стресса в динамике эксперимента 

 

Раневой процесс любой этиологии сопровождается усилением 

свободнорадикальных реакций. В настоящем исследовании проведена оценка 

динамики активности оксидативного стресса (ОС) в организме животных в 

ходе местной обработки экспериментальных термических ожогов кожи крыс 

новым производным АК – 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6- 

аминогексаноата (2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ). 

Результаты количественного определения показателей ОС – общей 

оксидативной активности (Total Oxidative status, TOS), общей антиоксидантной 

активности (Total Antioxidative status, TАS) и индекса ОС (ИОС), являющегося 

их отношением, в супернатантах гомогенатов тканей из области раневых 

дефектов и в сыворотке крови на 7 сутки эксперимента представлены в 

таблицах 9 и 10 соответственно. 

У животных всех групп на 7 сутки эксперимента уровни TOS и TАS, 

выраженные в мкмоль/л на 1 мг белка в биоптате, не различались между собой. 

Тогда как при представлении этих показателей в мкмоль/л на биоптат уровни 

TOS также не различались между всеми группами, а уровень TАS у животных 

опытной группы был достоверно выше, чем в обеих контрольных группах. При 

этом сравнение средних арифметических значений ИОС продемонтрировало 

тот факт, что его значение в опытной группе было статистически значимо 

ниже, чем в контрольных группах. 
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Таблица 9 – Показатели оксидативного стресса в гомогенатах 

регенерирующих тканей крыс на 7 сутки эксперимента 
 

Группы животных 
Показатели 

TOS, мкмоль/л TAS, мкмоль/л ИОС, ед. 

Контрольная 1 
на биоптат 17,3±2,03 2,46±0,17 

7,09±0,80 
на 1 мг белка 1,03±0,15 0,15±0,02 

Контрольная 2 
на биоптат 17,0±2,52 2,67±0,23 

6,84±0,94 
на 1 мг белка 1,11±0,19 0,18±0,03 

Опытная 
на биоптат 15,4±2,35 4,21±0,65* 

3,93±0,57* 
на 1 мг белка 0,73±0,10 0,21±0,04 

 

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) между 

показателем у животных опытной группы и контрольными группами 1 и 2. 

 

Учитывая, что выраженность ОС характеризуется величиной ИОС, то 

есть отношением TOS и TАS, а не их абсолютными значениями, а также 

описанную выше неоднозначность анализа значений TOS и TАS, выраженных 

двумя разными способами, при последующем анализе активности ОС в каждый 

срок наблюдения и в динамике применяли значения ИОС, тем более, что они 

одинаковы для TOS и TАS, выраженными как в мкмоль/л биоптат, так и в 

мкмоль/л на 1 мг белка в биоптате. 

Значение ИОС на 7 сутки эксперимента в гомогенатах регенерирующих 

тканей у животных опытной группы, получавших аппликации мази с 2-Э-6-М-

3-ГП N-А-6-АГ, было достоверно ниже, чем в контрольных группах 1 и 2 на 

44,6% и 42,5% соответственно (оба р<0,05). При этом различия значений ИОС 

в контрольных группах животных 1 и 2 были статистически не значимыми. 

В крови крыс опытной группы на 7 сутки эксперимента наметилась 

тенденция к снижению активности ОС относительно показателей у животных 

обеих контрольных групп (таблица 10). Так, значение ИОС у животных 

опытной группы по сравнению с крысами контрольных групп 1 и 2 составило 

84,9% и 91,1% соответственно (р<0,1), при чем значение ИОС у животных 

обеих контрольных групп не различались между собой (р>0,05). 
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Таблица10 – Показатели оксидативного стресса в сыворотке крови крыс на 7 

сутки эксперимента 
 

Группы 

животных 

Показатели 

TOS, мкмоль/л TAS, мкмоль/л ИОС, ед. 

Контрольная 1 17,6±1,48 4,82±0,54 4,45±0,77 

Контрольная 2 57,2±10,84 19,9±4,96 4,15±0,72 

Опытная 58,0±10,84 21,2±4,93 3,78±0,62* 

 

Примечание: * – имеется тенденция различий (р<0,1) между показателем у 

животных опытной группы и контрольными группами 1 и 2. 

 

Однако в сыворотке крови достоверных различий показателей, 

характеризующих ОС, между животными контрольных групп 1 и 2 на данном 

этапе эксперимента не обнаружено. 

На 14 сутки исследования, при продолжающемся процессе репарации 

ран, абсолютные значения TOS и TАS, выраженными как в мкмоль/л биоптат, 

так и в мкмоль/л на 1 мг белка в биоптате, в гомогенатах регенерирующих 

тканей всех обследованных групп крыс увеличились в различной степени, 

однако их отношение (ИОС) четко показало динамику активности ОС по 

сравнению с соответствующими результатами на 7 сутки эксперимента. Так, 

выявлено, что значения ИОС у животных контрольных групп 1 и 2 были ниже 

соответственно на 15,9% (р>0,05) и на 30,9% (р<0,05), а в опытной группе – на 

30,0% (р<0,05), чем на предыдущей неделе исследования (таблицы 11 и 12). 

Сравнение значений ИОС на 14 сутки эксперимента в гомогенатах 

регенерирующих тканей (таблица 11) у животных опытной группы, как и 

предыдущий срок наблюдения, было достоверно ниже, чем в контрольных 

группах 1 и 2 на 53,9% и 41,7% соответственно (оба р<0,05). 

Значения ИОС в гомогенатах регенерирующих тканей крыс обеих 

контрольных групп на данном этапе исследования достоверно не различались. 
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Таблица 11 – Показатели оксидативного стресса в гомогенатах регенерирующих 

тканей крыс на 14 сутки эксперимента 

 

Группы животных 
Показатели 

TOS, мкмоль/л TAS, мкмоль/л ИОС, ед. 

Контрольная 1 
на биоптат 173,3±11,9 35,1±4,05 

5,96±0,83 
на 1 мг белка 11,1±1,13 2,19±0,28 

Контрольная 2 
на биоптат 153,9±12,2 38,6±4,88 

4,72±0,52 
на 1 мг белка 13,2±1,85 3,06±0,43 

Опытная 
на биоптат 161,9±9,96 61,8±4,22 

2,75±0,26* 
на 1 мг белка 8,47±0,54 3,33±0,35 

 

Примечание (в таблицах 11–14): * – различие статистически значимо 

(р<0,05) между показателем у животных опытной группы и контрольных групп 

1 и 2. 

 

На 14 сутки наблюдения показатели ИОС в крови крыс (таблица 12) всех 

исследованных групп так же, как и в гомогенатах регенерирующих тканей, 

были ниже, чем на предыдущей неделе исследования (таблицы 10 и 12): у 

животных контрольных групп 1 и 2 – на 30,1% (р>0,05) и на 33,5% (р<0,05) 

соответственно, а в опытной группе – на 58,5% (р<0,05). 

