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Abstract 

Background: The endoribonuclease IRE1 (ERN1) is an important sensor for the endoplasmic retic-

ulum unfolded protein response (UPR), and its activation happens as a result of the accumulation of 

unfolded and misfolded proteins in the endoplasmic reticulum (ER). The ERN1 gene may be involved 

in ER stress, a feature of type 2 diabetes (T2D). The aim of the study: To investigate the relationship 

between common single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the ERN1 gene and T2D risk. Materi-

als and methods: The study included 1558 T2D patients (586 males and 972 females) and 1611 (618 

males and 993 females) healthy subjects. Two common SNPs, such as rs196914 and rs9911085 lo-

cated in the regulatory region of the ERN1 gene, were genotyped by the MassArray Analyzer-4 sys-

tem. Results: Genotypes T/C-C/C rs196914 showed an association with an increased risk of T2D 

(OR=1.18, 95% CI 1.03-1.36, p=0.017). An associative analysis stratified by sex and BMI revealed 

that this association occurred in females with a BMI greater than 25 kg/m2 (OR = 1.20, 95% CI 1.03-

1.40, p = 0.02). Furthermore, the genotypes rs9911085 T/C-C/C were linked to T2D risk in females 

with a BMI greater than 30 kg/m2 (OR = 1.44, 95% CI 1.02-1.95, p = 0.034). The haplotype 

rs196914C-rs9911085C was found to be associated (p=0.004) with T2D risk in overweight and obese 

subjects (i.e. BMI≥25 kg/m2). Conclusion: The present study was the first to show the impact of 

ERN1 gene polymorphisms on susceptibility to type 2 diabetes; however, the association was female- 

and BMI-specific. Further studies are required to confirm the association between ERN1 and T2D 

risk. 

Keywords: type 2 diabetes mellitus; overweight; obesity; endoplasmic reticulum stress; misfolding; 

unfolded protein response; IRE1 pathway; ERN1 
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Introduction. Diabetes mellitus is one 

of the global health problems of the 21st cen-

tury [1]. According to the International Diabe-

tes Federation (IDF), diabetes mellitus will af-

fect 537 million persons aged 20–79 years 

(prevalence 10.5 %) in 2021, and 783 million 

(prevalence 12.2 %) by 2045 [1]. At the same 

time, Russia ranks second among all European 

countries in terms of diabetes patients, with 

90% of patients suffering from type 2 diabetes 

(T2D) [1].  

Type 2 diabetes is a complex condition 

that involves both hereditary and environmen-

tal variables [2]. The pathophysiology of T2D 

is linked to pancreatic cell dysfunction and in-

sulin resistance in peripheral tissues, however 

the core cause of these illnesses is unknown. 

The dysfunction of pancreatic beta-cells in 

T2D is primary and is detected at the earliest 

stages of the disease, and the progressive loss 

of beta-cells due to their apoptosis forms the 

basis for the progression of the disease and the 

development of complications [3, 4, 5].  

It has been established that oxidative 

stress (OS), caused by a shift in redox homeo-

stasis towards excessive formation of reactive 

oxygen and nitrogen species, plays a signifi-

cant role in the development of dysfunction 

and apoptosis of beta-cells in T2D, and due to 

their low antioxidant capacity, beta-cells are 

extremely sensitive to oxidative damage [6, 7]. 

Endogenous glutathione deficit, which is path-

ogenetically related with beta cell malfunction 

and death, has been established in a number of 

studies to be the primary disturbance of redox 

homeostasis and OS formation in diabetes [8, 

9, 10]. Many studies [11, 12, 13] show that 

chronic endoplasmic reticulum stress (ER) is 

involved in the creation of -cell dysfunction 

and death in T2D, in addition to oxidative 

stress. 

It is well known that the synthesis and 

secretion of insulin in beta-cells is related to 

the ability of the ER to package, process, and 

move correctly folded insulin protein into the 

Golgi apparatus and then to the membrane sur-

face for subsequent secretion [12, 14]. The ac-

cumulation of misfolded protein chains is the 

pathophysiological core of ER stress, a general 

biological phenomenon of functional overload 

of the protein secretion apparatus. When the 

maturation of protein molecules is disrupted, 

the cell loses its ability to function normally 

and faces death. Eukaryotes have evolved a 

complicated homeostatic mechanism known as 

the unfolded protein response (UPR) to restore 

proteostasis. This mechanism is represented by 

a triad of proteins – ERN1, PERK, and ATF6, 

each of which has a regulatory domain embed-

ded in the ER lumen. Under normal physiolog-

ical conditions, this domain is bound by the 

binding immunoglobulin protein (BiP) chaper-

one. The content of free chaperones in the ER 

lumen naturally decreases as the load on the 

apparatus grows, and BiP is released to per-

form its principal job of protecting protein mat-

uration. ERN1, PERK, and ATF6 are now an-

chored in stress signaling pathways after being 

released from their relationship with BiP. As a 

result, the ER has a set of sensors that monitor 

intraluminal chaperone availability [15]. ERN1 

has been identified as one of the key compo-

nents of the UPR and a key regulator of gene 

expression. The cytoplasmic C-terminal region 

of ERN1 divides into two domains, each con-

taining kinase and endoribonuclease activity. Di-

merization happens after BiP separation, arrang-

ing kinase domains "face to face" [16]. The au-

tophosphorylation in this case changes the struc-

ture of ERN1, opening the nuclease centers of its 

dimers and arranging them "back to back" [17]. 

As a result, ERN1 inhibits protein translation in 

the cytoplasm by selectively degrading a number 

of mRNAs. The degradation of CD59 mRNA in 

HeLa cells [18] and mRNA of the microsomal 

triglyceride transporter factor MTP in the intesti-

nal epithelium, both of which impede chylomi-

cron production [19], are two examples. There is 

also evidence of ERN1-mediated proinsulin 

mRNA degradation in chronic hyperglycemia 

[20]. 

Furthermore, from the group of genes re-

sponsible for UPR, only ERN1 is highly ex-

pressed in the pancreas and is considered a cen-

tral regulator of ER stress signaling, playing a 
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crucial role in the regulation of protein and in-

sulin biosynthesis, in particular [21]. In their 

investigation, K. Haze and co-authors discov-

ered that inhibiting ERN1 signaling in vitro 

lowers insulin production at the translation and 

protein folding levels [22]. When ERN1 is ac-

tivated, it cleaves the mRNA for X-box bind-

ing protein 1 (XBP1), which activates the tran-

scription factor for XBP1. Activated XBP1 

starts various transcriptional processes that 

boost ER growth and biogenesis and increase 

protein entrance into the ER for maturation 

and/or cleavage of misfolded proteins after 

translocation to the nucleus. XBP1-deficient 

animals have poor -cell proliferation, proin-

sulin processing, and insulin production, as 

well as ERN1 hyperactivation, according to 

Lee et al. [23]. As a result, ERN1 is essential 

for optimum insulin production and ER home-

ostasis. There is no evidence in the literature 

that polymorphic variants of the ERN1 gene 

are linked to the development of type 2 diabe-

tes, which was the premise for this investiga-

tion. 

The aim of the study. To investigate the 

relationship between polymorphic variants of 

the ERN1 gene and the likelihood of acquiring 

type 2 diabetes.  

Materials and methods. An ethnically 

homogeneous sample of 3229 unrelated citi-

zens of Central Russia (mostly natives of the 

Kursk region) of Slavic nationality (self-iden-

tification) was used in the study. The KSMU 

Regional Ethics Committee authorized the 

study protocol (extract from protocol No. 10 

dated 12.12.2016). The study included 1558 

patients with T2D (586 men and 972 women) 

with a mean age of 61.1±6.9 years who were 

hospitalized at the endocrinology department 

of the Kursk City Clinical Emergency Hospital 

from November 2016 to October 2019. The di-

agnosis of T2D was made using WHO criteria 

[24, 25]. The control group consisted of 1611 

apparently healthy volunteers, 618 men and 

993 women with an average age of 60.8±5.7 

years, who had previously donated blood to the 

Regional Blood Transfusion Station [26]. 

Based on written informed consent, all study 

participants were given 5 mL of fasting venous 

blood into vacuum tubes Vacuette with EDTA 

as an anticoagulant. The genomic DNA was 

extracted using phenol-chloroform. Two sin-

gle nucleotide polymorphisms in the ERN1 

gene, rs196914 (T>C) and rs9911085 (T>C), 

were chosen for molecular genetic investiga-

tion because they had a strong regulatory po-

tential and a minor allele frequency of at least 

10%. The MassArray Analyzer 4 platform was 

used to detect ERN1 gene polymorphisms us-

ing laser desorption/ionization time-of-flight 

mass spectrometry (Agena Bioscience). The 

SNPStats web program 

(https://www.snpstats.net/start.htm) was used 

to statistically process the collected data. Co-

dominant, dominant, recessive, over-domi-

nant, and log-additive genetic models were in-

vestigated. The association was considered 

significant at P<0.05. KEGG pathways tools 

were used to recreate metabolic pathways, and 

eQTLGen (www.eqtlgen.org) was used to in-

vestigate tissue-specific expression of the 

ERN1 gene.  

Results and discussion. Hardy-Wein-

berg equilibrium was achieved for ERN1 gen-

otype frequencies. Table 1 presents the results 

of the analysis of associations with the risk of 

developing type 2 diabetes in the general sam-

ple, as well as separately in men and women. 

In the whole sample, T/C-C/C rs196914 geno-

types were associated with an increased risk of 

acquiring the disease (OR=1.18, 95% CI 1.03-

1.36, p=0.02, dominant genotypic model). The 

rs9911085 ERN1 gene was not linked to the 

likelihood of acquiring T2D. 

Separate comparison of male and female 

patients with T2D with controls showed that 

the T/C-C/C rs196914 association of the ERN1 

gene was typical only for women (OR=1.22, 

95% CI 1.02-1.45, p=0.03, dominant model), 

while in in men, an increased risk of the disease 

with this genotype was not observed (p>0.05). 
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Table 1 

Genotype and allele frequencies of the ERN1 gene in T2D patients and controls 

SNP 
Genotype/ 

allele 

Healthy Controls 

n (%)1 

Patients with 

T2D 

n (%)1 

OR2
 (95% CI) p‐Value3 

Entire group  

rs196914 

T/T 772 (46.5) 664 (42.3) 1.00 
0.02 

Т/C-C/C 888 (53.5) 905 (57.7) 1.18 (1.03-1.36) 

С 31.6 34.1 1.12 (1.01-1.24) 0.004 

rs9911085 

T/T 1125 (69.7) 1060 (68) 1.00 
0.31 

T/C-C/C 489 (30.3) 498 (32) 1.08 (0.93-1.26) 

C 16.3 17.3 1.08 (0.95-1.25) 0.24 

Males  

rs196914 

T/T 281 (45.5) 251 (42.8) 1.00 
0.54 

Т/C-C/C 336 (54.5) 335 (57.2) 1.12 (0.89-1.40) 

C 32.7 34.9 1.09 (0.92-1.29) 0.32 

rs9911085 

T/T 411 (68.5) 406 (70) 1.00 
0.58 

T/C-C/C 189 (31.5) 174 (30) 0.93 (0.73-1.19) 

C 17.3 16.7 0.96 (0.77-1.19) 0.69 

Females  

rs196914 

T/T 482 (46.8) 413 (42) 1.00 
0.03 

Т/C-C/C 547 (53.2) 570 (58) 1.22 (1.02-1.45) 

C 31.0 34.0 1.14 (1.00-1.40) 0.047 

rs9911085 

T/T 705 (70.5) 654 (66.9) 1.00 
0.08 

T/C-C/C 295 (29.5) 324 (33.1) 1.18 (0.98-1.43) 

C 15.7 17.8 1.17 (0.99-1.38) 0.07 

Note: 1 Absolute number and percentage of individuals/chromosomes with a particular genotype/allele. 2 Odds ratio 

with 95% confidence intervals (crude analysis) with one degree of freedom. 3 p‐Value – significance level. 
 

Following that, a stratified analysis by 

sex and BMI was conducted (Table 2): the as-

sociation found in the general group was ob-

served only in women with BMI ≥25 kg/m2, 

which corresponds to overweight and obesity 

(OR=1.20, 95% CI 1.03- 1.40, p=0.02, domi-

nant model) and was absent in men (p>0.05). 

In addition, an association of the rs9911085 

T/C-C/C polymorphism in obese women 

(BMI≥30 kg/m2) was established: OR=1.44, 

95% CI 1.02-1.95, p=0.03, dominant model. 

Table 3 shows the results of the distribu-

tion of haplotype frequencies in T2D patients 

and healthy people. Haplotype rs196914С-

rs9911085С was associated with an increased 

risk of developing T2D both in women in the 

general sample and in women with overweight 

and obesity (BMI ≥25 kg/m2): OR=1.36, 95% 

CI 1.10-1.64, p=0.004.  

We used the eQTLGen consortium data-

base to examine the mRNA expression profiles 

(eQTL) of the studied SNPs, which include 

data from a thorough transcriptome investiga-

tion of 30,847 blood samples from healthy vol-

unteers, the majority of whom are of European 

origin. The database made it possible to iden-

tify significant cis-eQTLs for each studied 

SNP. Thus, the alleles rs196914-C and 

rs9911085-C are associated with a significant 

decrease in the expression of the ERN1 gene in 

whole blood (P=5.10×10-140 and P=5.17×10-

138, respectively, FDR≤0.0001). The alterna-

tive alleles rs196914-C and rs9911085-C are 

related with hypermethylation of the ERN1 

gene, and therefore with a decrease in its ex-

pression in childhood and adolescence, accord-

ing to an analysis of the effects of the examined 

polymorphisms on gene methylation status 

(mQTL). According to experimental evidence 

from K.L. Lipson et al., suppressing ERN1 ex-

pression lowers the amount of cellular insulin 

[20]. 

The STRING tool was used to analyze 

ERN1 connections with other genes at the level 

of protein products, and it revealed functional 

partners of ERN1 that constitute an interacting 
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network of 10 proteins (Fig. 1): HSPA5 – be-

longs to the heat shock protein family 70, glu-

cose-regulated Bip ER chaperone ; XBP1 – X-

box-binding protein 1; ANF6 – activating tran-

scription factor 6, initiates UPR during ER 

stress; TMBIM6 – Bax inhibitor, apoptosis 

suppressor; SYVN1 – E3 ubiquitin protein lig-

ase synoviolin; GNB2L1 – activated C-kinase 

1 receptor; BCL2L11 – Bcl-2-like protein 11, 

induces apoptosis; MAP3K5 – mitogen-acti-

vated protein kinase kinase 5; TNF-tumor ne-

crosis factor; TRAF2 – TNF receptor-associ-

ated factor 2. Using the analysis of gene ontol-

ogy terms enrichment, it was found that 8 pro-

teins are directly involved in the regulation of 

the cellular response to endoplasmic reticulum 

stress: HSPA5, ANF6, XBP1, SYVN1, 

BCL2L11, TMBIM6, GNB2L1 

(FDR=5.66*10-13); and 7 proteins are respon-

sible for the positive regulation of apoptosis: 

ANF6, XBP1, BCL2L11, GNB2L1, 

MAP3K5, TNF, TRAF2 (FDR=4.86*10-6).  

 

 
Note: red color – regulation of the cellular response to ER stress, blue – positive regulation of the apoptotic signaling 

pathway. 