У животных опытной группы в сыворотке крови и гомогенатах 

регенерирующих тканей на 14 сутки эксперимента значение ИОС было 

достоверно ниже по сравнению с крысами контрольных групп 1 и 2 

соответственно на 49,5% и 43,1% (р<0,05) (таблица 12). На второй неделе 

эксперимента значения ИОС в сыворотке крови животных обеих контрольных 

групп не различались между собой (р>0,05). 

Выявленная тенденция – понижение выраженности ОС по мере 

заживления ожоговых ран крыс, как спонтанного, так и при 

экспериментальном местном лечении мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ – 

усиливалась на 21 сутки исследования. 
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Таблица 12 – Показатели оксидативного стресса в сыворотке крови крыс на 

14 сутки эксперимента 
 

Группы 

животных 

Показатели в крови 

TOS, 
мкмоль/л 

TAS, 
мкмоль/л 

ИОС, ед. 

Контрольная 1 156,3±43,4 63,8±10,9 3,11±0,78 

Контрольная 2 159,4±46,9 75,4±12,9 2,76±0,62 

Опытная 125,3±20,43 80,4±10,8 1,57±0,20* 

 

В гомогенатах регенерирующих тканей в данный срок наблюдения по 

сравнению со второй неделей эксперимента значения ИОС у крыс 

контрольных групп 1 и 2 были ниже соответственно на 84,5% (р>0,05) и на 

81,8% (р<0,05), а в опытной группе – на 76,0% (р<0,05) (таблицы 13 и 14). 

 

Таблица 13 – Показатели оксидативного стресса в гомогенатах 

регенерирующих тканей крыс на 21 сутки эксперимента 

Группы животных 
Показатели 

TOS, мкмоль/л TAS, мкмоль/л ИОС, ед. 

Контрольная 1 
на биоптат 151,9±8,02 170,1±11,6 

0,92±0,04 
на 1 мг белка 7,73±0,24 8,55±0,31 

Контрольная 2 
на биоптат 148,1±6,80 180,9±10,6 

0,86±0,07 
на 1 мг белка 7,38±0,68 8,87±0,63 

Опытная 
на биоптат 102,9±5,12 162,3±7,64 

0,66±0,05* 
на 1 мг белка 4,92±0,31 7,82±0,55 

 

На 21 сутки эксперимента (таблица 13) ИОС в гомогенатах тканей 

животных опытной группы был достоверно ниже, чем в контрольных группах 

1 и 2 соответственно на 28,3% и 23,3%, соответственно (оба р<0,05). Между 

значениями данного показателя в контрольных группах статистически 

значимого различия выявлено не было. 

К третьей неделе экспериментального исследования значения ИОС в 

крови животных всех групп, как и в гомогенатах регенерирующих тканей, 

были ниже, чем на второй неделе исследования (таблицы 11 и 13): у 

животных контрольных групп 1 и 2 – на 30,1% (р>0,05) и на 33,5% (р<0,05) 

соот ветственно, опытной группы – на 58,5% (р<0,05). 
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Таблица 14 – Показатели оксидативного стресса в сыворотке крови крыс на 

21 сутки эксперимента 

 

Группы 

животных 

Показатели в крови 

TOS, 
мкмоль/л 

TAS, 
мкмоль/л 

ИОС, ед. 

Контрольная 1 144,1±24,38 142,1±7,06 0,98±0,13 

Контрольная 2 135,0±26,12 146,8±8,66 0,86±0,12 

Опытная 58,3±9,54 126,3±8,65 0,50±0,08* 

 

В сыворотке крови животных опытной группы на 21 сутки эксперимента 

значение ИОС было статистически значимо ниже, чем у крыс контрольных 

групп 1 и 2 соответственно на 49,0% и 41,8% (р<0,05) (таблица 14). На данном 

сроке эксперимента значения ИОС в сыворотке крови животных обеих 

контрольных групп различались между собой недостоверно (р>0,05). 

У 10 интактных крыс в сыворотке крови концентрации TOS составила 

65,0±9,13 мкмоль/л, TAS – 114,4 мкмоль/л, индекс ОС – 0,61±0,09 ед. 

 

* * * 

Анализ показателей ОС позволил сделать заключение о том, что 

активность окислительных процессов и антиоксидантной защиты, а, 

следовательно, выраженность ОС в гомогенатах регенерирующих тканей и 

сыворотке крови зависит от стадии раневого процесса. Абсолютные значения 

TOS в обоих исследованных биоматериалах в ходе эксперимента повышались 

на 7 и 14 сутки, снижались на 21 день исследования. Абсолютные значения 

TAS в исследованных биоматериалах по мере заживления ожоговых ран 

повышались на всех сроках наблюдения. Показатель ИОС позволил 

однозначно проследить тенденцию выраженности ОС при заживлении 

ожоговых ран при спонтанном заживлении, а также в эксперименте по 

использованию курса аппликаций новым производным N-А-6-АГ кислоты. 
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Проведенное исследование показало, что значения ИОС, 

характеризующие выраженность ОС в регенерирующих тканях и крови, по 

мере заживления термических ожогов достоверно снижались, как при 

спонтанном заживлении, так и в эксперименте при обработке ран мазью с 2-Э-

6-М-3-ГП N- А-6-АГ. При этом достоверных различий значений ИОС между 

обеими контрольными группами на всех этапах наблюдения не выявлено. 

Тогда, как, значения ИОС в обоих исследованных биоматериалах 

статистически значимо были ниже на всех этапах эксперимента у животных, 

получавших на ожоговые раны курс аппликаций мазью с новым производным 

ацексамовой кислоты – 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ. 

 

4.2. Результаты количественного определения ММР-9 и TIMP-1 

в динамике эксперимента 

 

В данном разделе приводятся результаты изучения динамики уровней 

матриксной металлопротеиназы 9 типа (ММР-9), ингибитора матриксных 

металлопротеиназ 1 типа (ТIМP-1) и их отношения (ММР-9/TIMP-1) [208] в 

гомогенатах регенерирующих тканей и сыворотке крови при проведении курса 

аппликаций мази с новым производным ацексамовой кислоты – 2-Э-6-М-3- ГП 

N-А-6-АГ на экспериментальные термические ожоги кожи крыс на этапах 

регенерации ран. 

На 7 сутки эксперимента в гомогенатах регенерирующих тканей 

концентрации ММР-9, выраженные в нг/мл на биоптат, во всех группах 

животных не различались между собой (таблица 15). 