Fig. 1. Network of protein partners of the ERN1 gene 

 

Glucotoxicity and lipotoxicity impede 

ER stress compensation in the established clin-

ical picture of diabetes mellitus [27, 28]. ER 

stress plays a key role in the creation of obesity 

and insulin resistance in adipose and hepatic 

tissue, in addition to a decrease in insulin pro-

duction due to a decrease in the population of 

β-cells. Signaling through the unfolded protein 

response's ERN1 pathway has both beneficial 

and harmful consequences in obesity. Overex-

pression of the ERN1-regulated transcription 

factor XBP1 protects cells from metabolic bal-

ance abnormalities caused by obesity [28]. 

However, ERN1 hyperactivation involves a 

second mechanism, the dependent breakdown 

and pro-inflammatory signaling of 

TRAF2/JNK. TRAF2 is a receptor that signals 

TNF ligation to turn on apoptosis via MAPK, 

JNK and p38 (Fig. 2). 

The carriage of the rs196914-C and 

rs9911085-C alleles is associated with a de-

crease in the expression of serine/threonine 

protein kinase/endoribonuclease (ERN1), 

which is a central regulator of ER stress signal-

ing. Reduced ERN1 expression can result in 

signaling reduction of the XBP1 transcription 

factor, which causes chaperone activation to 

worsen (Fig. 2), lowering insulin production at 

the translation and protein folding levels. At 

the same time, overweight and obesity are two 

factors that impede protein folding [29]: poorly 

folded proteins accumulate in the cell due to a 

decrease in ERN1 activity, which can lead to 

the cell's forced death. 
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Table 2 

Genotype and allele frequencies of the ERN1 gene in T2D patients and controls 

SNP 

Genotype/ 

allele 

Healthy 

Controls 

n (%)1 

Patients with T2D 

n (%)1 
OR2

 (95% CI) p‐Value3 

Healthy 

Controls 

n (%)1 

Patients with T2D 

n (%)1 
OR2

 (95% CI) p‐Value3 

Males  Females  

BMI ≤ 25 kg/m2 norm 

rs196914 

T/T 54 (47) 55 (47) 1.00 
0.99 

100 (51.5) 44 (50.6) 1.00 
0.88 

T/C-C/C 61 (53) 62 (53) 1.00 (0.60-1.67) 94 (48.5) 43 (49.4) 1.04 (0.63-1.72) 

С 27.9 31.3 1.17 (0.72-1.90) 0.60 28.6 28.2 0.98 (0.66-1.45) 0.91 

rs9911085 

T/T 77 (67.5) 86 (74.1) 1.00 
0.27 

135 (70.7) 61 (70.9) 1.00 
0.97 

T/C-C/C 37 (32.5) 30 (25.9) 0.73 (0.41-1.29) 56 (29.3) 25 (29.1) 0.99 (0.56-1.73) 

С 31.3 30.8 0.98 (0.66-1.44) 0.90 15.2 15.7 1.04 (0.63-1.71) 0.88 

BMI ≥ 25 kg/m2 overweight and obesity  

rs196914 

T/T 221 (45.4) 196 (41.8) 1.00 
0.26 

380 (46.1) 369 (41.2) 1.00 
0.04 

T/C-C/C 266 (54.6) 273 (58.2) 1.16 (0.90-1.49) 444 (53.9) 527 (58.8) 1.22 (1.01-1.48) 

C 33.1 35.5 1.11 (0.92-1.35) 0.28 31.5 34.5 1.15 (1.00-1.32) 0.06 

rs9911085 

T/T 323 (68.6) 320 (69) 1.00 
0.90 

565 (70.8) 593 (66.5) 1.00 
0.06 

T/C-C/C 148 (31.4) 144 (31) 0.98 (0.74-1.30) 233 (29.2) 299 (33.5) 1.22 (0.99-1.50) 

С 17.5 17.5 1.00 (0.78-1.26) 0.98 15.7 18.0 1.19 (0.99-1.42) 0.07 

BMI ≥30 kg/m2 obesity 

rs196914 

T/T 23 (48.9) 115 (40.9) 1.00 
0.31 

87 (47.3) 269 (40.3) 1.00 
0.09 

T/C-C/C 24 (51.1) 166 (59.1) 1.38 (0.74-2.57) 97 (52.7) 398 (59.7) 1.33 (0.96-1.84) 

C 31.9 36.3 1.21 (0.72-1.92) 0.41 29.6 34.7 1.26 (0.98-1.62)  0.08 

rs9911085 

T/T 33 (71.7) 191 (68.7) 1.00 
0.68 

133 (73.9) 432 (65.2) 1.00 
0.02 

T/C-C/C 13 (28.3) 87 (31.3) 1.16 (0.58-2.31) 47 (26.1) 231 (34.8) 1.51 (1.05-2.19) 

С 15.2 17.4 1.15 (0.63-2.10) 0.71 13.6 18.6 1.45 (1.04-2.02) 0.03 

Note: 1 Absolute number and percentage of individuals/chromosomes with a particular genotype/allele. 2 Odds ratio with 95 confidence intervals (crude analysis) with one degree of 

freedom. 3 p‐Value – significance level 
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Table 3 

Haplotype frequencies of the ERN1 gene in T2D patients and controls 

N rs196914 rs9911085 

Healthy 

Controls 

Patients 

with T2D 
OR1

 (95 CI) p‐Value2 Healthy 

Controls 

Patients with 

T2D 
OR1

 (95 CI) p‐Value2 

Males  Females  

Entire group  

1 T T 0.6359 0.6311 1.00 --- 0.6537 0.6326 1.00 --- 

2 C T 0.1905 0.2008 1.06 (0.86 – 1.31) 0.59 0.1893 0.1893 1.04 (0.88 – 1.23) 0.62 

3 C C 0.1361 0.1448 1.08 (0.85 – 1.37) 0.54 0.1215 0.1505 1.29 (1.07 – 1.57) 0.009 

4 T C 0.0375 0.0234 0.61 (0.35 – 1.07) 0.08 0.0358 0.0277 0.80 (0.53 – 1.21) 0.30 

General p haplotype associations:0.26 General p haplotype associations: 0.045 

BMI ≤ 25 kg/m2 norm 

1 T T 0.6312 0.6650 1.00 --- 0.6891 0.6702 1.00 --- 

2 C T 0.1973 0.1966 0.94 (0.58 – 1.53) 0.82 0.1588 0.1720 1.13 (0.67 – 1.91) 0.64 

3 C C 0.1157 0.1111 0.90 (0.48 – 1.69) 0.75 0.1273 0.1096 0.89 (0.49 – 1.62) 0.70 

4 T C 0.0558 0.0273 0.45 (0.14 – 1.39) 0.17 0.0249 0.0482 2.05 (0.70 – 6.04) 0.19 

General p haplotype associations: 0.71 General p haplotype associations:0.59 

BMI ≥ 25 kg/m2 overweight and obesity 

1 T T 0.6362 0.6225 1.00 --- 0.6460 0.6290 1.00 --- 

2 C T 0.1885 0.2019 1.09 (0.86 – 1.39) 0.47 0.1971 0.1909 1.01 (0.84 – 1.21) 0.94 

3 C C 0.1421 0.1531 1.10 (0.85 – 1.43) 0.46 0.1179 0.1545 1.36 (1.10 – 1.68) 0.004 

4 T C 0.0332 0.0225 0.68 (0.36 – 1.28) 0.23 0.0391 0.0255 0.67 (0.43 – 1.05) 0.08 

General p haplotype associations: 0.44 General p haplotype associations: 0.01 

BMI ≥30 kg/m2 obesity 

1 T T 0.6274 0.6192 0.93 (0.53 – 1.63) 0.81 0.6860 0.6261 1.00 --- 

2 C T 0.2195 0.2050 1.71 (0.78 – 3.76) 0.18 0.1772 0.1883 1.19 (0.87 – 1.64) 0.28 

3 C C 0.0996 0.1580 0.29 (0.08 – 1.07) 0.06 0.1192 0.1588 1.53 (1.05 – 2.22) 0.03 

4 T C 0.0535 0.0178 0.93 (0.53 – 1.63) 0.81 0.0178 0.0272 1.71 (0.64 – 4.57) 0.29 

General p haplotype associations: 0.19 General p haplotype associations: 0.009 

Note: 1 Odds ratio with 95 confidence intervals (crude analysis) with one degree of freedom. 2 p‐Value – significance level. 
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Note: purple arrows highlight the ERN1 activation pathway during ER stress. 

Fig. 2. Metabolic map of UPR activation under ER stress 

(KEGG pathways data https://www.genome.jp/kegg/pathway.html)  

 

Conclusion. Thus, the study was the first 
to show a link between the polymorphic loci 
rs196914 and rs9911085 in the regulatory area 
of the ERN1 gene with an elevated risk of de-
veloping T2D, indicating that the endoribonu-
clease IRE1 gene may play a role in the disease 
etiology. The discovered connections are 
unique to women and are influenced by body 
mass index. The decreased transcriptional ac-
tivity of the ERN1 gene in carriers the of alter-
native alleles rs196914-C and rs9911085-C of 
the analyzed polymorphisms can explain the 
link between the studied loci and illness. To 
confirm connections between polymorphic 
variants of the ERN1 gene and the likelihood 
of acquiring type 2 diabetes, more research in 
various communities around the world is 
needed. 
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Abstract 

Background: Ischemic stroke (IS) is the leading cause of death and disability worldwide. Chaperone 

proteins protect brain cells from the ischemic damage by restoring the structures of damaged proteins. 

Chaperone C9orf16 (also known as BBLN) belongs to the class of heat-resistant obscure (HERO) 

proteins, characterized by the ability to stabilize various proteins, suppress neurotoxicity and reduce 

proteotoxic stress. In this regard, it may play a potentially significant role in the risk of development 

and clinical manifestations of IS. The aim of the study: To investigate an association between a 

single nucleotide polymorphism rs2900262 in the gene encoding C9orf16 and predisposition to IS. 

Materials and methods: A total of 897 patients with IS and 1140 healthy controls were recruited for 

the study. Genotyping was done using a probe-based genotyping assay. Multiple logistic regression 

analysis was performed to evaluate the associations of the rs2900262 genotypes with the risk of IS 

and ischemic events. Dominant, recessive and additive models of associations of genotypes were 

analyzed. Adjustment for sex, age, and smoking was done throughout. Benjamini-Hogberg false-

discovery rate was used to correct for multiple comparisons. Results: The rs2900262*T allele was 

found to be associated with the increased risk of IS exclusively in females (dominant model: 
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OR=1.74, 95% CI=1.07-2.82, PFDR=0.042; additive model: OR=1.69, 95% CI=1.06-2.71, 

PFDR=0.042). Additional analysis showed that the rs2900262*T is associated with the increased risk 

of IS in smokers only (dominant model: OR=1.92, 95% CI=1.09-3.37, PFDR=0.042; additive model: 

OR=1.79, 95%CI=1.04-3.08, PFDR=0.042). Also, we demonstrated that C/T-T/T genotype carriers ex-

hibit an earlier manifestation of IS (59.53±1.12 years) compared to the C/C genotype carriers 

(61.63±0.4 years); mean difference=-1.98; 95% CI=-3.61 – -0.36; PFDR=0.026. Conclusion: This 

study is the first in the world to demonstrate the possible contribution of the rs2900262 C9orf16 gene 

polymorphism to the risk of ischemic stroke. 

Keywords: ischemic stroke; Hero; heat-resistant obscure; chaperones; rs2900262; C9orf16; BBLN 
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Background. Despite the significant ef-
forts made by the world’s medical community 
in the field of prevention and treatment of 
stroke, this disease remains the second leading 
cause of death worldwide, and a leading cause 
of adult disability [1], cognitive decline and 
dementia [2]. Ischemic stroke (IS) comprises 
up to 85% of all cases [3]. The risk of IS is de-
termined by a complex interplay of genetic and 
environmental factors partly acting through 
modifiable risk factors such as high blood pres-
sure [4, 5]. 

The previous studies have already re-
vealed genetic markers associated with the de-
velopment of IS [6, 7, 8], as well as related 
phenotypes/risk factors, such as hypertension 
[9, 10, 11], atherosclerosis [12, 13], and throm-
bosis [14]. However, despite the large number 
of studies conducted in the world, the molecu-
lar mechanisms of IS development remain 
poorly understood.  

One of the most promising fields in this 
area is the study of chaperone proteins. A crit-
ical decrease in perfusion in IS leads to hy-
poxic damage to brain tissues [15]. Cascades 
of ischemic and reperfusion damage to neurons 
and glia include hundreds of individual links 
that lead to cell death. It is the critical accumu-
lation of damaged enzymes and structural pro-
teins that causes irreversible changes that lead 
to necrosis or programmed cell death [16]. The 
main function of chaperones is to restore the 
native tertiary and quaternary structure of dam-
aged proteins. There is already enough infor-
mation that confirms the neuroprotective role 
of chaperones in IS, for example, the HSP class 
of chaperones ("heat shock" proteins) [17]. 

Recently, a new class of chaperones, 

"Hero proteins", has been discovered, which 

main mechanism of action is the physical 

shielding of other proteins. Such a function is 

provided by a flexible structure and a high neg-

ative or positive charge of molecules [18]. 

Moreover, Hero proteins can suppress some 

forms of pathogenic protein aggregates in cells 

and in animal models of neurodegenerative 

diseases in vivo. The described properties of 

Hero let us suggest their wide involvement in 

the physiological and pathological processes 

occurring in cells with ischemic damage.  

The aim of this study was to analyze as-

sociation of the tagger SNP rs2900262 in gene 

C9orf16 encoding the member of Hero pro-

teins with the risk and clinical manifestations 

of ischemic stroke. 

Material and methods. A total of 1929 

unrelated Russians (861 patients with IS and 

1068 healthy individuals) from Central Russia 

were recruited into the study. The Ethical Re-

view Committee of Kursk State Medical Uni-

versity approved the study protocol. All the 

participants gave written informed consent be-

fore the enrollment in this study, subject to the 

following inclusion criteria: self-declared Rus-

sian descent, a birthplace inside of Central 

Russia.  

Baseline and clinical characteristics of 

the study population are listed in Table 1. The 

patients were enrolled in to the study in two pe-

riods: from the Regional Vascular Center of 

Kursk Regional Clinical Hospital between 

2015 and 2017 [19, 20] and Neurology Clinics 

of Kursk Emergency Medicine Hospital Kursk 
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between 2010 and 2012 [21, 22]. All the pa-

tients were examined by qualified neurolo-

gists. The diagnosis of IS was made in the 

acute phase of stroke, according to the results 

of the neurological examination and computed 

tomography and/or magnetic resonance imag-

ing of the brain. The patients were recruited 

consecutively. The IS patients were enrolled 

under the following exclusion criteria: hepatic 

or renal failure or endocrine, autoimmune, on-

cological, or other diseases that can cause an 

acute cerebrovascular event; intracerebral 

hemorrhage, hemodynamic or dissection-re-

lated stroke, traumatic brain injury. All the pa-

tients with IS had a history of hypertension and 

received antihypertensive therapy.  