Тогда как в опытной группе уровень ММР-9, выраженный в нг/мл на 1 мг 

белка в биоптате, был достоверно ниже, чем в обеих контрольных группах (оба 

р<0,05), между которыми по данному показателю различие не выявлено 

(р>0,05). Концентрации TIMP-1, выраженные двумя разными способами – в 

нг/мл на биоптат или на 1 мг белка в биоптате, не различались между всеми 

обследованными группами крыс. При этом сравнение соотношений ММР-

9/TIMP-1 показало, что его значение в опытной группе было достоверно ниже, 

чем в контрольных группах 1 и 2 на 31,4% и 25,8% соответственно (оба 
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р<0,05). При этом различия значений коэффициента ММР-9/TIMP-1 в 

контрольных группах животных 1 и 2 были статистически не значимыми. 

 

Таблица 15 – Уровни ММР-9, TIMP-1 и ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах 

регенерирующих тканей крыс на 7 сутки эксперимента 
 

 

 

Группы животных 

Показатели 

ММР-9, нг/мл TIMP-1, нг/мл 
ММР-9/ 

TIMP-1, ед. 

Контрольная 1 
на биоптат 527,6±45,2 7,58±0,45 

70,3±4,83 
на 1 мг белка 29,1±1,65 0,42±0,02 

Контрольная 2 
на биоптат 548,0±65,9 8,14±0,48 

65,0±5,28 
на 1 мг белка 32,0±1,86 0,51±0,02 

Опытная 
на биоптат 410,3±32,5 8,39±0,44 

48,2±1,84* 
на 1 мг белка 18,8±0,63* 0,39±0,01 

 

Примечание (в таблицах 15–20): * – различие статистически значимо (р<0,05) 

между показателем у животных опытной группы и контрольных групп 1 и 2. 

 

Поскольку TIMP-1 является специфическим ингибитором ММР-9, то 

протеолитический эффект ММР-9 зависит от соотношения фермента и его 

ингибитора. По этой причине при дальнейшем анализе результатов 

исследования внимание уделялось сравнению средних значений ММР-9/TIMP-

1 в обследованных группах животных на всех этапах регенерации ожоговых 

ран кожи. 

В крови крыс опытной группы на 7 сутки эксперимента значения ММР-9, 

TIMP-1 и ММР-9/TIMP-1 были статистически значимо ниже по сравнению с 

соответствующими показателями крыс контрольных групп 1 и 2 (таблица 16). 

Так, в данный срок наблюдения среднее значение ММР-9/TIMP-1 в крови 

крыс опытной группы, получавших аппликации мази с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-

АГ, было достоверно меньше, чем в обеих контрольных группах на 47,9% и 

33,0% соответственно (оба р<0,05). Значения ММР-9/TIMP-1 у животных обеих 

контрольных групп не различались между собой (р>0,05). 

На 14 сутки исследования в гомогенатах регенерирующих тканей 

абсолютные значения концентраций ММР-9 и TIMP-1, выраженные в нг/мл 

биоптат, изменились разнонаправленно (таблицы 15 и 17). 
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Таблица 16 – Уровни ММР-9, TIMP-1 и ММР-9/TIMP-1 в сыворотке крови 

крыс на 7 сутки эксперимента 

 

Группы 

животных 

Показатели 

ММР-9, нг/мл TIMP-1, нг/мл ММР-9/TIMP-1, ед. 

Контрольная 1 12,1±0,98 3,23±0,39 4,32±0,49 

Контрольная 2 11,9±2,01 3,95±0,62 3,36±0,30 

Опытная 6,75±0,58 3,43±0,37 2,25±0,28* 

 

 

Таблица 17 – Уровни ММР-9, TIMP-1 и ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах 

регенерирующих тканей крыс на 14 сутки эксперимента 

 

 

Группы животных 

Показатели 

ММР-9, нг/мл TIMP-1, нг/мл 
ММР-9/ 

TIMP-1, ед. 

 

Контрольная 1 
на биоптат 656,0±46,0 8,27±0,43  

78,9±3,24 
на 1 мг белка 39,3±1,05 0,51±0,02 

Контрольная 2 
на биоптат 506,0±39,2 6,96±0,43 

72,5±2,20 
на 1 мг белка 38,9±1,06 0,54±0,01 

Опытная на биоптат 365,8±20,6 10,4±0,63 
35,7±1,05* 

 на 1 мг белка 18,7±0,27 0,53±0,01 

 

Те же показатели, выраженные в нг/мл на 1 мг белка в биоптате, во всех 

обследованных группах крыс увеличились (р>0,05), за исключением уровня 

ММР-9 у животных опытной группы, который практически не изменился по 

сравнению с предыдущим сроком эксперимента. Анализ средних значений 

ММР-9/TIMP-1 позволил обнаружить динамику протеолиза в реге- 

нерирующих тканях ожоговых ран кожи во вторую неделю эксперимента по 

сравнению с первой: недостоверное повышение у животных обеих 

контрольных групп и достоверное снижение у крыс опытной группы – на 

25,9% (р<0,05). 

Значения ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах регенерирующих тканей на 14 

сутки эксперимента (таблица 17) у животных опытной группы, как и 

предыдущий срок наблюдения, были достоверно ниже, чем в контрольных 

группах 1 и 2 на 54,8% и 50,8% соответственно (оба р<0,05). У крыс обеих 

контрольных групп на данном этапе исследования значения данного 
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показателя в гомогенатах регенерирующих тканей достоверно не различались. 

На 14 сутки эксперимента в крови крыс всех обследованных групп 

концентрации ММР-9 и TIMP-1 были выше, чем на предыдущей неделе 

исследования, хотя недостоверно (таблицы 16 и 18). 

 

Таблица 18 – Уровни ММР-9, TIMP-1 и ММР-9/TIMP-1 в сыворотке крови 

крыс на 14 сутки эксперимента 

 

Группы 

животных 

Показатели 

ММР-9, нг/мл TIMP-1, нг/мл ММР-9/TIMP-1, ед. 

Контрольная 1 15,7±1,18 4,06±0,44 4,16±0,30 

Контрольная 2 14,7±1,02 4,25±0,44 4,41±0,81 

Опытная 8,86±0,82 4,91±0,44 1,85±0,19* 

 

Значения ММР-9/TIMP-1 в крови животных обеих контрольных групп 

практически не отличались от аналогичных на 7 сутки эксперимента (р>0,05), 

а в крови крыс опытной группы имелась тенденция к снижению – на 17,8% 

(р<0,1). 

На 14 сутки эксперимента у животных опытной группы крыс в крови, так 

же как и гомогенатах регенерирующих тканей, значение ММР-9/TIMP-1 было 

достоверно ниже по сравнению с крысами контрольных групп 1 и 2 

соответственно на 55,5% и 58,0% (р<0,05) (таблица 18). На второй неделе 

эксперимента значения ММР-9/TIMP-1 в сыворотке крови животных обеих 

контрольных групп между собой не различались (р>0,05). 

На 21 сутки исследования в гомогенатах регенерирующих тканей 

абсолютные значения концентраций ММР-9 выраженные, как в нг/мл на 

биоптат, так и в нг/мл на 1 мг белка в биоптате, во всех обследованных группах 

стали ниже, чем в предыдущий срок наблюдения (таблицы 17 и 19). Причем 

для уровней ММР-9, выраженных в нг/мл на биоптат, эти различия были 

статистически значимы (все р<0,05). Различия концентраций TIMP-1, 

выраженных обоими способами, в описываемые сроки у животных всех групп 

изменились не достоверно. При этом в гомогенатах регенерирующих тканей на 

третьей неделе наблюдения по сравнению со второй неделей эксперимента 
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значения ММР-9/TIMP-1 у крыс контрольных групп 1 и 2 были ниже 

соответственно на 37,9% и на 35,4% (р<0,05), а в опытной группе – на 37,0% ( 

все р<0,05) (таблицы 17 и 19). 

 

Таблица 19 – Уровни ММР-9, TIMP-1 и ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах 

регенерирующих тканей крыс на 21 сутки эксперимента 

 

 

Группы животных 

Показатели 

ММР-9, нг/мл TIMP-1, нг/мл 
ММР-9/ 

TIMP-1, ед. 

 

Контрольная 1 
на биоптат 502,2±38,3 10,2±0,75  

49,0±0,84 
на 1 мг белка 25,0±0,41 0,51±0,01 

Контрольная 2 
на биоптат 469,0±47,1 9,74±0,61 

46,8±1,96 
на 1 мг белка 21,2±0,51 0,46±0,01 

Опытная на биоптат 290,5±20,1 12,8±0,62 
22,5±0,70 

 на 1 мг белка 13,4±0,43* 0,60±0,01 

 

В гомогенатах регенерирующих тканей животных опытной группы на 21 

сутки эксперимента (таблица 19) значение ММР-9/TIMP-1 был достоверно 

ниже, чем в контрольных группах 1 и 2 соответственно на 54,1,3% и 52,0%, 

соответственно (оба р<0,05). Между значениями данного показателя в 

контрольных группах статистически значимого различия выявлено не было. 

На 21 сутки эксперимента концентрации ММР-9 в крови крыс всех 

обследованных групп достоверно снизилась по сравнению с данными 

показателями на предыдущей неделе наблюдения (таблицы 18 и 20), а уровень 

TIMP-1 у животных опытной группы статистически значимо повысился, тогда 

как у крыс обеих контрольных группах – практически не изменился. 

 

Таблица 20 – Уровни ММР-9, TIMP-1 и ММР-9/TIMP-1 в сыворотке крови 

крыс на 21 сутки эксперимента 

 

Группы 

животных 

Показатели 

ММР-9, нг/мл TIMP-1, нг/мл ММР-9/TIMP-1, ед. 

Контрольная 1 9,32±0,90 4,55±0,49 2,15±0,12 

Контрольная 2 8,40±0,88 4,68±0,44 1,89±0,18 

Опытная 5,34±0,39 6,49±0,50 0,88±0,08* 
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Значения ММР-9/TIMP-1 в крови крыс всех обследованнных групп были 

достоверно ниже по сравнению с данными параметрами на 14 сутки 

эксперимента (р<0,05): в контрольных группах 1 и 2 на 48,3% и 57,1%, в 

опытной группе – на 52,4%. 

На третьей неделе эксперимента у животных опытной группы животных 

в крови, так же как и гомогенатах регенерирующих тканей, значение ММР-

9/TIMP-1 было достоверно ниже по сравнению с данным параметром у крыс 

контрольных групп 1 и 2 соответственно на 59,0% и 53,4% (р<0,05) (таблица 

20). В данный период эксперимента значения ММР-9/TIMP-1 в сыворотке 

крови животных обеих контрольных групп не различались между собой 

(р>0,05). 

У 10 интактных крыс в сыворотке крови концентрации ММР-9 составила 

4,89±0,34 нг/мл, TIMP-1 – 7,45±0,61 нг/мл, их соотношение – 0,71±0,06 ед. 

Оценка динамики концентраций матриксной металлопротеиназы 9 типа и 

тканевого ингибитора металлопротеиназ 1 типа при моделировании 

термического ожога кожи у крыс выявила изменение их баланса в 

гомогенатах регенерирующих тканей и сыворотке крови в зависимости от 

стадии раневого процесса. Так, абсолютные значения ММР-9 в обоих 

исследованных материалах были повышены на 7 и 14 сутки, а на 21 сутки 

эксперимента достоверно снижались. Концентрации TIMP-1 в гомогенатах 

регенерирующих тканей и сыворотке крови увеличивались в процессе 

репарации ран. Отношение ММР-9 и TIMP-1, характеризующее 

протеолитическую способность желатиназы ММР-9, снижалось по мере 

заживления ожоговых ран. Важно, что в группе животных, получавших на 

ожоговые раны курс аппликации мазью с 2-Э-6- М-3-ГП N-А-6-АГ, такое 

снижение было достоверным и происходило уже на второй неделе 

эксперимента, тогда, как в контрольных группах только на третьей неделе. 

Таким образом, результаты эксперимента позволяют сделать вывод о том, 

что репарация термических ожогов кожи крыс, стимулированная курсом 

аппликаций на раневые поверхности мазью, содержащей новое производное 
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ацексамовой кислоты – 2% 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, протекает на фоне 

снижения в тканях протеолитической активности ММР-9. 

 

4.3. Результаты корреляционного анализа между площадью 

раневых дефектов и биохимическими показателями в гомогенатах 

регенерирующих тканей 

 

Для установления наличия взаимосвязи между изучаемыми процессами 

нами был проведен корреляционный анализ зависимости площадей раневых 

дефектов от показателей оксидативного стресса (S и ИОС), площадей раневых 

дефектов от протеолитической активности ММР-9 (S и ММР-9/ТIMP-1), а 

также протеолитической активности ММР-9 от активности оксидативного 

стресса (ММР-9/ТIMP-1 и ИОС) на 7, 14 и 21 сутки эксперимента. 

Корреляционный анализ зависимости ИОС и ММР-9/ТИMП-1 из области 

ожогов позволил установить корреляцию средней степени между ними 

только у крыс опытной группы на 7 и 14 сутки эксперимента, соответственно 

rs=0,56 и rs=0,64 (р<0,05) (рисунки 20 и 21). 