The control group was compiled from 

healthy volunteers with no clinical evidence of 

cerebrovascular, cardiovascular, or other 

chronic diseases and with normal blood pres-

sure without antihypertensive therapy. Healthy 

individuals were included in control group if 

they had a systolic blood pressure less than 130 

mm Hg and/or a diastolic blood pressure less 

than 85 mm Hg on at least 3 separate measure-

ments. Control subjects were enrolled from 

Kursk hospitals during periodic medical exam-

inations at public institutions and industrial en-

terprises of Kursk region. This group was re-

cruited from the same population and during 

the same period [23, 24].  

Table 1 

Baseline and clinical characteristics of the studied groups 

 

 

Note: statistically significant differences between groups are indicated in bold; ND – no data. 

 

Baseline and clinical characteristics 
IS patients 

(n=897) 

Controls 

(n=1140) 
praw 

Age, Ме [Q1; Q3] 63 [55; 70] 57 [53; 64] <0.001 

Gender 

 

Males, N(%) 498 (55.5%) 508 (44.6%) 
<0.001 

Females, N(%) 399 (44.5%) 632 (55.4%) 

Smoking Yes, N (%) 442 (49.3%) 308 (27%) 
<0.001 

No, N (%) 455 (50.7%) 832 (73%) 

Coronary artery disease 
Yes, N (%) 113 (13.2%) -  

No, N (%) 746 (86.8%) -  

Type 2 diabetes mellitus 
Yes, N (%) 103 (12.1%) -  

No, N (%) 747 (87.9%) -  

Family history of cere-

brovascular diseases 

Yes, N (%) 306 (35.9%) ND 
 

No, N (%) 546 (64.1%) ND 

Age at onset of stroke, Ме [Q1; Q3] 61 [54; 70], n=869 -  

Number of strokes in-

cluding event in question 

1, N (%) 774 (89.1%) -  

2, N (%) 82 (9.4%) -  

3, N (%) 13 (1.5%) -  

Stroke localization 

Right/left middle cerebral ar-

tery basin,  

N (%) 

723 (83.2%) -  

Vertebrobasilar basin,  

N (%) 
146 (16.8%) -  

Area of lesion in stroke, mm2, Ме [Q1; Q3] 104 [30; 468], n=850 -  

Total cholesterol,  mmol/L,  Ме [Q1; Q3] 5.2 [4.4; 5.9], n=583 ND  

Triglycerides,  mmol/L, Ме [Q1; Q3] 1.3 [1.1; 1.8], n=575 ND  

Glucose level,  mmol/L,  Ме [Q1; Q3] 4.8 [4.3; 5.5], n=861 ND  

Prothrombin time,  seconds, Ме [Q1; Q3] 
10.79 [10.14; 11.7], 

n=845 
ND  

International normalized ratio, Ме [Q1; Q3] 1 [0.93; 1.09], n=566 ND  

Activated partial thromboplastin time, seconds, Ме [Q1; 

Q3] 
32.6 [29; 37], n=569 ND  
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The following criteria were used in the 

selection of SNPs: the SNP must be tagging, 

have a minor allele frequency of at least 0.05 

in the European population and be character-

ized by a high regulatory potential. According 

to the bioinformatic tool GenePipe 

(https://snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/sele-

gene.html), which was used to select SNPs 

based on the reference haplotypic structure of 

the Caucasian population (CEU) of the project 

HapMap, the only tag SNP in the gene C9orf16 

(also known as BBLN, ID:79095) is 

rs2900262. This genetic variant is localized in 

the intron. Several bioinformatic resources 

were used to assess the regulatory potential of 

this SNP. Bioinformatic resource HaploReg 

(v4.1) established a connection of rs2900262 

C9orf16 with modifications of histones mark-

ing promoters in 15 different tissues; it estab-

lished the localization of this SNP in the re-

gions of hypersensitivity to deoxyribonuclease 

in 7 issues, regions of 4 regulatory motifs 

(https://pubs.broadinstitute.org/mammals/hap-

loreg/haploreg.php). According to rSNPBase 

(http://rsnp.psych.ac.cn/index.do), it is charac-

terized by distal transcriptional regulation, the 

regulation mediated by RNA-binding proteins 

and regulation mediated by microRNA. The 

instrument RegulomeDB allowed to reveal that 

rs2900262 C9orf16 is characterized by a regu-

latory coefficient of 1b (eQTL + TF binding + 

any motif + DNase Footprint + DNase peak) 

(http://regulome.stanford.edu/). According to 

the date presented in Ensembl genome 

browser, this genetic variant is characterized 

by an average frequency of the minor T allele 

in European populations of 0.057 

(https://www.ensembl.org/). Thus, rs2900262 

C9orf16 was selected for this study, which 

meets the necessary criteria for inclusion in the 

study.  

Genetic Analysis. DNA analysis was 

carried out at the Laboratory of Genomic Re-

search of Research Institute for Genetic and 

Molecular Epidemiology of Kursk State Med-

ical University (Kursk, Russia). Approxi-

mately 5 mL of venous blood was collected 

from the cubital vein of each participant into 

EDTA-coated tubes and maintained at −20◦C 

until processed. Genomic DNA was extracted 

from thawed blood samples by the standard 

procedure of phenol/chloroform extraction and 

ethanol precipitation. Genotyping of the SNP 

was done using Taq‐Man–based real‐time pol-

ymerase chain reaction assays according to the 

protocol designed in the Laboratory of Ge-

nomic Research, Research Institute for Genetic 

and Molecular Epidemiology. Primers and 

probes were designed (http://primer3.ut.ee/) 

using the Primer3 online program [25], and 

then synthesized by the Syntol company (Mos-

cow, Russia). The 2 flanking primers such as 

forward 5′- ATATACCATGAGGGGGTT-

GGA -3′ and reverse 5′- GAGGAGCTGGAG-

GAGCGTAT-3′ and also allele-specific 

probes T-5′-FAM-CCTTTCCCAGAACACA-

RTQ1-3′ and 5′-ROX-CCTTTCCTA-

GAACACA-BHQ2-3′ were used for genotyp-

ing of the polymorphism. A real-time PCR was 

done in a 25-mL reaction mixture containing 

1.5 U of Hot Start Taq DNA polymerase (Bi-

olabmix, Novosibirsk, Russia), about 1 μg of 

DNA, 0.25 μM each primer, 250 μM dNTPs, 

3.0 mM MgCl2, 1xPCR buffer [67 mM Tris-

HCl, pH 8.8, 16.6 mM (NH4)2SO4, 0.01% 

Tween-20]. The amplification reaction con-

sisted of an initial denaturation for 10 minutes 

at 95°C, followed by 39 cycles of 92°C for 30 

seconds and 58°C for 1 minute. Figure 1 shows 

allelic discrimination plot for SNP rs2900262 

C9orf16 assay designed for this study. The plot 

shows clear separation between the signals de-

rived from allele 1 (rs2900262-C, FAM fluo-

rescent dye) or allele 2 rs2900262-T, ROX flu-

orescent dye). Genotypes CC, CT, and TT are 

shown as circles, triangles and squares, respec-

tively. Primer sequences used for genotyping 

are available upon request. To ensure quality 

control, 10% of DNA samples were genotyped 

in duplicates blinded to the case-control status. 

The concordance rate was >99%. 

 

https://snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/selegene.html
https://snpinfo.niehs.nih.gov/snpinfo/selegene.html
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
http://rsnp.psych.ac.cn/index.do
http://regulome.stanford.edu/
https://www.ensembl.org/
http://primer3.ut.ee/
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Fig. 1. Allelic discrimination plot for SNP rs2900262 C9orf16 assay designed for this study. 

 

Allele and genotype frequencies in the 

case and control groups were counted and 

compared by the Fisher exact test to identify 

significant departures from Hardy–Weinberg 

equilibrium. Genotype frequencies in the study 

groups and their associations with disease risk 

were analyzed using the SNPStats software 

(https://www.snpstats.net/start.htm) [26]. For 

the analysis of associations of genotypes, dom-

inant, recessive, and additive models were con-

sidered; taking into account the number of 

models of associations, a correction for multi-

ple testing was applied using Benjamini-Hog-

berg false-discovery rate approach. 

Multiple logistic regression analysis was 

performed to evaluate the associations of 

rs2900262 C9orf16 genotypes with the risk of 

ischemic events. Continuous variables were 

analyzed for normal distribution by the Kol-

mogorov–Smirnov test. Linear regression 

analysis was used to evaluate the association 

between rs4644832 and age of ischemic 

events, which was previously transformed to a 

normal variable through the procedure of in-

verse transformation of ranks. All associations 

were adjusted for age, gender and smoking  

status.  

The following bioinformatics recourses 

were used for analysis of regulatory potential 

of rs2900262 C9orf16: 

- The rSNPBase tool 

(http://rsnp.psych.ac.cn/index.do) was used to 

evaluate the effect of SNPs on proximal tran-

scriptional regulation, distal transcriptional 

regulation, RNA-binding protein-mediated 

regulation, and miRNA-mediated regulation 

(accessed on 7 May 2022) [27]. 

- RegulomeDB (Version 1.1) (http://reg-

ulome.stanford.edu/) was used to estimate the 

regulatory coefficient of SNP (accessed on 7 

May 2022) [28]. 

- GTExportal (http://www.gtexportal.org/) 

was used to analyze the expression levels of the 

studied genes in brain, whole blood, and blood 

vessels, as well as to analyze the binding of SNPs 

to quantitative expression trait loci (eQTLs) (ac-

cessed on 7 May 2022) [29]. 

- Additionally, to analyze the binding of 

rs2900262 C9orf16 to quantitative expression 

trait loci (eQTL) in peripheral blood, the 

eQTLGen resource was used 

(https://www.eqtlgen.org/) (accessed on 7 May 

2022) [30].  
- Bioinformatics resource HaploReg 

(v4.1) (http://archive.broadinstitute.org/mam-
mals/haploreg/haploreg.php) was used to as-
sess the association of rs2900262 C9orf16 with 
histone modifications marking promoters and 
enhancers: mono-methylation at the 4th lysine 
residue of the histone H3 protein (H3K4me1), 

http://regulome.stanford.edu/
http://regulome.stanford.edu/
http://www.gtexportal.org/
https://www.eqtlgen.org/
http://archive.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
http://archive.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
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tri-methylation at the 4th lysine residue of the 
histone H3 protein (H3K4me3), the acetylation 
at the 9th lysine residues of the histone H3 pro-
tein (H3K9ac), acetylation of the lysine residues 
at N-terminal position 27 of the histone H3 pro-
tein (H3K27ac). This resource has also been 
used to analyze the localization of SNPs in re-
gions of DNase hypersensitivity, regions of reg-
ulatory motifs, and sites binding with regulatory 
proteins (accessed on 7 May 2022) [31]. 

- To assess the effect of rs2900262 
C9orf16 on the binding of transcription factors 
(TFs) to DNA, depending on the carriage of the 
reference/alternative alleles, the atSNP Func-
tion Prediction online tool was used 
(http://atsnp.biostat.wisc.edu/search; accessed 
on 14 May 2022) [32]. TFs were included in 
the analysis only under the condition of a high 
and very high degree of influence of SNP on 
the interaction of TFs with DNA, calculated on 
the basis of a positional weight matrix. The 
subsequent analysis of the possible joint par-
ticipation of TFs associated with the refer-
ence/SNP alleles in common biological pro-
cesses directly related to the pathogenesis of IS 
was carried out using the Enrichr online tool 
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/) [33]. Bio-
logical functions controlled by transcription 
factors associated with SNP rs2900262 
C9orf16 were used as functional groups (ac-
cessed on 14 May 2022). The level of signifi-
cance of gene ontologies, taking into account 

multiple tests, was assessed by the Benjamini–
Hochberg method (False Discovery Rate) [34].  

- For bioinformatics analysis of interac-
tions between the C9orf16 gene and cigarette 
smoke components, the Comparative Toxi-
cogenomics Database resource (CTD) availa-
ble online, was used (http://ctdbase.org) (ac-
cessed on 16 May 2022) [35]. CTD provides 
the ability to analyze specific interactions be-
tween genes and chemicals in vertebrates and 
invertebrates based on data obtained from pub-
lished scientific studies worldwide. This tool 
was used to analyze binary interactions involv-
ing one chemical and one gene/protein. 

The Cerebrovascular Disease 
Knowledge Portal (CDKP) (https://cd.huge-
amp.org/) was used for  bioinformatic analyze 
of the associations of rs2900262 C9orf16 with 
atherosclerosis-associated diseases, intermedi-
ate phenotypes, and risk factors for ischemic 
stroke (such as blood pressure, the level of tri-
glycerides, the level of  low density lipopro-
teins, etc.) (accessed on 18 May 2022) [36].  

Results and discussion. The allele fre-
quencies in the study patients according to the 
data published in the 1000 Genomes Project, 
Phase 3 (http://www.ensembl.org (accessed on 
30 May 2022)) were comparable with those re-
ported in following European populations: 
British in England and Scotland (GBR), Ibe-
rian populations in Spain (IBS), Toscani in It-
aly (TSI) (Table 2).  

Table 2 

Comparative analysis of allele frequencies between the population investigated 

 in the present study and other European populations 

Population Minor allele Present study (control)  European populations 2 P-level 

CEU T 0.038 0.071 4.94 0.03 

FIN T 0.038 0.076 6.53 0.01 

GBR T 0.038 0.060 2.19 0.14 

IBS T 0.038 0.047 0.38 0.54 

TSI T 0.038 0.033 0.16 0.69 

Note: Data on the frequency of the minor allele in European populations were obtained using the Ensembl genome 

browser (https://www.ensembl.org/index.html); statistically significant differences in the frequency of the minor allele 

are indicated in bold 
 

The genotype frequencies of rs2900262 

C9orf16 in study groups are presented in Table 3. 

The distribution of genotypes frequencies cor-

responded to the Hardy-Weinberg equilibrium 

both in the group of patients and in the control 

group (P>0.05). 

Analysis of the general group of pa-

tients/controls did not show an association of 

rs2900262 C9orf16 with the risk of IS (Table 3). 

http://atsnp.biostat.wisc.edu/search
https://maayanlab.cloud/Enrichr/
http://ctdbase.org/
https://cd.hugeamp.org/
https://cd.hugeamp.org/
http://www.ensembl.org/
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Table 3 

Genetic models of associations of rs2900262 C9orf16 with the risk of ischemic stroke 

M1 Genotypes 
Controls 

(N=1140) 
Patients (N=897) 

corOR 

(95% CI)2 
Padj3 PFDR 

D 
C/C 1054 (92.5%) 817 (91.1%) 1.00 

0.33 0.44 
C/T-T/T 86 (7.5%) 80 (8.9%) 1.18 (0.84-1.66) 

R 
C/C-C/T 1139 (99.9%) 895 (99.8%) 1.00 

0.44 0.44 
T/T 1 (0.1%) 2 (0.2%) 2.52 (0.22-28.50) 

A - --- --- 1.19 (0.86-1.65) 0.29 0.44 

Note: 1 – genetic models of associations of genotypes: D – dominant; R – recessive; A-additive; 2 – odds ratio and 95% 

confidence interval adjusted by sex, age, smoking; 3-P – level adjusted by sex, age, smoking; PFDR – P-level, after the 

correction on the number of models (calculated by the Benjamini-Hochberg method); All calculations were performed 

relative to the minor allele T; Statistically significant differences are marked in bold. 