 

 

 

Рисунок 20 – График корреляции уровней ИОС и ММР-9/TIMP-1 в 

гомогенатах регенерирующих тканей и площади раневых дефектов у крыс 

опытной группы на 7 сутки эксперимента (rs=0,56) 
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Рисунок 21 – График корреляции уровней ИОС и ММР-9/TIMP-1 в 

гомогенатах регенерирующих тканей и площади раневых дефектов у крыс 

опытной группы на 14 сутки эксперимента (rs=0,64) 

 

В указанные сроки исследования у животных, получавших аппликации 

мази с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, наблюдалась  достоверная корреляция 

(rs=0,66 и rs=0,53 соответственно) между площадями ожоговых дефектов и 

протеолитической активностью ММР-9 (ММР-9/ТIMP-1) в гомогенатах 

регенерирующих тканей (рисунки 22 и 23). 

Рисунок 22 – График корреляции уровней ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах 

регенерирующих тканей и площади раневых дефектов у крыс опытной 

группы на 7 сутки эксперимента (rs=0,66) 
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Статистически значимая корреляция между площадями ожоговых 

дефектов и ИОС в гомогенатах тканей во всех группах животных во все сроки 

наблюдения не обнаружена. 

 

Рисунок 23 – График корреляции уровней ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах 

регенерирующих тканей и площади раневых дефектов у крыс опытной группы 

на 14 сутки эксперимента (rs=0,53) 
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ГЛАВА 5 

БИОХИМИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ ПРОРЕГЕНЕРАТОРНОГО 

ДЕЙСТВИЯ НОВОГО ПРОИЗВОДНОГО 

N-АЦЕТИЛ-6-АМИНОГЕКСАНОВОЙ КИСЛОТЫ 

(обсуждение результатов исследования) 

 

 

Анализ результатов планиметрической оценки динамики заживления 

экспериментальных ожоговых ран кожи крыс показал несомненный 

прорегенераторный эффект 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, примененного в виде 2% 

мази. Этот факт подтверждается тем, что в группе животных, получающих 

аппликации мази, на всех этапах наблюдения средняя площадь ожогов была 

статистически значимо меньше (рисунок 24) и рубцевание раневых дефектов 

произошло достоверно быстрее, чем в обеих контрольных группах. 

 

 
 

Рисунок 24 – Динамика сокращения площади дефектов кожи крыс при 

регенерации термического ожога.  

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) между 

показателем у животных опытной группы и контрольных групп 1 и 2 в тот же 

срок наблюдения 
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Причем статистически значимых различий значений площади ожоговых ран 

между контрольными группами 1 и 2 на всех стадиях раневого процесса и сроках 

заживления не наблюдалось, это позволяет утверждать, что аппликация на 

ожоговые дефекты только мазевой основы не оказывает стимулирующего 

эффекта на регенерацию. 

В стадию воспаления к 7 суткам эксперимента сокращение площади ожогов 

в опытной группе крыс составило 21,7%, а в 1 и 2 контрольных группах – 

соответственно 4,4% и 7,1% от их исходной величины. На 14 сутки наблюдения, в 

стадию пролиферации, площади ожоговых дефектов животных сократились 

относительно их исходной площади в опытной группе на 78%, а в 1 и 2 

контрольных группах – на 44% и 47% соответственно. В опытной группе 

животных в среднем на 19-е (19,1±0,6) сутки эксперимента 

наблюдалось отторжение струпа, тогда как в контрольных группах 

регистрировали наличие ран под струпом, площади которых сократились 

соответственно на 62% и 65% от их исходного размера. Отторжение струпа у 

животных контрольных групп 1 и 2 отмечали в среднем на 23-и (23,4±1,0) и 22-е 

(22,1±0,9) сутки эксперимента соответственно.  

Регистрируемые более высокие темпы регенерации в опытной группе 

крыс с морфофизиологических позиций базируются на быстром купировании 

воспаления и отсутствии тенденции к распространению воспалительного 

инфильтрата в окружающие ткани. При этом процесс очищения раневого поля 

происходил более интенсивно, что способствовало ускоренной смене стадии 

воспаления следующей – пролиферации с образованием в области нанесенной 

травмы грануляционной ткани. Она является субстратом для роста 

регенерирующего эпителия, что приводит к достаточно быстрому сокращению 

площади кожного дефекта. Судя по скорости уменьшения площади ожогов у 

животных обеих контрольных групп, эти процессы были не столь активными. 

Известно, что морфофункциональные изменения в тканях обусловленны 

биохимическими процессами, протекающими в поврежденных структурах. В 

проведенном исследовании было изучено соотношение в крови и тканях из 

области раневых дефектов содержание веществ, обладающих оксидантными и 

антиоксидантными свойствами, соотношение которых характеризует 
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выраженность оксидативного стресса (ОС) – одного из типовых 

патологических процессов. В тех же исследуемых биоматериалах был 

определен уровень ММР-9, соотнесенный с содержанием TIMP-1, который 

специфически ингибирует действие данного фермента. 

Сопоставляя динамику сокращения площадей раневых дефектов с 

изученными биохимическими показателями, можно проследить некоторые 

закономерности (таблица 21). 

 

Таблица 21 – Площадь дефектов и биохимические показатели в гомогенатах 

тканей в динамике регенерации термического ожога кожи крыс [6] 

Группы живот- 

ных 

Показатели 

Площадь ожога, 
мм

2
 

ИОС, ед. 
ММР-9/TIMP-1, 

ед. 

7 суток 

Контрольная 1 215,5±3,74 7,09±0,80 70,3±4,83 

Контрольная 2 209,8±2,37 6,84±0,94 65,0±5,28 

Опытная 176,0±12,62* 3,93±0,57* 48,2±1,84* 

14 суток 

Контрольная 1 126,1±3,50 5,96±0,83 78,9±3,24 

Контрольная 2 120,6±2,37 4,72±0,52 72,5±2,20 

Опытная 48,5±6,71*# 2,75±0,26*# 35,7±1,05*# 

21 сутки 

Контрольная 1 43,3±5,49# 0,92±0,04# 49,0±0,84# 

Контрольная 2 38,1±5,01# 0,86±0,07# 46,8±1,96# 

Опытная 0 (рубец)* # 0,66±0,05*# 22,5±0,70*# 

 

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) между 

показателями у животных опытной группы и 1 и 2 контрольных групп, # – 

различие статистически значимо (р<0,05) между соответствующими 

показателями у животных группы по сравнению с предыдущим сроком 

эксперимента. 

 

По мере заживления ожогов во всех обследованных группах 

наблюдалось уменьшение выраженности ОС и соотношения ММР-9/TIMP-1, 

но в разной степени, в зависимости от вида воздействия на зону 

экспериментального ожога. 
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Индекс ОС, как в гомогенатах регенерирующих тканей, так и в крови 

животных опытной группы, получавших местную обработку ран 2% мазью с 2-

Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, во все сроки наблюдения был достоверно ниже, чем в 

обеих контрольных группах, между которыми различия по данному 

показателю были статистически не значимыми (рисунки 25 и 26). 