 

Due to a possible sex dimorphism in the 

associations of genetic variants with the risk of 

IS, an analysis of the relationship of rs2900262 

C9orf16 with the development of IS separately 

in males and females was carried out. It turned 

out that this genetic variant does not affect the 

risk of the disease in males. As shown in Table 

4, SNP rs2900262 C9orf16 was found to be as-

sociated with a increased risk of IS in females. 

In particular, according to the dominant model, 

genotypes C/T-T/T was associated with an in-

creased risk of IS (corOR=1.74, 95%CI 1.07–

2.82, Padj=0.025, PFDR=0.042). According to 

the additive model, the rs2900262 genotypes 

were also associated with an increased risk of 

IS (corOR=1.69, 95%CI 1.06–2.71, 

Padj=0.028, PFDR=0.042). 

 

Table 4 

Sex-specific associations of rs2900262 C9orf16 with the development of ischemic stroke 
Males 

M1 Genotypes 
Controls 

(N=508) 
Patients (N=498) 

corOR 

(95% CI)2 
Padj3 PFDR4 

D C/C 461 (90.8%) 457 (91.8%) 1.00 
0.57 0.65 

C/T-T/T 47 (9.2%) 41 (8.2%) 0.88 (0.57-1.36) 

R 
C/C-C/T 508 (100%) 497 (99.8%) 1.00 

0.24 0.65 
T/T 0 (0%) 1 (0.2%) NA (0.00-NA) 

A - - - 0.91 (0.59-1.39) 0.65 0.65 

Females 

M1 Genotypes 
Controls 

(N=632) 
Patients (N=399) 

corOR 

(95% CI)2 
P3 PFDR 

D C/C 593 (93.8%) 360 (90.2%) 1.00 
0.025 0.042 

C/T-T/T 39 (6.2%) 39 (9.8%) 1.74 (1.07-2.82) 

R 
C/C-C/T 631 (99.8%) 398 (99.8%) 1.00 

0.83 0.83 
T/T 1 (0.2%) 1 (0.2%) 1.40 (0.06-32.79) 

A - - - 1.69 (1.06-2.71) 0.028 0.042 

Note: 1 – genetic models of associations of genotypes: D – dominant; R – recessive; A-additive; 2 – odds ratio and 95% 

confidence interval adjusted by age, smoking; 3-P – level adjusted by age, smoking; PFDR – P-level, after the correction 

on the number of models (calculated by the Benjamini-Hochberg method); All calculations were performed relative to 

the minor allele T; Statistically significant differences are marked in bold. 

 

The analysis of associations of 

rs2900262 C9orf16 with of IS risk depending 

on the smoking status revealed that this genetic 

variant is associated with an increased risk of 

IS exclusively in smoking individuals accord-

ing to the dominant model (OR=1.92, 95%CI 

1.09–3.37, Padj=0.019, PFDR=0.042). Analysis 

of the log-additive model also revealed the as-

sociation of rs2900262 C9ORF16 with the in-

creased risk of IS in smokers (OR=1.79, 

95%CI 1.04–3.08, Padj=0.028, PFDR=0.042) 

(Table 5). 
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Table 5 

The effect of smoking on the association of rs2900262 C9orf16  

with the risk of ischemic stroke 
Non-smokers 

M1 Genotypes 
Controls 

(N=832) 
Patients (N=455) 

OR 

(95% CI)2 
Padj3 PFDR 

D 
C/C 764 (91.8%) 422 (92.8%) 1.00 

0.56 0.66 
C/T-T/T 68 (8.2%) 33 (7.2%) 0.88 (0.57-1.35) 

R 
C/C-C/T 832 (100%) 454 (99.8%) 1.00 

0.15 0.45 
T/T 0 (0%) 1 (0.2%) NA (0.00-NA) 

A - - - 0.91 (0.59-1.39) 0.66 0.66 

Smokers 

M1 Genotypes 
Controls 

(N=308) 
Patients (N=442) 

OR 

(95% CI)2 
P3 PFDR 

D 
C/C 290 (94.2%) 395 (89.4%) 1.00 

0.019 0.042 
C/T-T/T 18 (5.8%) 47 (10.6%) 1.92 (1.09-3.37) 

R 
C/C-C/T 307 (99.7%) 441 (99.8%) 1.00 

0.8 0.8 
T/T 1 (0.3%) 1 (0.2%) 0.70 (0.04-11.17) 

A - - - 1.79 (1.04-3.08) 0.028 0.042 

 

Note: 1 – genetic models of associations of genotypes: D – dominant; R – recessive; A-additive; 2 – odds ratio and 95% 

confidence interval adjusted by sex, age; 3-P – level adjusted by sex, age; PFDR – P-level, after the correction on the 

number of models (calculated by the Benjamini-Hochberg method); All calculations were performed relative to the minor 

allele T; Statistically significant differences are marked in bold. 

 

Analysis of the effects of rs2900262 

C9orf16 on clinical manifestations of IS re-

vealed that in carriers of genotypes C/T-T/T, 

ischemic stroke manifests on average 2 years 

earlier than in those of genotype C/C (Reces-

sive model: Padj=0.017; Difference= -1.98, 

95% CI=-3.61 – -0.36, Padj= 0.017, 

PFDR=0.026). According to the additive model, 

rs2900262 C9ORF16 is also associated with a 

decrease in the age of manifestation of IS (Dif-

ference= -1.82, 95% CI=-3.38 – -0.26, Padj= 

0.015, PFDR=0.026) (Table 6). 

Table 6 

Analysis of the impact of rs2900262 C9orf16 on the age of ischemic stroke manifestation 

 
M1 Genotypes N Response mean (s.e.) Difference (95% CI) Padj PFDR 

D 
C/C 792 61.63 (0.4) 0.00 

0.017 0.026 
C/T-T/T 78 59.53 (1.12) -1.98 (-3.61 – -0.36) 

R 
C/C-C/T 868 61.45 (0.37) 0.00 

0.9 0.9 
T/T 2 60 (19) 0.59 (-9.11 – 10.29) 

A - --- --- -1.82 (-3.38 – -0.26) 0.015 0.026 

 

Note: 1 – genetic models of associations of genotypes: D – dominant; R – recessive; A – additive; Padj – P-level adjusted 

by sex, age, smoking; PFDR
 – P-level, after the correction on the number of models (calculated by the Benjamini-Hochberg 

method); All calculations were performed relative to the minor allele T; Statistically significant differences are marked 

in bold. 

 

The C9orf16 gene is expressed in brain 

tissues, blood vessels, and whole blood 

(Figure 2). In brain tissues, MeTPM varies 

from 50.20 to 172.2; in blood vessels – from 

64.62 to 79.12; in whole blood MeTPM=50.32 

(Fig. 2). 
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Fig. 2. Level of the expression of the C9orf16 gene in brain, whole blood,  

and vessels (https://gtexportal.org) 

 

C9orf16 (also known as BBLN), a gene 

with unknown functions, has not been investi-

gated for the risk of IS. However, in a previous 

study, a change in the expression of this gene in 

the blood of patients with Parkinson's Disease 

was found, which indicates a possible significant 

role of this gene in neuroprotection [37]. 

Due to the fact that the use of PubMed 

and Google Scholar search resources did not 

allow us to detect studies aimed at studying the 

associations of the studied Tag SNP rs2900262 

C9orf16 with the development of IS, we used 

the bioinformatic resource Cardiovascular Dis-

ease Knowledge Portal to interpret the pheno-

typic effects of this genetic variant (CVDKP), 

(https://cvd.hugeamp.org), which combine and 

analyze the results of genetic associations of 

the largest consortia for the study of cardio- 

and cerebrovascular diseases, as well as their 

intermediate phenotypes. It was found that the 

protective C allele is associated with a decrease 

in BMI, Body fat percentage, Systolic blood 

pressure, Diastolic blood pressure, Mean arte-

rial pressure, Pulse pressure, Creatine kinase. 

At the same time, this allele is associated with 

an increase in levels of HDL cholesterol и  

AF-SNP hypertension interaction (Table 7).  

Table 7 

Results of aggregated analyzes of associations between Tag SNP rs2900262 C9orf16 cardiovas-

cular diseases and their and their intermediate phenotypes (https://cvd.hugeamp.org/)     

N SNP  Phenotype P-Value Beta (OR) 
Sample 

Size 

1.  

rs2900262 

C9orf16 (T/C) 

BMI 6.38×10-5 Beta▼-0.0122 3 133 750 

2.  Systolic blood pressure 5.44×10-4 Beta▼-0.0102 1 269 390 

3.  Pulse pressure 0.001 Beta▼-0.0097 858 587 

4.  Creatine kinase 0.008 Beta▼-0.0122 111 424 

5.  HDL cholesterol 0.02 Beta▲0.0052 1 726 890 

6.  Diastolic blood pressure 0.02 Beta▼-0.0079 1 282 710 

7.  Mean arterial pressure 0.03 Beta▼-0.0086 136 482 

8.  AF-SNP hypertension interaction 0.04 OR▲1.2460 20 050 

9.  Body fat percentage 0.047 Beta▼-0.0800 26 639 

Note: Data obtained using the bioinformatic resource Cardiovascular Disease Knowledge Portal (https://cvd.huge-

amp.org/); All presented calculations were performed with respect to the C allele. 

https://gtexportal.org/
https://cvd.hugeamp.org)/
https://cvd.hugeamp.org/
https://cvd.hugeamp.org/
https://cvd.hugeamp.org/
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Thus, this genetic variant may play an 
important role in the regulation of blood pres-
sure, lipid metabolism, and may also influence 
the association of SNPs with the development 
of atrial fibrillation. Taking into account that 
atrial fibrillation acts as a significant risk factor 
for ischemic stroke of cardioembolic type, the 
influence of rs2900262 C9orf16 on the risk of 
IS may include a range of molecular mecha-
nisms involved in various links in the patho-
genesis of the disease.   

Bioinformatic analysis was additionally 
performed to interpret the functional effects of 
rs2900262 C9orf16. The use of the GTEx Portal 

resource and the eQTL Calculator search query 
showed that the C allele (with a protective effect 
on the risk of IS development established in our 
study) affects an increase in gene expression in 
blood vessels. At the same time, the C allele is 
characterized by multidirectional effects relative 
to the effect on the level of expression in brain 
tissues: carriers of the C allele showed an in-
crease in the expression of the C9orf16 gene in 
Brain – Caudate (basal ganglia) and Brain – Cer-
ebellum and, conversely, a decrease in gene ex-
pression in Brain – Cortex и Brain – Frontal Cor-
tex (BA9) (Table 8). 

Table 8 
Impact of rs2900262 on C9orf16 expression by cis-eQTL-effects (GTEx Portal data) 

Tissue P-Value NES T-statistic 

Brain – Caudate (basal ganglia) 0.024 0.17 2.03 

Brain – Cerebellum 0.0062 0.22 2.04 
Brain – Cortex 0.018 -0.19 -2.4 

Brain – Frontal Cortex (BA9) 0.037 -0.18 -2.1 
Artery – Tibial 0.00059 0.13 3.05 

Note: effective allele – С 
 

Resource eQTLGen Consortium 
(https://www.eqtlgen.org/cis-eqtls.html) 
showed that the risk allele T affects the de-
crease in expression of gene URM1 (Z-score = 
-10.6884, P =1.15×10-26) and DNM1 (Z-score 
= -4.67, P = 2.9×10-6), as well as an increase in 
gene expression SH3GLB2 (Z-score = 4.44,  
P = 8.8×10-6) и RP11-395P17.3 (Z-score = 
5.78, P = 7.41×10-9) through cis-eQTL effects 
in blood cells. Gene URM1 acts as a ubiquitin-
like protein (UBL) that is covalently conju-
gated via an isopeptide bond to lysine residues 
of target proteins such as MOCS3, ATPBD3, 
CTU2, USP15 and CAS. The thiocarboxylated 
form serves as substrate for conjugation and 
oxidative stress specifically induces the for-
mation of UBL-protein conjugates 
(https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=URM1&key-
words=URM1). DNM1 gene encodes a mem-
ber of the dynamin subfamily of GTP-binding 
proteins. The encoded protein possesses 
unique mechanochemical properties used to tu-
bulate and sever membranes, and is involved 
in clathrin-mediated endocytosis and other ve-
sicular trafficking processes. Actin and other 
cytoskeletal proteins act as binding partners for 
the encoded protein, which can also self-as-
semble leading to stimulation of GTPase  

activity (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=DNM1&key-
words=DNM1). SH3GLB2 is a Protein Coding 
gene.  Enables identical protein binding activ-
ity (https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=SH3GLB2&key-
words=SH3GLB2).  

Subsequent analysis revealed a signifi-
cant effect of rs2900262 C9orf16 on histone 
modifications. According to the HaploReg da-
tabase (v4.1), this genetic variant is located in 
the region of DNA binding to histone H3, char-
acterized by mono-methylation at the 4th ly-
sine residue of the histone H3 protein 
(H3K4me1) and marking enhancers in all brain 
tissues represented by HaploReg (v4.1), pe-
ripheral blood cells, as well as tri-methylation 
at the 4th lysine residue of the histone H3 pro-
tein (H3K4me3) and marking promoters in the 
brain tissues and blood. The effect of this his-
tone mark is enhanced by acetylation of the ly-
sine residues at N-terminal position 27 of the 
histone H3 protein (H3K27ac), marking en-
hancers in peripheral blood cells and all brain 
tissues, as well as the acetylation at the 9th ly-
sine residues of the histone H3 protein 
(H3K9ac), marking promoters in blood cells 
and all brain tissues, except Brain Hippocam-
pus Middle (Table 9). 

  

https://www.eqtlgen.org/cis-eqtls.html
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=URM1&keywords=URM1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=URM1&keywords=URM1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=URM1&keywords=URM1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=DNM1&keywords=DNM1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=DNM1&keywords=DNM1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=DNM1&keywords=DNM1
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SH3GLB2&keywords=SH3GLB2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SH3GLB2&keywords=SH3GLB2
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=SH3GLB2&keywords=SH3GLB2
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Table 9  

Tissue-specific effects of rs2900262 C9orf16 on histone modifications (https://pubs.broadinsti-

tute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) 
Histone marks 

Tissues 
H3K4me1 H3K4me3 H3K27ac H3K9ac 

Brain Hippocampus Middle Enh Pro Enh - 

Brain Substantia Nigra Enh - Enh Pro 

Brain Anterior Caudate Enh - Enh Pro 

Brain Cingulate Gyrus Enh Pro Enh Pro 

Brain Inferior Temporal Lobe Enh Pro Enh Pro 

Brain Angular Gyrus Enh Pro Enh Pro 

Brain_Dorsolateral_Prefrontal_Cortex Enh Pro Enh Pro 

Cells from peripheral blood (any) Enh Pro Enh Pro 

Note: H3K4me1 – mono-methylation at the 4th lysine residue of the histone H3 protein; H3K4me3 – tri-methylation at 

the 4th lysine residue of the histone H3 protein; H3K9ac – the acetylation at the 9th lysine residues of the histone H3 

protein; H3K27ac – acetylation of the lysine residues at N-terminal position 27 of the histone H3 protein; Enh – histone 

modification in the enhancer region; Pro – histone modification at the promoter region. 
Table 10 

Analysis of the impact of rs2900262 C9ORF16  

on the binding of transcription factors with DNA  
Ref/SNP 

allele1 
TF2 

GAIN 

/LOSS3 
Motif4 

P-Value SNP 

impact5 
P-Value Ref6 P-Value SNP7 

T/C NFKB GAIN NFKB_disc2 <1×10-5 4.71×10-6 0.18 

T/C IKZF2 GAIN IKZF2_2 2.09×10-3 1.11×10-2 0.40 

T/C RAD21 GAIN RAD21_disc10 2.28×10-3 1.99×10-2 0.28 

T/C SMC3 GAIN SMC3_disc3 2.53×10-3 3.10×10-2 0.35 

T/C NR3C1 GAIN NR3C1_disc6 3.27×10-3 1.22×10-2 0.14 

T/C HAND1 GAIN HAND1_2 5.87×10-3 1.99×10-2 0.48 

T/C BCL GAIN BCL_disc9 7.63×10-3 4.01×10-2 0.30 

T/C MGA GAIN MGA_3 9.46×10-3 3.52×10-2 0.30 

T/C NANOG GAIN NANOG_1 1.00×10-2 2.40×10-2 0.71 

T/C ZNF410 GAIN ZNF410_1 1.45×10-2 2.67×10-2 0.29 

T/C MZF1_5-13 GAIN MA0057.1 1.50×10-2 4.93×10-2 0.46 

T/C THAP1 GAIN MA0597.1 1.53×10-2 2.31×10-2 0.35 

T/C RFX1 GAIN RFX1_4 1.84×10-2 3.83×10-2 0.40 

T/C SOX2 GAIN SOX2_1 2.02×10-2 9.14×10-3 6.18×10-2 

T/C NR2C2 GAIN MA0504.1 4.40×10-2 4.67×10-2 0.23 

T/C NR1H LOSS NR1H_3 2.37×10-5 0.15 1.09×10-4 

T/C IKZF2 LOSS IKZF2_3 3.91×10-3 0.38 1.10×10-2 

T/C ETS1 LOSS ETS1_2 6.90×10-3 4.20 4.23×10-2 

T8 - 

C9 regulation of leukocyte adhesion to vascular endothelial cell (GO:1904994; Padj=0.02); 

regulation of vasculature development (GO:1901342; Padj=0.02); 

regulation of blood vessel endothelial cell migration (GO:0043535; Padj=0.02); 

positive regulation of defense response (GO:0031349; Padj=0.03); 

regulation of angiogenesis (GO:0045765; Padj=0.045); 

regulation of inflammatory response (GO:0050727; Padj=0.045) 

Note: 1 – reference (Ref) / alternative (SNP) allele; 2 – TF – transcription factor; 3 – TF binding to the reference (GAIN) 

/ alternative (LOSS) allele; 4 – binding sites with high affinity for TF; 5 – p value, statistically confirming the potential 

increase or loss of function of the genomic region with SNP in terms of transcription factor binding; 6 – p-value for 

assessing the binding of TF to the Ref allele; 7 – p-value for assessing the binding of TF to the SNP allele; 8 – biological 

processes in which TFs that bind to the reference allele are jointly involved (data from the Enrichr resource; 

https://maayanlab.cloud/Enrichr/); 9 – biological processes in which TFs that bind to an alternative allele are jointly in-

volved (data from the Enrichr resource; https://maayanlab.cloud/Enrichr/) 
 

https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php
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The analysis of  TFs using atSNP source re-

vealed that TFs binding to the protective allele C, 

are involved in joint regulation of leukocyte ad-

hesion to vascular endothelial cell 

(GO:1904994; Padj=0.02), regulation of vas-

culature development (GO:1901342; 

Padj=0.02), regulation of blood vessel endo-

thelial cell migration (GO:0043535; 

Padj=0.02), positive regulation of defense re-

sponse (GO:0031349; Padj=0.03), regulation 

of angiogenesis (GO:0045765; Padj=0.045), 

regulation of inflammatory response 

(GO:0050727; Padj=0.045) (Table 10). 

It is noteworthy that the association of 

rs2900262 C9orf16 with the risk of IS was 

found in women and was not found in men. 

Previously, Smith et al. showed that C9orf16 

expression may be negatively regulated by es-

tradiol [38]. Thereby decreased expression of 

C9orf16 in T allele carriers may manifest fe-

male-specifically being more impeded in 

women. 

Similarly, in contrast to non-smokers, 

smoking patients were characterized by more 

strong association between mutant allele and 

the risk of ischemic stroke. This finding may 

have the same ground since some tobacco 

components apparently may decrease C9orf16 

expression. Using bioinformatic resourse 

Comparative Toxicogenomics Database we re-

vealed that tobacco smoke and its components 

are able to down-regulate expression of 

C9orf16 as well as up-regulate methylation of 

C9orf16 promoter (Table 11). 

Table 11 

Proven mechanisms of interaction between the gene C9orf16 and cigarette smoke  

(data obtained using a bioinformatics resource Comparative Toxicogenomics Database) 

N Interacting chemical Interactiong References 

1. Tobacco Smoke Pollution 
Tobacco Smoke Pollution results in increased methylation 

of BBLN promoter 
[39] 

2. Tobacco tar 
Tobacco tar results in decreased expression 

of BBLN mRNA 
[40] 

3. Benzo(a)pyrene 
Benzo(a)pyrene results in decreased expression 

of BBLN mRNA 
[41] 

4. Benzo(a)pyrene 
Benzo(a)pyrene results in increased methylation 

of BBLN promoter 
[42] 

 

Considering that an increase in methyl-

ation leads to a decrease in gene expression, 

studies conducted in this direction provide ad-

ditional evidence of the effect of smoking on a 

decrease in the expression of the C9orf16 gene 

and an increase in "risk" effects regarding the 

development of IS in carriers of variant geno-

types C/C-C/T.  

Conclusion. To the best of our 

knowledge, this is the first study that showed 

the association of rs2900262 C9orf16 with the 

risk of IS, sex-specific effect in this associa-

tion, and the trigger effect of smoking on the 

association of this genetic variant with the de-

velopment of the disease. Bioinformatic anal-

ysis revealed a high regulatory potential of 

rs2900262 C9orf16, particular cis-eQTL-me-

diated effects on the regulation of gene expres-

sion in blood, blood vessels and brain, binding 

to transcription factors involved in biological 

processes with significant role in the pathogen-

esis of IS, as well as epigenetic regulation of 

this SNP. Future studies have yet to accumu-

late the data disclosing detailed networks of its 

probable implication in ischemic stroke risk 

and course. 
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Abstract 

Background: Herpesvirus infections are one of the most common human infections that play a spe-

cial role in children with recurrent respiratory infection cohort formation. The immunological status 

of such children is characterized by an imbalance in all links of immunity. The aim of the study: To 

study the immunological status of RRI children and to analyze the association of SNP -330T>G in 

IL2 and -1082G>A in IL10 with the relative and absolute values of the main subpopulations of lym-

phocytes. Materials and methods: In our study, we enrolled 76 children between 10 and 17 years 

old who had acute respiratory infections at least 5 times a year. Flow cytometry was used for lym-

phocyte subpopulations analysis. Polymorphic variants were determined by allele-specific PCR. Re-

sults: In anti-NA EBV IgG and anti-CMV IgG positive children with AA genotype for the -1082G>A 

IL10 polymorphism the average relative number of B-lymphocytes was 9.6%, which is below normal 

values (р=0.01). The average number of B-lymphocytes for heterozygotes was 12.4% (р=0.01). In 

the subgroup children with GG genotype, the average number of B-lymphocytes was 16.7% (р=0.01). 

In children with AA genotype the average level of NK cells was 19.3% (р=0.04). Children with GG 

genotype had lower level of NK cells (10.9%) (р=0.04). Conclusion: Our studies revealed a relation-

ship between the immune status indicators and the genotypes for the -1082G>A IL10 polymorphism 

in anti-NA EBV IgG and anti-CMV IgG positive RRI children group. The -1082AA genotype of the 

IL10 is associated with a decrease in the relative and absolute number of B-lymphocytes, as well as 

with an increase in the relative number of NK cells. RRI children with -1082GG genotype tend to 

increase the relative and absolute number of B-lymphocytes, and to decrease the relative number of 

NK-cells. 

Keywords: Epstein-Barr virus; cytomegalovirus; RRI children; IL10; IL2; В-cell; NK-cell 
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Introduction. Herpesvirus infections 

are one of the most common human infections 

that play a special role in children with recur-

rent respiratory infection cohort formation. 

Children with recurrent respiratory infection 

(RRI) have a higher incidence of acute respir-

atory disease (ARI) than the general popula-

tion of children of the same age group. Accord-

ing to some authors, the category of RRI chil-

dren includes those who have acute respiratory 

infections more than 5 times during the year; 

according to other authors – 8 or more times 

[1, 2, 3]. The practice of classifying children as 

RRI depending on age and disease relapses 

number has become widespread. According to 

this practice the presence of eight or more re-

lapses of infections per year in children under 

three years of age, or six or more cases in chil-

dren over three years of age allows to classify 

children as with RRI [4]. 

The prevalence of Epstein-Barr viral in-

fection and cytomegalovirus infection both in 

the adult population and in children remains 

high not only in Russia, but also worldwide. 

Specific immunoglobulins for the Epstein-Barr 

virus and cytomegalovirus are detected in the 

vast majority of the adult population, in some 

regions this indicator reaches 90% and higher 

[5, 6, 7]. The percentage of children infected 

with the Epstein-Barr virus and cytomegalovi-

rus depends on age, but on average remains 

quite high, about 70% for the Epstein-Barr vi-

rus infection [7, 8]. 

Studies have shown a higher frequency 

and duration of acute respiratory infections, as 

well as their severity when infected with her-

pes viruses, in comparison with uninfected 

children. The immunological status of such 

children is characterized by an imbalance in all 

links of immunity [9, 10]. 

Herpesvirus infections are capable to di-

minish the antiviral immune response of the 

body, namely, they are able to evade T-cell 

recognition or stimulate the mutual destruction 

of T-cytotoxic lymphocytes, induce a decrease 

in their number, including by apoptosis; inhibit 

the action of the complement system, dendritic 

cells, antibodies; disrupt the transcription of in-

terferon-stimulated genes and the presentation 

of viral antigens by HLA-I molecules; cause an 

imbalance of both cellular and humoral im-

munity [11-16]. One of the mechanisms con-

tributing to the human body immune response 

inhibition to the herpes virus penetration is a 

host cytokine profile change due to the viral 

expression of cytokine-like proteins, such as 

IL-10 or IL-6 (EBV, CMV) [6, 17, 18]. 

Cytokines regulate intercellular interac-

tions between human immune system cells 

during the immune response to virus penetra-

tion, including herpes viruses [19]. Allelic var-

iants of cytokine genes determine the level of 

these molecules in human blood, which can af-

fect the body's immune response, the clinical 

course and outcome of the disease, as well as 

the body's resistance to various viruses, includ-

ing herpes viruses [20, 21]. 

IL10 is an immunosuppressive anti-in-

flammatory cytokine produced by activated T 

lymphocytes, including Th2, B lymphocytes, 

and monocyte / macrophage cells [17]. IL10 

suppresses the macrophages, monocytes, and 

dendritic cell`s function, reducing their pro-

duction of pro-inflammatory cytokines, de-

creases the expression of HLA-II genes, and 

indirectly suppresses the activity of T-lympho-

cytes. Although IL10 stimulates the prolifera-

tion and differentiation of B-lymphocytes, its 

overall effect is usually immunosuppressive 

[6, 22, 23, 24]. 

At the same time, the effect of IL-10 in 

the antiviral immune response can be more 

complex and depend on such factors as the 

place of virus penetration and the infectious 

process stage. For example, high plasma levels 

of IL-10 may play a protective role in early re-

sponses to human immunodeficiency virus, but 

persistent expression may contribute to chronic 

infections. In persistent infection, IL10 expres-

sion affects the antigen-presenting ability of 
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dendritic cells and causes T cells depletion and 

inhibition of their functions [17]. 

Promoter region of the IL10 gene has 

several single nucleotide substitutions  

(-592A>C, -819T>C, -1082G>A), which are 

associated with increased expression of this 

cytokine. Homozygotes for the G allele of the 

-1082G>A polymorphism have an increased 

IL10 expression level, heterozygotes have an 

average expression level, and homozygotes for 

the A allele demonstrate a low expression level 

[22, 25]. 

IL2 or T cell growth factor refers to cy-

tokines produced predominantly by Th1, as 

well as by T cytotoxic, NK cells and dendritic 

cells. IL2 stimulates the proliferation and dif-

ferentiation of B and T cells, NK lymphocytes, 

and can promote induced cell death [26]. There 

is one SNP (-330T>G) in the promoter region 

of the IL2 gene. The T allele and the TT geno-

type are associated with increased IL2 produc-

tion and a possible protective effect against 

herpesvirus infections [27, 28]. 

Thus, IL2 and IL10 regulate the intensity 

and duration of the immune response, form the 

characteristics of the immune response and the 

susceptibility to viral infections. SNP -

330T>G in the IL2 gene and -1082G>A in the 

IL10 gene affect the levels of genes transcrip-

tion [29,30,31]. There are no studies concern-

ing the analysis of the association of IL2 and 

IL10 genes genotypes with changes in lympho-

cyte subpopulations in CMV and EBV mix in-

fections. In this regard, the aim of this work 

was to study the immunological status of RRI 

children and to analyze the association of SNP 

-330T>G in the IL2 gene and -1082G>A in the 

IL10 gene with the relative and absolute values 

of the main subpopulations of lymphocytes 

(CD3, CD4, CD8, CD16, CD19). 

Materials and methods. Samples for 

this study were collected at the Child Health 

Center No. 4 and Diagnostic Laboratory 

«Nauka», Rostov-on-Don (Russia). A total of 

76 children, 56% boys and 44% girls, between 

10 and 17 years old who had acute respiratory 

infections at least 5 times a year were enrolled 

in the study. Children with chronic respiratory 

diseases or children who demonstrated immu-

nodeficiency were ruled out. 

All the patients (for patients under 15 

years old, the consent of legal representatives 

was obtained) gave their informed consent to 

the participation in the study, which was ap-

proved by the local Ethical Committee. All 

procedures were in accordance with the Decla-

ration of Helsinki as revised in 2013. 

Whole peripheral blood stabilized with 

K2-EDTA was used for immunological and 

molecular genetic studies. Blood serum was 

obtained for enzyme-linked immunosorbent 

assay. 

IgG to cytomegalovirus and IgG to the 

nuclear antigen NA of the Epstein-Barr virus 

were analyzed by enzyme-linked immuno-

sorbent assay with VektorCMV-IgG and Vec-

torVEB-NA-IgG reagent kits (Vector-Best, 

Russia). Measurement of optical density in the 

wells was performed on a semi-automatic 

ELISA analyzer Infinite F50 (Tecan, Austria) 

at a wavelength of 450 nm. 

Flow cytometry was used for lympho-

cyte subpopulations (B-lymphocytes, T-lym-

phocytes (T-helpers, T-cytotoxic), and NK 

cells) analysis. The analysis was performed on 

the Navios flow cytometer (Beckman Coulter, 

USA) using a mixture of tetraCHROME ™ 

CD45 / CD4 / CD8 / CD3 antibodies (Beck-

man Coulter, USA) and a mixture of tetra-

CHROME ™ CD45 / CD56 / CD19 / CD3 an-

tibodies (Beckman Coulter, USA). 