 

 
 

 

Рисунок 25 – Динамика индекса ОС в гомогенатах регенерирующих тканей 

при аппликациях экспериментальных термических ожогов крыс 2% мазью с 

2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ 

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) между 

показателем у животных опытной группы и контрольных групп 1 и 2 в тот же 

срок наблюдения. 

 

На 7 сутки наблюдения, в стадию воспаления, значение ИОС в 

гомогенатах регенерирующих тканей и сыворотке крови крыс опытной группы 

было ниже соответственно на 44,6% и 15,7%, чем в 1 контрольной группе 

животных со спонтанным заживлением экспериментальных ожогов. 
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Рисунок 26 – Динамика индекса ОС в сыворотке крови крыс при 

аппликациях экспериментальных термических ожогов 2% мазью с 2-Э-6-М-

3-ГП N-А- 6-АГ 

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) между 

показателем у животных опытной группы и контрольных групп 1 и в тот же 

срок наблюдения. 

 

На 14 сутки эксперимента, в стадию пролиферации, значение ИОС у 

крыс опытной группы по сравнению с 1 контрольной группой было ниже на 

53,8% и 49,5% в гомогенатах регенерирующих тканей и сыворотке крови 

соответственно. Сравнение значений ИОС в этот срок наблюдения с таковыми 

на предыдущей неделе выявило достоверное различие только у животных 

опытной группы, но не контрольных. Так, снижение значения ИОС в опытной 

группе крыс на 14 сутки эксперимента по сравнению со значениями на 7 сутки 

составило 30,0% и 58,5% соответственно в гомогенатах регенерирующих 

тканей и сыворотке крови. 

В стадию эпителизации, на 21 сутки наблюдения, в гомогенатах 

регенерирующих тканей и сыворотке крови животных опытной группы 

значение ИОС по сравнению с 1 контрольной группой было ниже на 28,3% и 

48,9% соответственно.  

Сравнение значений ИОС на 21 сутки эксперимента по сравнению с 

таковыми на предыдущей неделе показало достоверное различие у всех групп 
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животных. Так, снижение значений ИОС в гомогенатах регенерирующих 

тканей и сыворотке крови в этот срок наблюдения по сравнению с значениями 

на 14 сутки у опытной группы крыс составило 76,0% и 68,1%, у контрольной 

группы 2 – 81,8% и 68,8%, у контрольной группы 1 – 84,6% и 68,5% 

соответственно. 

На момент завершения эксперимента в гомогенатах регенерирующих 

тканей и сыворотке крови всех крыс количество антиоксидантов превышает 

количество антиоксидантов, причем у животных опытной группы примерно в 2 

раза. Учитывая данные научной литературы о показателях ОС в тканях и крови 

[113, 138, 216], а также собственные результаты о значении ИОС в крови для 

интактных крыс, можно говорить о восстановлении баланса веществ, 

обладающих оксидантными и антиоксидантными свойствами, то есть 

отсутствии оксидативного стресса. 

Принимая во внимание, что выраженность ОС отражает дисбаланс 

соотношения в биоматериале веществ с оксидантными и антиоксидантными 

свойствами, очевидно, что выявленная в исследовании динамика индекса ОС в 

процессе регенерации ожоговых ран кожи сопровождается снижением 

содержания первых и увеличением вторых во всех обследованных группах. 

Однако у животных опытной группы, получавших обработку ран мазью с 2- Э-

6-М-3-ГП N-А-6-АГ, по сравнению с контрольными группами устранение 

данного дисбаланса происходит интенсивнее на всех этапах 

восстановительного процесса в коже. Логично предположить, что 

восстановление баланса оксидантов–антиоксидантов в проведенном 

эксперименте связано с ослаблением воспалительной реакции и 

нормализацией кровообращения в тканях, причем у животных опытной 

группы в большей степени и в более ранние сроки. 

Процесс заживления ожоговых ран во всех обследованных группах 

сопровождался уменьшением не только активности ОС, но и соотношения 

ММР-9 и TIMP-1. Выраженность данной тенденции проявлялась в разной 

степени и зависела от вида воздействия на зону экспериментального ожога. 

Соотношение уровней ММР-9 и TIMP-1 как в гомогенатах 
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регенерирующих тканей, так и в крови крыс, получавших местные аппликации 

ожоговых ран 2% мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, во все сроки эксперимента 

было достоверно ниже, чем в обеих контрольных группах, между которыми 

различия по данному показателю были статистически не значимыми (рисунки 

27 и 28). 

 

 
 

 

Рисунок 27 – Динамика ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах регенерирующих 

тканей при аппликациях экспериментальных термических ожогов крыс 2% 

мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ 

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) между 

показателем у животных опытной группы и контрольных групп 1 и 2 в тот же 

срок наблюдения. 

 

В стадию воспаления (на 7 сутки наблюдения) значение ММР-9/TIMP- 1 

в гомогенатах регенерирующих тканей и сыворотке крови крыс опытной 

группы было ниже соответственно на 31,4% и 47,9%, чем в контрольной 

группе животных со спонтанным заживлением экспериментальных ожогов. 
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Рисунок 28 – Динамика ММР-9/TIMP-1 в сыворотке крови крыс при 

аппликациях экспериментальных термических ожогов 2% мазью с 2-Э-6-М-

3-ГП N-А-6-АГ 

Примечание: * – различие статистически значимо (р<0,05) между 

показателем у животных опытной группы и контрольных групп 1 и 2 в тот же 

срок наблюдения. 

 

На второй неделе эксперимента, в стадию пролиферации, значение ММР-

9/TIMP-1 у крыс опытной группы по сравнению с контрольной группой 1 было 

ниже на 54,6% и 55,5% соответственно в гомогенатах регенерирующих тканей 

и сыворотке крови. Обращает на себя внимание, тот факт, что в контрольных 

группах наблюдалось повышение значений ММР-9/TIMP- 1 в обоих 

исследованных биоматериалах по сравнению со значениями на предыдущей 

неделе, хотя и статистически не значимое, тогда как у животных опытной 

группы за данный период произошло достоверное снижение индекса ММР-

9/TIMP-1. Так, снижение значения данного показателя в опытной группе 

крыс на 14 сутки эксперимента по сравнению с соответствующими значениями 

на 7 сутки было достоверным и составило 25,9% и 17,8% в гомогенатах 

регенерирующих тканей и сыворотке крови соответственно. 