DNA was isolated from blood cells by 

the thermocoagulation method with the "DNA-

Express-Blood" reagent kit (Lytech, Russia). 

Polymorphic variants -300T>A of the IL2 gene 

and -1082G>A of the IL10 gene were deter-

mined by allele-specific PCR using the SNP-

Express reagent kit (Lytech, Russia). 

Amplification products were separated 

in 2% agarose gel by horizontal electrophore-

sis. The results were visualized using a Gel 

Doc XR + UV transilluminator (Bio-Rad, 

USA). 

Allele and genotype frequencies for the 

studied polymorphisms were calculated using 

free software 

(http://www.husdyr.kvl.dk/htm/kc/popgen/ge-

netik/applets/kitest.htm). Hardy-Weinberg 

equilibrium (HWE) and comparisons among 
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groups were evaluated by the Chi-square (χ2) 

test with a 95% confidence interval.  

Quantitative variables were expressed as 

median and interquartile range or as percent-

age. The interquartile range is indicated as 

25% and 75% percentiles. Comparisons of 

quantitative variables were made using the ap-

propriate non-parametric Mann – Whitney test. 

To conduct a correlation analysis be-

tween genotypes and indicators of the immu-

nological status of RRI children, the Spearman 

correlation coefficient was used. Differences 

were considered statistically significant at a 

significance level of p <0.05. 

Results. Of the 76 RRI children the 

CMV IgG test was positive in 65 (85.5% 

cases). IgG to the NA EBV nuclear antigen 

were detected in 68 (89.54%) cases. At the 

same time, 61 children (80.3%) had both IgG 

to CMV and IgG to the nuclear antigen NA 

EBV, and 4 children (5.3%) did not have both 

tested IgGs (Table 1). 

Table 1 

IgG to cytomegalovirus and / or Epstein-Barr virus detection frequency in RRI children 
IgG Registration frequency, number (% ± m) 

IgG to СMV 65 (85.5±4.04) 

IgG toNA EBV 68 (89.5±3.52) 

IgG to CMV and IgG to NA EBV 61 (80.3±4.56) 

IgG to CMV or IgG to NA EBV 11 (14.5±4.04) 

None 4 (5.3±2.57) 

 

The content of B-lymphocytes, T-lym-

phocytes, NK-cells in RRI children corre-

sponds to the normative parameters of the im-

munogram (Table 2). Immunological study did 

not reveal significant differences in the relative 

and absolute number of B-lymphocytes, T-

lymphocytes (CD4 +, CD8 +), NK-cells be-

tween groups of RRI children (Table 2). 

The genotype distribution of the IL2 

and IL10 gene polymorphisms were in accord-

ance with the Hardy-Weinberg equilibrium in 

all studied groups of children (Table 3). 

Table 2 

Distribution of immune cells in peripheral blood of RRI children`s subgroups 

Parameter 

Normal 

level in 7-17 

age group* 

All children 

(n = 76) 

Anti-NA EBV IgG 

+ Anti-CMV IgG 

positive children 

(n=61) 

Anti-NA EBV IgG 

or Anti-CMV IgG 

positive children 

(n=11) 

Anti-NA EBV IgG 

and Anti-CMV 

IgG negative chil-

dren (n=4) 

CD3+, %, 66-76 71.7 (65.0;76.8) 71.5 (64.5;75.5) 70.5 (65;78.9) 77.7 (73.8;79.1) 

CD3+, 109/л 1.4-2.0 1.64 (1.34;2.19) 1.60 (1.32;2.21) 1.89 (1.28;2.32) 1.68 (1.62;1.75) 

CD19+, % 12-22 12.1 (9.1;15.2) 12.4 (9.4;15.5) 10.2 (4.9;11.6) 14.4 (8.7;18.0) 

CD19+, 

109/л 
0.3-0.5 0.29 (0.17;0.43) 0.30 (0.18;0.43) 0.23 (0.10;0.38) 0.36 (0.19;0.46) 

CD16+, % 9-16 13.1 (8.4;20.2) 12.7 (8.4;20.9) 14.8 (10.9;24.2) 8.3 (7.1;12.1) 

CD4+, % 33-41 39.8 (35.0;45.4) 39.7 (34.9;45.2) 39.1 (32.3;49.1) 40.4 (39.9;48.9) 

CD8+, % 23-29 24.2 (20.4;28.0) 24.3 (20.4;27.7) 22.9 (19.3;25.9) 28.4 (23.3;31.3) 

Note: * – Immunogram interpretation [32] 

 

Relative and absolute number of B-

lymphocytes in the general group of subjects 

and among RRI anti-NA EBV IgG and anti-

CMV IgG positive children was associated 

with -1082G>A IL10 genotype (Table 4). In 

anti-NA EBV IgG and anti-CMV IgG positive 

children with AA genotype the average relative 

number of B-lymphocytes was 9.6%, which is 

below normal values (Fig. 1). Only 35.7% 

blood samples of anti-NA EBV IgG and anti-

CMV IgG positive children with AA genotype 

corresponded to the reference values of B-lym-

phocytes number. At the same time, in hetero-

zygotes for the -1082G>A IL10 gene polymor-

phism, 52.8% of anti-NA EBV IgG and anti-

CMV IgG positive children were characterized 

by normal B-cell levels. The average number 

of B-lymphocytes for heterozygotes was 

12.4% (Fig. 1). In the subgroup anti-NA EBV 

IgG and anti-CMV IgG positive children with 
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GG genotype, the average number of B-lym-

phocytes was 16.7%. Only in this subgroup 

were children with B-cell levels exceeding the 

reference values (Fig. 1). Thus, it was found 

that in anti-NA EBV IgG and anti-CMV IgG 

positive children, the level of B-lymphocytes 

correlates with the genotype for the -1082G>A 

polymorphism of the IL10 gene. 

 

Table 3 

Genotypes and alleles frequency for IL2 and IL10 genes polymorphisms in RRI children with 

IgG to NA EBV and CMV, seronegative children and children only with IgG to NA EBV  

or only IgG to CMV 

 

Genotype, 

allele 

All children 

(n = 76) 

(1) Anti-NA 

EBV IgG + 

Anti-CMV 

IgG positive 

children 

(n=61) 

(2) Anti-NA EBV 

IgG or Anti-CMV 

IgG positive chil-

dren (n=11) 

χ2
1(р) 

(3) Anti-NA 

EBV IgG and 

Anti-CMV IgG 

negative chil-

dren 

(n=4) 

χ2
2(р) χ2

3(р) 

IL10 -1082G>A 

A/A 0.25 (19) 0.229 (14) 0.273 (3) 
1.95 

(0.38) 

0.500 (2) 
1.9 

(0.37) 

4.32 

(0.12) 
A/G 0.59 (45) 0.590 (36) 0.727 (8) 0.250 (1) 

G/G 0.16 (12) 0.181 (11) 0 (0) 0.250 (1) 

РХВ (χ2) 2.87 

(p=0.09) 
2.05 (p=0.15) 

3.59 

(p=0.06) 
 0.87 (p=0.35)   

A 0.546 0.525 0.636 0.94 

(0.33) 

0.625 0.3 

(0.58) 

0 

(0.96) G 0.454 0.475 0.364 0.375 

IL2 -330T>G 

Т/Т 0.39 (30) 0.393 (24) 0.364 (4) 
3.56 

(0.17) 

0.500 (2) 
1.81 

(0.41) 

0.23 

(0.88) 
Т/G 0.49 (37) 0.525 (32) 0.364 (4) 0.250 (1) 

G/G 0.12 (9) 0.082 (5) 0.272 (3) 0.250 (1) 

РХВ (χ2) 0.22 

(p=0.64) 
1.59 (p=0.21) 

0.78 

(p=0.38) 
 0.87 (p=0.35)   

Т 0.638 0.656 0.545 0.98 

(0.32) 

0.625 0.03 

(0.86) 

0.15 

(0.69) G 0.362 0.344 0.455 0.375 

Note: χ2
1  -group 1 compared to 2; χ2

2 – group 1 compared to 3; χ2
3 – group 2 compared to 3. HWE – Hardy-Weinberg 

equilibrium. 

Table 4   

Correlation between immunological status and IL2, IL10 SNP genotypes  

in anti-NA EBV IgG and anti-CMV IgG positive RRI children 

 

Parameter 

All children (n = 76) 

Anti-NA EBV IgG + 

Anti-CMV IgG posi-

tive children (n=61) 

Anti-NA EBV IgG or 

Anti-CMV IgG posi-

tive children (n=11) 

Anti-NA EBV IgG and 

Anti-CMV IgG nega-

tive children (n=4) 

-330T>G 

IL2 

-1082G>A 

IL10 

-330T>G 

IL2 

-1082G>A 

IL10 

-330T>G 

IL2 

-1082G>A 

IL10 

-330T>G 

IL2 

-1082G>A 

IL10 

CD3+, %, 0.01 -0.01 0.02 0.05 0.10 0 -0.63 -0.63 

CD3+, 

109/л 
0.01 0.02 0.05 0.08 -0.16 0.19 -0.94 -0.32 

CD19+, % 
-0.19 

0.28* 

(p=0.01) 
-0.12 

0.41* 

(p=0.01) 
-0.34 0.06 0.32 0.95 

CD19+, 

109/л -0.14 
0.23* 

(p=0.04) 
-0.06 

0.28* 

(p=0.03) 
-0.33 0.06 0.31 0.95 

CD16+, % 
0.13 -0.20 0.08 

-0.28* 

(p=0.04) 
0.33 0.07 0.74 -0.31 

CD4+, % -0.18 0.05 -0.13 0.05 -0.49 -0.03 -0.32 -0.94 

CD8+, % 0.08 -0.04 0.05 -0.002 0.29 0.39 -0.21 0.63 

Note: * – р<0.05  
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Fig. 1. The average relative level of B-lymphocytes in anti-NA EBV IgG  

and anti-CMV IgG positive children with different IL10 -1082G>A genotype.  

Two horizontal lines indicate reference values 

 

In addition, in the group of anti-NA EBV 

IgG and anti-CMV IgG positive RRI children an 

inverse relationship was found between -

1082G>A IL10 polymorphism and the relative 

number of NK cells (p <0.05) (Fig. 2). In chil-

dren with AA genotype the average level of NK 

cells was 19.3% (Fig. 2). In 57.2% of cases the 

relative number of NK cells was higher than the 

reference values, in 21.4% cases children with 

the AA genotype had normal and reduced values 

of NK cells. In heterozygotes the average level 

of NK cells was 15.3%. Children with GG geno-

type had even lower average level of NK cells 

(10.9%) (Fig. 2). At the same time, only in 18.1% 

of cases the relative number of NK cells was 

above reference values (Fig. 2). 

 

 
Fig. 2. The average relative level of NK-cells in anti-NA EBV IgG  

and anti-CMV IgG positive children with different IL10 -1082G>A genotype.  

Two horizontal lines indicate reference values 

 



 
Оригинальная статья 
Original article 

  

Makarova IA, et al. Study of the cytokine genes SNPs association … 299 

 

 

The highest correlation coefficients were 
found for a subgroup of Anti-NA EBV IgG and 
Anti-CMV IgG negative children. However, 
the small size of this subgroup does not allow 
us to speak about the significance of this cor-
relation. Still, there are several facts worth pay-
ing attention to. First, the age of children in this 
subgroup ranged from 11 to 17 years. Sec-
ondly, three out of 4 children are homozygous 
for both studied SNPs of cytokine genes 
(1 child has the -330AA IL2 / -1082GG IL10 
genotype; 2 children have the -330TТ IL2 / -
1082АA IL10 genotype). Further research is re-
quired to investigate the possible relationship 
between the immunological status of RRI ser-
onegative children and their genotype for al-
lelic variants of cytokines genes and other im-
mune system factors. 

Discussion. Persistent viruses, including 

herpes viruses, affect all components of the 

body's immune defense. Herpes viruses disrupt 

the immune cells balance, providing an oppor-

tunity not only to penetrate the human body, 

thereby causing an acute infection, but also 

have passive and active self-defense systems 

that cause long-term latent or chronic infec-

tions. Persistence of herpes viruses is often 

characterized by immune cells imbalance and 

their functional insufficiency [33]. It is known 

that viral IL-10 synthesized by EBV and CMV 

exhibits inhibitory activity identical to human 

IL-10 [17, 34, 35]. However, viral IL-10 lacks 

immunostimulating properties [36, 37]. 

Viruses are eliminated from the human 

body through the mechanism of NK cell acti-

vation [38]. Latent cytomegalovirus and Ep-

stein-Barr viral infections are associated with a 

reduced level of NK cell production, which is 

one of the factors in establishing viral persis-

tence [39,40,41]. In addition, the Epstein-Barr 

viral infection is often characterized by sup-

pression of the T-cell link of immunity, T-lym-

phocytes and T-helpers number decrease, T-

cytotoxic cells increase, as well as an IRI index 

decrease [40]. The data on the immunological 

status of cytomegalovirus infected children are 

contradictory, but there is animbalance in the 

cellular component of immunity. Cytomegalo-

virus infected RRI children significantly differ 

incellular immunity indicators fromRRI chil-

dren without confirmed cytomegalovirus dis-

ease [39]. 

In the framework of our study, the levels 

of T cells, B lymphocytes, and NK cells de-

tected were not specific for Anti-NA EBV IgG 

or Anti-CMV IgG positive RRI children, but 

observed in RRI children, regardless of their 

serological status. We have not revealed any 

strictly specific changes caused by the trans-

ferred cytomegalovirus and Epstein-Barr viral 

infections. 

The relationships between the genetic 

component immune system and the immune 

status of RRI children in connection with CMV 

or EBV infection seem to be insufficiently 

studied. There are very few works devoted to 

this topic, most of them are aimed at studying 

certain aspects of the immune status of chil-

dren with CMV or EBV, without studying the 

genetic component [29, 31]. There are no stud-

ies concerning the analysis of the association 

of IL2 and IL10 genes genotypes with changes 

in lymphocyte subpopulations in CMV and 

EBV mix infections. 

Our studies revealed a certain relation-

ship between the immune status indicators and 

the genotypes for the -1082G>A IL10 gene 

polymorphism in anti-NA EBV IgG and anti-

CMV IgG positive RRI children group. 

IL10 is a key anti-inflammatory cytokine 

produced by activated immune cells. The ef-

fects of IL10 on different immune cells are var-

ied. It inhibits the expression of proinflamma-

tory cytokines by T-helper type 1, NK-cells, 

monocytes, macrophages and dendritic cells 

and inhibits the activation of T-helpers. At the 

same time, IL10 activates the proliferation and 

differentiation of T-cytotoxic, B-lymphocytes 

and antibodies production [6, 22, 23, 24, 42, 

43, 44]. The level of interleukin 10 content, in 

turn, can influence the body's resistance to in-

fection by a number of viruses, including her-

pes viruses, as well as the possibility of devel-

oping latent infection, its chronicity and reac-

tivation [22, 23, 43]. 

Polymorphism -1082G>A (rs 1800896) 

IL10 affects the gene expression level. Thus, 

the GG genotype is associated with increased 
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cytokine production, a more distinct dysregu-

lationin the humoral link of immunity and a de-

crease in the antiviral defense of the body as a 

whole [6, 23, 24, 44]. 

Increased IL10 production can help pre-

vent infection. The explanation for persistent 

seronegativeness in some subjects is the de-

struction of the virus at the onset of infection 

[17, 22, 45, 46]. With a later course of infec-

tion, increased secretion of IL10, in turn, is one 

of the factors in the development of persistence 

and disease chronicity, since an IL10 excess 

leads to a decrease in the body's anti-infective 

defense [23, 43]. 

The RRI children immune status and 

SNP genotypes correlation analysis showed 

that the -1082AA genotype of the IL10 is asso-

ciated with a decrease in the relative and abso-

lute number of B-lymphocytes, as well as with 

an increase in the relative number of NK cells 

in anti-NA EBV IgG and anti-CMV IgG posi-

tive RRI children group. At the same time, RRI 

children with -1082GG genotype tend to in-

crease the relative and absolute number of B-

lymphocytes, and to decrease the relative num-

ber of NK-cells. 

IL10 regulates the survival, proliferation 

and differentiation of B cells (by stimulating 

the expression of hTERT, activating telomer-

ase in B cells, stimulating the differentiation of 

plasma cells due to memory B cells) [17, 35, 

47, 48]. Thus, it can be assumed that the in-

creased production of IL10 in the -1082GG 

genotype may contribute to an increase in the 

total number of B-lymphocytes. 

According to the literature, it is known 

that IL10 promotes the proliferation of NK 

cells and can act as a survival factor for acti-

vated NK cells [17, 49]. At the same time, 

some authors have noted the ability of IL10 to 

suppress the activation of NK cells and their 

production of proinflammatory cytokines, in-

cluding IFNγ [50, 51]. 

It can be assumed that cytokine-like pro-

teins of viral origin, or rather the ratio of con-

centrations and activity of human and viral 

molecules, play a certain role in the spectrum 

formation and level of immune cells in RRI 

children. The correlations we revealed be-

tween the SNP genotype of the IL10, and the 

number of B lymphocytes and NK cells are 

characteristic for the subgroup of children with 

IgG to CMV and NA EBV. These viruses can 

produce cytokine-like compounds that affect 

human immune system functioning. Research-

ers note a short-term effect of CMV IL-10 on 

human NK cells leading to a significant in-

crease in their cytotoxicity [52]. CMV IL-10 

and EBV IL-10 stimulate the survival and pro-

liferation of B-lymphocytes [17, 53]. 

A relative change in the subpopulation 

composition of lymphocytes, namely, a de-

crease in the number of NK cells and a simul-

taneous increase in the number of B lympho-

cytes, can probably contribute to the chronicity 

of the inflammatory process. An imbalance in 

the production of cytokines between Th1 and 

Th2 towards the predominance of Th2 produc-

tion, an increase in the population of B cells, 

and the production of antibodies contributes to 

a shift towards the humoral link of immunity, 

as well as viral persistence and the transition of 

the disease to the chronic stage [6]. In addition, 

the lack of NK cells, as one of the most im-

portant components of the innate defense of the 

body, designed to control the penetration of vi-

ruses, their destruction and elimination from 

the body leads to a decrease in the antiviral de-

fense of the body at the early stages of the de-

velopment of infection [17, 51, 54, 55]. 

Conclusion. The results of the present 

study found no significant difference between 

the -1082G>A IL10 gene polymorphism and 

the -330T>G IL2 gene polymorphism allele 

and genotype frequencies distribution for the 

studied groups of children. However, a corre-

lation has been established between the im-

mune status indicators of Anti-NA EBV IgG 

and Anti-CMV IgG positive RRI children, 

namely, the number of B cells and NK cells, 

and genotypes for the -1082G>A (rs 1800896) 

IL10 polymorphism. The revealed correlations 

require verification, confirmation on large 

samples. It is also necessary to analyze the 

presence of such correlations with the presence 

of antibodies to other infectious agents. 
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Резюме 

Актуальность: В современной медицине пристальное внимание уделяется вопросам сниже-

ния показателей материнской заболеваемости и смертности, в структуру которых значитель-

ный вклад вносят гипертензивные расстройства гестации, в особенности преэклампсия. Слож-

ные патоморфологические механизмы, лежащие в основе этиопатогенеза данного осложнения 

беременности, происходят задолго до манифестации выраженных клинических признаков, что 

затрудняет раннюю диагностику преэклампсии и определяет актуальность поиска новых спе-

цифичных для преэклампсии маркеров, в том числе и генетических. Цель исследования: Оце-

нить ассоциации полиморфных маркеров GWAS-значимых генов-кандидатов АГ с развитием 

преэклампсией тяжелого течения. Материалы и методы: В выборку женщин с умеренным 

течением преэклампсии вошло 145 индивидуумов, а в выборку женщин с тяжелой преэкламп-

сией – 72. Всем обследуемым проведено генотипирование четырех полиморфных локусов 

(rs8068318 TBX2, rs2681472 ATP2B1, rs4387287 OBFC1, rs1799945 HFE). Изучено эмпириче-

ское распределение генотипов и его соответствие теоретически ожидаемому в рамках законо-

мерности Харди-Вайнберга. Проведен логистический регрессионный анализ и изучены ассо-

циации полиморфных локусов с развитием преэклампсии тяжелого и умеренного течения со-

гласно четырем генетическим моделям, с введением поправок на ковариаты. Результаты: 

Установлено, что rs8068318 гена TBX2 ассоциирован с развитием преэклампсии тяжелого те-

чения в рамках аллельной (OR = 0,45; рperm = 0,004), аддитивной (OR = 0,46; рperm = 0,002), 

доминантной (OR = 0,42; рperm = 0,005) и рецессивной (OR = 0,22; рperm = 0,04) генетических 

моделей. Полиморфный локус rs8068318 гена TBX2 локализован в области гиперчувствитель-

ности к ДНКазе, регионе регуляторных мотивов ДНК к четырем факторам транскрипции, об-

ласти гистоновых меток, маркирующих энхансеры и промоторы в различных органах и тка-

нях, отрицательно регулирует экспрессию гена TBX2-AS1 в жировой ткани и головном мозге, 

гена TBX2 в щитовидной железе, и ассоциирован с уровнем альтернативного сплайсинга генов 

TBX2-AS1 и RP11-332H18.5 в различных тканях. Заключение: Полиморфный маркер 

rs8068318 гена TBX2 ассоциирован с развитием преэклампсии тяжелого течения у населения 

Центрального Черноземья РФ. 

Ключевые слова: преэклампсия; полиморфный локус; TBX2; GWAS 
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Abstract 

Background: In modern medicine, close attention is paid to the issues of reducing maternal morbid-

ity and mortality, to the structure of which hypertensive disorders of gestation, especially preeclamp-

sia, make a significant contribution. The complex pathomorphological mechanisms underlying the 

etiopathogenesis of this pregnancy complication occur long before the manifestation of pronounced 

clinical signs, which complicates the early diagnosis of preeclampsia and determines the relevance 

of the search for new preeclampsia-specific markers, including genetic ones. The aim of the study: 

To evaluate the associations of polymorphic markers of GWAS-significant candidate genes of hyper-

tension with the development of severe preeclampsia. Materials and methods: The sample of 

women with moderate preeclampsia included 145 individuals, and the sample of women with severe 

preeclampsia included 72 patients. All subjects underwent genotyping of four polymorphic loci 

(rs8068318 TBX2, rs2681472 ATP2B1, rs4387287 OBFC1, rs1799945 HFE). The empirical distri-

bution of genotypes and its correspondence to the theoretically expected one within the framework 

of the Hardy-Weinberg regularity are studied. Logistic regression analysis was carried out and asso-

ciations of polymorphic loci with the development of severe and moderate preeclampsia were studied 

according to four genetic models, with the introduction of corrections for covariates. Results: It was 

found that rs8068318 of the TBX2 gene is associated with the development of severe preeclampsia in 

the framework of allelic (OR = 0.45; рperm = 0.004), additive (OR = 0.46; рperm = 0.002), dominant 

(OR = 0.42; рperm = 0.005) and recessive (OR = 0.22; рperm = 0.04) genetic models. The polymorphic 

locus rs8068318 of the TBX2 gene is localized in the region of hypersensitivity to DNase, the region 

of DNA regulatory motifs to four transcription factors, the region of histone tags marking enhancers 

and promoters in various organs and tissues, negatively regulates the expression of the TBX2-AS1 

gene in adipose tissue and brain, the TBX2 gene in the thyroid gland, and is associated with the level 

of alternative splicing of TBX2-AS1 and RP11-332H18.5 genes in various tissues. Conclusion: The 

rs8068318 polymorphic marker of the TBX2 gene is associated with the development of severe 

preeclampsia in the population of the Central Chernozem region of the Russian Federation. 

Keywords: preeclampsia; polymorphic locus; TBX2; GWAS 
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Введение. В настоящее время, во-

просы репродуктивного здоровья населе-

ния и факторов, его определяющих, рас-

сматриваются как одни из наиболее значи-

мых для современного населения [1]. Осо-

бое внимание уделяют показателям мате-

ринской и перинатальной смертности, как 

ключевым параметрам, по которым отобра-

жается экономическое и социальное благо-

получие населения отдельных стран. Ги-

пертензивные расстройства беременности 

осложняют течение гестации в 5-15% всех 

случаев и ежегодно занимают лидирующие 

позиции среди причин материнской заболе-

ваемости и смертности [2]. Особое место в 

данной группе заболеваний занимает пре-

https://orcid.org/0000-0002-1406-2515
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эклампсия (ПЭ), как наиболее опасное и не-

предсказуемое осложнение беременности, 

поскольку патоморфологические процессы, 

лежащие в основе патогенеза ПЭ, происхо-

дят задолго до манифестации выраженных 

клинических признаков данного осложне-

ния гестации [3].  
Принципиальное значение в клиниче-

ской практике для определения прогноза и 
тактики ведения данной беременности 
имеет разделение ПЭ на два фенотипа: с 
ранним началом (до 34 недели гестации) и 
с поздним – после 34 недели гестации [4, 5]. 
Нарушение инвазии вневорсинчатого цито-
трофобласта и неполноценное ремоделиро-
вание спиральных маточных артерий при-
водит к патоморфологическим изменениям 
маточно-плацентарного кровотока и ран-
ней манифестации ПЭ, в основном, тяже-
лого течения [6]. Развитие поздней ПЭ обу-
словлено, преимущественно, наличием осо-
бенностей функционирования сердечно-со-
судистой системы и гемодинамики матери 
и сопровождается умеренным течением [7]. 
Тяжелое течение ПЭ сопряжено с более вы-
сокими рисками развития неблагоприятных 
последствий. Так у 42 % женщин с тяжелым 
течением ПЭ в течение года после родораз-
решения сохраняется стойкая артериальная 
гипертензия (АГ), а в отдаленном будущем 
риск развития сердечно-сосудистых забо-
леваний более чем в 10 раз выше в сравне-
нии с поздним формированием ПЭ умерен-
ного течения [4, 8]. Однако, не смотря на 
различные молекулярные механизмы, ле-
жащие в основе патогенеза этих фенотипов, 
дифференцировать между собой два типа 
ПЭ только на основе определения биохими-
ческих параметров не представляется воз-
можным, что предопределяет актуальность 
поиска новых специфичных для тяжелого 
течения ПЭ маркеров [4, 9].  

Не вызывает сомнений роль наслед-

ственной предрасположенности как осново-

полагающего фактора риска. Согласно лите-

ратурным данным, вклад генетических де-

терминант в формирование ПЭ составляет 

более 50%, среди которых доминирующая 

роль отводится материнскому геному – бо-

лее 35% [10]. Многими научными коллек-

тивами изучается вклад различных групп 

генов-кандидатов, биологические про-

дукты которых вовлечены в патогенез дан-

ного осложнения гестации [11]. Широко 

проводятся репликативные исследования 

однонуклеотидных полиморфных вариан-

тов различных генов, показавших значимые 

ассоциации с заболеваниями, имеющие с 

ПЭ единые биологические механизмы раз-

вития [12]. Особую нишу среди данных ра-

бот занимают репликативные исследования 

GWAS-значимых полиморфных локусов, 

ассоциированных с формированием АГ, 

как одного из «ключевых» клинических 

симптомов ПЭ [13, 14]. Однако, стоит отме-

тить, что полученные данные зачастую 

неоднозначны и имеют низкую воспроизво-

димость в выборках с иными этно-террито-

риальными характеристиками, в том числе, 

и на территории России, что обуславливает 

актуальность продолжения изучения моле-

кулярно-генетических основ ПЭ [15]. 

Цель исследования. Оценить ассоци-
ации полиморфных маркеров GWAS-зна-
чимых генов-кандидатов АГ с развитием 
ПЭ тяжелого течения у населения Цен-
трального Черноземья РФ. 

Материалы и методы исследова-

ния. Обследовано 217 женщин с ПЭ, не 
имеющих между собой родственных связей 
(средний возраст составил 26,52±5,51 лет). 
В выборки для данной работы включались 
женщины русского этноса, родившиеся и 
проживающие на территории Централь-
ного Черноземья России и давшие добро-
вольное согласие на участие в исследова-
нии. Критерии исключения установлены 
следующие: диагностированные заболева-
ния матки (фибромиома матки, аномалии 
развития внутренних половых органов), 
иная патология гестации (резус-конфликт, 
аномалии прикрепления и расположения 
плаценты, плацентарная недостаточность с 
синдромом задержки роста плода), врож-
денные пороки развития плода, многоплод-
ная беременность. В выборку женщин с ПЭ 
умеренного течения вошло 145 лиц, а в вы-
борку женщин, у которых отмечались кли-
нические признаки тяжелого течения ПЭ – 
72 индивидуума. Диагноз ПЭ устанавли-
вался при регистрации артериальной гипер-
тензии при двукратном измерении на одной 
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руке с интервалом не менее 15 минут, и 
протеинурии. Верификация диагноза ПЭ 
тяжелого течения осуществлялась при ре-
гистрации тяжелой АГ (ДАД≥110 мм рт. ст. 
и/или САД≥160 мм рт. ст.) и суточной про-
теинурии более 5 г/л в сочетании с одним 
или более критериев тяжелой ПЭ, указан-
ным в клинических рекомендациях «Гипер-
тензивные расстройства во время беремен-
ности, в родах и послеродовом периоде. 
Преэклампсия. Эклампсия» (2016). При ис-
ключении же данных признаков тяжелой ПЭ 
и наличии только умеренного повышения 
АД (САД = 140-159 мм рт. ст. и/или ДАД = 
90-109 мм рт. ст.) и протеинурии ≥0,3 г/л – 
устанавливался диагноз ПЭ умеренного те-
чения [16]. Клиническое, клинико-анам-
нестическое и клинико-лабораторное обсле-
дование беременных проводились на базе 
Перинатального центра «Белгородской об-
ластной клинической больницы Святителя 
Иоасафа» под контролем этического коми-
тета медицинского института.  

Молекулярно-генетическое исследо-

вание четырех однонуклеотидных поли-

морфизмов (rs8068318 TBX2, rs2681472 

ATP2B1, rs4387287 OBFC1, rs1799945 HFE) 

осуществлялось стандартным методом 

ПЦР-синтеза с использованием TagMan 

зондов на амплификаторе CFX-96 Real 

Time System (BioRad, США). Выделение ге-

номной ДНК производилось из лейкоцитов 

периферической венозной крови обследуе-

мых женщин методом фенол-хлороформ-

ной экстракции [17]. При помощи спектро-

фотометра Nanodrop 2000 (Thermo 

Scientific) проведено измерение концентра-

ции и оценка качества выделенной ДНК. 