На третьей неделе эксперимента, в стадию эпителизации, в гомогенатах 

регенерирующих тканей и сыворотке крови животных опытной группы 

значение ММР-9/TIMP-1 у крыс опытной группы по сравнению с контрольной 
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группой 1 было ниже на 54,1% и 59,1% соответственно. Значения ММР- 

9/TIMP-1 как в гомогенатах регенерирующих тканей, так и в крови, в данный 

срок наблюдения по сравнению с таковыми на предыдущей неделе были 

достоверно ниже у всех групп животных. Так, снижение значений ММР-

9/TIMP-1 в гомогенатах регенерирующих тканей и сыворотке крови в этот срок 

наблюдения по сравнению со значениями на 14 сутки у опытной группы крыс 

составило 37,0% и 52,4%, у контрольной группы 2 – 35,4% и 57,1%, у 

контрольной группы 1 – 37,9% и 48,3% соответственно. 

Согласно данным научной литературы ММР-9 является важным 

участником процесса регенерации кожных ран, поскольку она существенно 

тормозится как при отсутствии ММР-9 у генетически модифицированных по 

этому гену (knock-out) мышей [155, 167], так и при избытке этого фермента в 

тканях [221]. Следовательно, для оптимального протекания регенерации ран 

кожи необходим определенный уровень фермента в тканях, который 

достигается как регуляцией экспрессии фермента, его посттранскрипционных 

модификаций, так и связыванием специфическими тканевыми ингибиторами, в 

первую очередь, TIMP-1 [131]. 

Изучение динамики содержания ММР-9/TIMP-1 в фазу воспаления 

показало наличие существенно повышенных уровней протеолитического 

фермента как в регенерирующих тканях, так и в крови экспериментальных 

животных. Основным источником ММР-9 в эту фазу являются 

многочисленные нейтрофилы и макрофаги, инфильтрирующие зону 

воспаления [143]. На первой неделе эксперимента уровни ММР-9/TIMP-1 были 

в значительно повышены у животных всех групп, однако в группе крыс, 

получавших курс аппликаций раневых дефектов кожи мазью с 2-Э-6-М-3-ГП 

N-А-6-АГ, данное соотношение в гомогенатах регенерирующих тканей было в 

1,5 раза, а в крови в 2 раза ниже, чем в контрольных группах. 

Обнаруженное на 14 день эксперимента (фаза пролиферации) повышение 

значения ММР-9/TIMP-1 в обеих контрольных группах свидетельствует о 

продолжающемся воспалении в тканях и неблагоприятном течении процесса 

репарации кожи. В опытной группе животных в этот период наблюдения на 
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фоне статистически значимо ускоренного сокращения площади ожоговых ран 

по сравнению с контрольными группами происходило достоверное снижение 

уровня ММР-9/TIMP-1, связанное, в основном, со снижением концентрации 

фермента, продуцируемого макрофагами и фибробластами, очевидно, в связи с 

уменьшением воспалительной инфильтрации тканей области ожога и 

пролиферации клеток грануляционной ткани. 

На 21 сутки эксперимента в гомогенатах регенерирующих тканей и 

сыворотке крови всех крыс значение ММР-9/TIMP-1 достоверно снизилось по 

сравнению с предыдущей неделей эксперимента за счет, как снижения уровня 

фермента, так и повышения концентрации ингибитора. При этом у всех 

животных контрольных групп еще присутствовали раневые дефекты кожи под 

струпом, тогда как у всех животных опытной группы произошло их 

заживление в среднем на 19,1±0,6 сутки. Учитывая изложенное выше, можно 

полагать, что значения ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах тканей – 22,5±0,70, а в 

сыворотке крови – 0,88±0,08 являются оптимальными для успешного 

протекания репарации раневых дефектов кожи, что согласуется с данными 

научной литературы о показателях в тканях и крови [85, 122, 208], а также 

подтверждается собственными результатами о значении ММР-9/TIMP-1 в 

крови для интактных крыс. 

Как было указано в главе «Материалы и методы», при однократной 

аппликации 2 грамм 2% мази на раны наносилось 40 мг 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6- 

АГ, что с учетом массы крыс 180-200 г, составляет 200-222 мкг/кг. Учитывая 

данные научной литературы [48] о значении показателя острой токсичности 

(LD50) N-А-6-АГ кислоты и ее производных – 1234-2558 мг/кг, применяемая в 

данном исследовании однократная доза действующего вещества является 

нетоксичной. Результаты, полученные с помощью разработанной в данном 

исследовании методики количественного определения 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6- 

АГ методом ВЭЖХ-масс-спектрометрии, показали, что концентрации 2-этил- 6-

метил-3-гидроксипиридина и N-А-6-АГ кислоты в плазме крови крыс через 2 

часа после однократного нанесения 2 грамм мази составили 18,05±0,96 нг/мл и 

21,62±1,12 нг/мл соответственно в пересчете на 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6- АГ. Эти 
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данные, свидетельствуют о незначительной резорбции 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ 

через поверхность ожогового дефекта и позволяют утверждать, что его 

прорегенераторная активность и ассоциированные с репарацией обнаруженные 

изменения биохимических показателей, обусловлены местным действием 

нового производного N-А-6-АГ кислоты. 

Результаты проведенного корреляционного анализа между изученными 

биохимическими маркерами и площадями ожоговых ран показали, что только у 

крыс опытной группы в гомогенатах тканей из области ожогов, полученных на 

7 и 14 сутки эксперимента, имеется взаимосвязь средней силы между ИОС и 

ММР-9/TIMP-1, а также между площадями термических дефектов (S) и ММР-

9/TIMP-1. Статистически значимая корреляция в отношении S и ИОС в 

гомогенатах тканей во всех группах животных и во все сроки наблюдения не 

обнаружена. 

Учитывая патогенез раневого процесса и причинно-следственные связи 

между его факторами можно предложить следующую логическую цепочку 

взаимосвязи изученных в данном исследовании параметров [6]. Термическое 

воздействие вызывает повреждение эпидермиса, дермы и подкожной 

клетчатки, формируя раневой дефект, при этом развивается местное 

воспаление. Стандартным типовым патологическим процессом в фазу 

воспаления является оксидативный стресс, в отношении которого и 

протеолитической активности ММР-9 (ММР-9/TIMP-1) в гомогенатах тканей 

крыс опытной группы обнаружена корреляции средней силы. В свою 

очередь, в данной группе животных между уровнем ММР-9/TIMP-1 в 

гомогенатах тканей и площадями раневых дефектов также выявлена 

корреляция средней силы, свидетельствующая о том, что площадь 

заживающего ожога зависит, в том числе, от соотношения ММР-9 и TIMP-1, 

характеризующего активность ММР-9. 
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Рисунок 29 – Влияние биохимических показателей в регенерирующих тканях 

на репарацию термических ожогов кожи у крыс, получавших курс 

аппликаций 2% мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ (rs – ранговый коэффициент 

корреляции Спирмена) 

 

Подобная ситуация (влияние ОС и протеолитической активности ММР-

9) наблюдается и на стадии пролиферации, но исчезает на последней стадии 

раневого процесса – эпителизации.  

Предложенная схема (рисунок 29) влияния ОС на продукцию ММР-9 и, 

в свою очередь, воздействие последней на процесс заживления ран кожи, 

представляется логичной, поскольку, именно, на стадии пролиферации 

раневого процесса преимущественно происходят процессы морфогенеза тканей 

кожи. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Таким образом, проведенное исследование подтвердило у нового 

производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты – 2-этил-6-метил-3- 

гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноата (2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ) 

наличие прорегенераторного потенциала, который реализуется местно при 

его использовании в виде 2% мази для курса аппликаций на 

экспериментальные термические ожоги кожи у крыс уже на стадиях 

воспаления и пролиферации. Прорегенераторные свойства исследуемого 

вещества проявились в достоверном ускорении заживления ожоговых ран 

кожи. Так, рубцевание раневых дефектов кожи в группе животных, 

получавших аппликации мази с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, произошло в среднем 

на 3,5 суток раньше, чем у крыс с обработкой ран мазевой основой и со 

спонтанным заживлением ран. 

Результаты изучения динамики в гомогенатах регенерирующих тканей и 

крови уровней общей оксидантной и антиоксидантной активности, а также 

матриксной металлопротеиназы 9 типа и тканевого ингибитора 1 типа, 

полученные в настоящем исследовании, свидетельствуют о том, что репарация 

термических ожогов при местном лечении мазью, содержащей 2% нового 

производного N-ацетил-6-аминогексановой кислоты, протекает на фоне 

нормализации свободнорадикальных процессов и протеолитической 

активности в тканях. 

Проведенный корреляционный анализ показал у животных, получавших 

на ожоговые раны аппликации мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, наличие 

достоверной взаимосвязи между уровнями ИОС и ММР-9/ТIMP-1, а также 

между уровнем ММР-9/ТIMP-1 и площадью раневых дефектов в фазы 

воспаления и пролиферации процесса регенерации. 
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ВЫВОДЫ 
 

1. Площади ожоговых ран кожи крыс, получавших курс аппликаций 2% 

мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, на 7, 14 и 21 сутки эксперимента были 

достоверно меньше, чем в контрольных группах. 

2. Результаты местного применения для обработки термических ожогов 

кожи крыс 2% мази с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ продемонстрировали наличие у 

нее прорегенераторных свойств. Полное заживление ожоговых ран у крыс, 

получавших курс аппликаций 2% мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, произошло 

раньше, чем у животных контрольных групп в среднем на 3,5 суток. 

3. Прорегенераторная активность 2% мази с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ 

ассоциирована со снижением выраженности оксидативного стресса в 

гомогенатах регенерирующих тканей, а именно, значения ИОС на всех этапах 

эксперимента были достоверно ниже в сравнении с животными контрольных 

групп. 

4. Стимулирующий репаративный эффект 2% мази с 2-Э-6-М-3-ГП N- А-

6-АГ ассоциирован со статистически значимым снижением протеолитической 

активности ММР-9 и коэффициента ММР-9/ТIМP-1 на всех этапах 

эксперимента в гомогенатах регенерирующих тканей. 

5. Концентрации 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина и N-А-6-АГ 

кислоты в плазме крови крыс через 2 часа после однократного нанесения 2 

грамм мази составили 18,05±0,96 нг/мл и 21,62±1,12 нг/мл соответственно в 

пересчете на 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ согласно разработанной в данном 

исследовании методики количественного определения 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ 

методом ВЭЖХ-масс-спектрометрии. Незначительная резорбция этого 

вещества через поверхность ожогового дефекта свидетельствует о том, что 

прорегенераторная активность нового производного N-А-6-АГ кислоты и 

ассоциированные с репарацией обнаруженные изменения биохимических 

показателей обусловлены местным действием вещества на регенерирующие 

ткани. 
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6. У животных, получавших на ожоговые раны курс аппликаций 2% 

мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ, выявлено наличие достоверной 

корреляционной связи средней силы между уровнями ИОС и ММР-9/ТIMP-1, а 

также между уровнем ММР-9/ТIMP-1 и площадью раневых дефектов в фазы 

воспаления и пролиферации. 
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ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Для оценки и прогнозирования эффективности репарации 

ожоговых ран кожи у крыс целесообразно использовать биохимические 

показатели – ИОС и ММР-9/ТIMP-1. 

2. При изучении эффективности репарации ожоговых ран кожи у 

крыс следует считать оптимальными для успешного протекания процесса 

значения ИОС и ММР-9/TIMP-1 в гомогенатах тканей – 0,66±0,05 и 22,5±0,70, 

а в сыворотке крови – 0,50±0,08 и 0,88±0,08. 

3. Целесообразно провести доклинические исследования местного 

применения курса аппликаций 2% мазью с 2-Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ на раны 

кожи животных для решения вопроса о клинических испытаниях с целью 

терапевтического применения данной мази. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АК – ацексамовая кислота 

АО – антиоксиданты 

АОС – антиоксидантная система 

АТФ – аденозинтрифосфорная кислота 

АФК – активные формы кислорода 

ВОЗ – всемирная организация здравоохранения 

ВЭЖХ– высокоэффективная жидкостная хроматография 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИОС – индекс оксидативного стресса 

ИФА – иммуноферментный анализ 

ЛПНП – липопротеины низкой плотности 

МКБ-10 – международная классификация болезней-10 

мЛПНП – модифицированные липопротеины низкой плотности 

НАД – никотинамидадениндинуклеотид 

НАДФН+Н+ – никотинамидадениндинуклеотидфосфат в восстановленной 

форме 

ОС – окислительный стресс 

ПОЛ – перекисное окисление липидов 

ПЭГ – полиэтиленгликоль 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

СК – синглетный кислород 

СОД – супероксиддисмутаза 

TMБ – тетраметилбензидин 

ФДТ – фотодинамическая терапия 

ЦП – церуллоплазмин 

ЦПЭ – цепь переноса электронов 

2- Э-6-М-3-ГП N-А-6-АГ – 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6- 

аминогексаноат 

AOPP – advanced oxidation protein product 

DNA – deoxyribonucleic acid 
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Cu/ZnSOD – Cu/Zn-superoxidedismutase 

IL-1β – interleukin-1 beta 

GSH – glutathione 

GSSG – glutathione disulfide 

LD50 – median lethal dose 

LDL – low-density lipoprotein 

LPO – lipoperoxide 

MMP – matrix metalloproteinase 

MRM – multiple reaction monitoring 

N-A-6-AГ – N-ацетил-6-аминогексановая кислота 

TAS – total antioxidant status 

TIMP – tissue inhibitors of metalloproteinases 

TOS – total oxidant status 
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