Основанием для включения полиморфных 

вариантов в данное исследование и после-

дующего генотипирования являлось нали-

чие ассоциаций с развитием АГ, которые 

достигли полногеномного уровня значимо-

сти (p≤5×10-8) по данным двух и более 

GWAS-исследований и наличие значимого 

регуляторного потенциала согласно мате-

риалам онлайн-ресурса HaploReg (v.4.1) 

(http://compbio.mit.edu/HaploReg). Выпол-

нен сравнительный анализ эмпирического 

распределения генотипов рассматриваемых 

полиморфных маркеров и его соответствие 

теоретически ожидаемому согласно зако-

номерности Харди-Вайнберга (отклонения 

принимались за статистически значимые 

при p≤0,05). Проведен логистический ре-

грессионный анализ и изучены ассоциации 

полиморфных локусов (rs8068318 TBX2, 

rs2681472 ATP2B1, rs4387287 OBFC1, 

rs1799945 HFE) с развитием ПЭ тяжелого и 

умеренного течения. Тестировались четыре 

генетические модели: аллельная, аддитив-

ная, рецессивная и доминантная [18] с вве-

дением поправок на ковариаты (возраст, 

наследственная отягощенность по ПЭ, ин-

декс массы тела в период, предшествую-

щий наступлению гестации). В рамках ге-

нетического анализа выполнялась коррек-

ция на множественные сравнения с исполь-

зованием адаптивного пермутационного те-

ста (pperm). За статистически значимый при-

нимался уровень pperm <0,05. Для оценки ас-

социативных связей полиморфных вариан-

тов с ПЭ были определены показатели ОR 

(отношение шансов) и 95%CI (95% довери-

тельный интервал для OR) [19]. Вышеука-

занные статистические вычисления произ-

водились в программе PLINK v. 2.050 

(http://zzz.bwh.harvard.edu/plink).  

Для полиморфных вариантов, пока-

завших значимые ассоциации с развитием 

ПЭ тяжелого течения, проведена оценка их 

связи с уровнем транскрипционной актив-

ности (eQTL) и альтернативного сплай-

синга генов (sQTL) [20] согласно данным 

проекта Genotype-Tissue Expression (GTEx) 

(http://www.gtexportal.org/), а эпигенетиче-

ские эффекты рассмотрены с помощью он-

лайн-сервиса HaploReg (v4.1), 

http://archive.broadinstitute.org/mammals/hap

loreg/haploreg.php). 

Результаты и их обсуждение. Прове-

денный популяционно-генетический ана-

лиз наблюдаемого распределения геноти-

пов по изучаемым полиморфным вариан-

там генов-кандидатов АГ (rs8068318 TBX2, 

rs2681472 ATP2B1, rs4387287 OBFC1, 

rs1799945 HFE) показал его соответствие 

ожидаемому распределению согласно зако-

номерности Харди–Вайнберга. 
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Выявлена ассоциативная связь поли-

морфного локуса rs8068318 гена TBX2 с раз-

витием ПЭ тяжелого течения. Согласно по-

лученным в работе данным, аллель  

(OR = 2,19; 95CI = 1,30-3,73; p = 0,003) и ге-

нотип ТТ (OR = 2,34; 95CI = 1,23-4,46;  

p = 0,008) rs8068318 гена TBX2 ассоциирован 

с увеличением риска развития ПЭ тяжелого 

течения, а минорный аллель С и генотип СС 

выступает в роли «протективного» фактора 

согласно всем четырем тестируемым генети-

ческим моделям: аллельной (OR = 0,45; 95% 

CI 0,27-0,74; p = 0,0015; рperm = 0,004), адди-

тивной (OR = 0,46; 95% CI 0,27-0,75; p = 

0,0024; рperm = 0,002), доминантной (OR = 

0,42; 95% CI 0,23-0,77; p = 0,005; рperm = 0,005) 

и рецессивной (OR = 0,22; 95% CI 0,05-0,98; 

p = 0,047; рperm = 0,04) (Таблица). 

 

Таблица (начало) 

Ассоциации GWAS-значимых полиморфных локусов генов-кандидатов артериальной 

гипертензии с развитием ПЭ тяжелого течения 

Beginning of Table  

Associations of GWAS-significant polymorphic loci of candidate genes  

for arterial hypertension with the development of severe PE 

  

Л
о

к
у

сы
 

(г
ен

) 

Аллели, генотипы 

ПЭ тяжелого те-

чения 

(n=72) 

% (n) 

ПЭ умеренного 

течения 

(n=145) 

% (n) 

OR (95%CI) p 

rs
2

6
8

1
4
7

2
 (

A
T

P
2

B
1

) 

G  18,06% (26) 14,14% (41) 1,33 (0,75-2,36) 
0,35 

A 81,94% (118) 85,86% (249) 0,74 (0,42-1,32) 

GG  3,26% (2) 2,00% (4) 1,00 (0,12-6,59) 1,00 

AG 29,59% (22) 24,28% (34) 1,43 (0,72-2,83) 0,33 

AA 67,15% (48) 73,72% (107) 0,71 (0,36-1,37) 0,35 

Ho/He 

(PHWE) 
0,30/0,29 (1,00) 

0,23/0,24 

(0,49) 
  

Минорный аллель G 

(аллельная модель) 
  1,32 (0,77-2,27) 0,30 

A/A vs. A/G vs. G/G 

(аддитивная модель) 
  1,38 (0,77-2,24) 0,31 

G/G + A/G vs. A/A 

 (доминантная модель) 
  1,44 (0,78-2,67) 0,24 

G/G vs. A/G + A/A 

 (рецессивная модель) 
  1,00 (0,18-5,59) 1,00 

rs
8

0
6

8
3
1

8
 (

T
B

X
2

) 

C 18,38% (25) 33,10% (96) 0,45 (0,26-0,76) 
0,003 

T 81,62% (111) 66,90% (194) 2,19 (1,30-3,73) 

CC 3,38% (2) 10,96% (17) 0,22 (0,03-1,07) 0,06 

CT 30,01% (21) 44,29 (62) 0,59 (0,31-1,14) 0,13 

TT 66,61% (45) 44,75% (66) 2,34 (1,23-4,46) 0,008 

Ho/He 

(PHWE) 

0,31/0,30  

(1,00) 

0,42/0,44 

(0,70) 
  

Минорный аллель C 

(аллельная модель) 
  0,45 (0,27-0,74) 0,0015 

C/C vs. C/T vs. T/T 

(аддитивная модель) 
  0,46 (0,27-0,75) 0,0024 

C/C + C/T vs. T/T 

 (доминантная модель) 
  0,42 (0,23-0,77) 0,005 

C/C vs. T/T + T/T 

 (рецессивная модель) 
  0,22 (0,05-0,98) 0,047 
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Таблица (окончание) 

Ассоциации GWAS-значимых полиморфных локусов генов-кандидатов артериальной 

гипертензии с развитием ПЭ тяжелого течения 

End of Table 

Associations of GWAS-significant polymorphic loci of candidate genes  

for arterial hypertension with the development of severe PE 

rs
4

3
8

7
2
8

7
 (

O
B

F
C

1
) 

A 18,06% (26) 15,14% (43) 1,23 (0,69-2,17) 
0,52 

C 81,94% (118) 84,86% (241) 0,81 (0,46-1,43) 

AA 3,26% (1) 2,29% (4) 0,48 (0,02-4,73) 0,86 

AC 29,59% (24) 25,70% (36) 1,52 (0,78-2,97) 0,23 

CC 67,15% (47) 72,01% (105) 0,71 (0,37-1,37) 0,34 

Ho/He 

(PHWE) 

0,33/0,27 

(0,18) 

0,24/0,24 

(0,73) 
  

Минорный аллель A 

(аллельная модель) 
  1,18 (0,67-2,10) 0,55 

A/A vs. A/C vs. C/C 

(аддитивная модель) 
  1,20 (0,66-2,17) 0,54 

A/A + A/C vs. C/C 

 (доминантная модель) 
  1,38 (0,73-2,63) 0,32 

 A/A vs. A/C + C/C 

 (рецессивная модель) 
  1,21 (1,40-4,00) 0,99 

rs
1

7
9

9
9
4

5
(H

F
E

) 

G 20,83% (30) 16,55% (48) 1,32 (0,77-2,27) 
0,33 

C 79,17% (114) 83,45% (242) 0,75 (0,44-1,29) 

GG 4,34% (5) 2,62% (7) 1,47 (0,38-5,41) 0,74 

GC 32,99% (20) 27,15% (34) 1,25 (0,62-2,50) 0,59 

CC 62,67% (47) 69,64% (104) 0,74 (0,38-1,41) 0,41 

Ho/He 

(PHWE) 
0,27/0,33 (0,16) 

0,24/0,28  

(0,13) 
  

Минорный аллель G 

(аллельная модель) 
  1,28 (0,77-2,13) 0,33 

G/G vs. G/C vs. C/C 

(аддитивная модель) 
  1,24 (0,77-1,99) 0,37 

G/G + G/C vs. C/C 

 (доминантная модель) 
  1,29 (0,70-2,37) 0,40 

G/G vs. G/C + C/C 

 (рецессивная модель) 
  1,42 (0,43-4,67) 0,55 

Примечание: OR – показатель отношения шансов, 95%CI – 95% доверительный интервал для отношения щансов, 

р – уровень значимости, Ho – гетерозиготность наблюдаемая, He – гетерозиготность ожидаемая, PHWE – уровень 

значимости отклонения от закономерности Харди-Вайнберга. 

Note: OR – odds ratio, 95%CI – 95% confidence interval, р – level of significance, Ho – observed heterozygosity, He – 

expected heterozygosity, PHWE – level of significance to match the Hardy-Weinberg equilibrium. 
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Для полиморфного маркера rs8068318 

гена TBX2, показавшему значимые ассоци-

ации с развитием ПЭ тяжелого течения в 

рамках настоящего исследования, прове-

дена оценка функционального потенциала с 

использованием данных онлайн-ресурса 

HaploReg (v.4.1). Получено, что изучаемый 

SNP локализован в регионе гиперчувстви-

тельности к ДНКазе, регионе регуляторных 

мотивов ДНК к четырем транскрипцион-

ным факторам: MZF1:1-4, Pax-5, RXRA, 

SPIB, в области гистоновых меток H3K27ac 

и H3K9ac, маркирующих, соответственно, 

активные энхансеры и промоторы в патоге-

нетических значимых для развития ПЭ тка-

нях (плаценте, надпочечниках и почках 

плода, яичниках, различных отделах голов-

ного мозга, культуре клеток фибробластов 

и др.). Согласно материалам ресурса 

GTExportal, изучаемый полиморфный ло-

кус rs8068318 гена TBX2 отрицательно ре-

гулирует экспрессию гена TBX2-AS1 в вис-

церальной жировой клетчатке (β= -0,23; 

р=9,1×10-11), коре головного мозга  

(β= -0,35; р=5,7×10-9) и гена TBX2 в щито-

видной железе (β= -0,26; р=6,9×10-12), ассо-

циирован с уровнем альтернативного 

сплайсинга генов TBX2-AS1 и RP11-

332H18.5 в висцеральной жировой клет-

чатке (р=1,1×10-60), яичниках (р=2,9×10-12), 

матке (р=2,6×10-15) и др. Для данного поли-

морфного локуса установлено 15 SNPs, 

находящихся с ним в неравновесии по сцеп-

лению (r2≥0,8) и имеющих значимый регу-

ляторный потенциал. 7 из 15 сцепленных 

SNPs находятся в регионах ДНК, взаимо-

действующих с 4 регуляторными белками: 

POL 2, GATA2, SUZ12, CHD 2. Непосред-

ственно изучаемый локус не относится к 

несинонимическим заменам, но один из 

сцепленных с ним SNP (rs1057987) явля-

ется миссенс-мутацией (r2=1, D´=1), обу-

славливающей замену серина на аргинин 

(Ser609Arg) в аминокислотной последова-

тельности в полипептидет T-box тран-

скрипционного фактора (TBX2). 

По данным GWAS-каталога, поли-

морфный локус rs8068318 гена TBX2 пока-

зал значимые ассоциации (p≤5×10-8) с пара-

метрами артериального давления (АД) и АГ 

по данным двух полногеномных исследова-

ний [21, 22]. Выявлено, что аллель Т иссле-

дуемого полиморфного варианта ассоции-

рован с развитием АГ и повышением пока-

зателей САД и ДАД в европейской популя-

ции [21], в то время как аллель С выполняет 

«проективную» роль в отношении развития 

АГ и связан с более низким уровнем АД 

(САД, ДАД, СрАД) [22], что полностью со-

гласуется с полученными нами данными о 

«протективной» роли аллеля С для разви-

тия ПЭ тяжелого течения. В рамках полно-

геномного исследования, проведенного 

Chambers et al. (2010), установлено, что 

rs8068318 гена TBX2 вовлечен в регуляцию 

экскреторной функции почек – аллель С ас-

социирован со снижением уровня креати-

нина (OR=0,80; p=3,4×10-10) [23].  

Ген TBX2 кодирует белок T-box 

transcription factor 2 (TBX2), являющимся 

регулятором транскрипционной активно-

сти различных генов 

(https://www.uniprot.org/) и относится к чле-

нам филогенетически консервативного се-

мейства генов с общим ДНК-связывающим 

мотивом (домен T-box) [24]. Ген TBX2 во-

влечен в процессы морфогенеза различных 

органов и систем органов в эмбриогенезе, а 

также выступает ключевым звеном регуля-

ции механизмов клеточной пролиферации, 

дифференцировки, апоптоза и старения 

клеток [25-28]. В работе Fernando F. et al. 

(2021) получено, что при сверхэкспрессии 

TBX2 в клетках миометрия снижается вы-

свобождение провоспалительных цитоки-

нов (IL-1β, IL-2), хемоаттракантов моноци-

тов (CCL3, CXCL13) и фактора некроза 

опухоли α (TNFα), и одновременно увели-

чивается продукция хемокинов классов 

CCL7, CXCL6, CCL13, играющих важную 

роль в инициации родовой деятельности 

[29]. Аллель C полиморфного локуса 

rs8068318 гена TBX2 повышает афинность 

(рассчитывалась как разница между LOD 

scores альтернативного (alt) аллеля и рефе-

ренсного (ref)) регуляторного мотива ДНК 

к фактору транскрипции RXRA  

(∆LOD = 2,3). RXRA представляет собой X-

рецептор ретиноидной кислоты и лиганд-

индуцируемый транскрипционный фактор, 

https://www.uniprot.org/
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дифференциально экспрессируемый в пла-

центе и участвующий в регуляции транс-

формации пролиферативного типа тро-

фобласта в инвазивный для последующей 

перестройки спиральных маточных арте-

рий [30]. Отмечается сверхэкспрессия гена 

RARRES1, индуцируемая посредством ак-

тивации RXRA и RARA в клетках тро-

фобласта в плацентах женщин, гестация ко-

торых осложнялась ПЭ [31]. Таким обра-

зом, выявленные медико-биологические 

эффекты полиморфного варианта 

rs8068318 гена TBX2 имеют важное этиопа-

тогенетическое значение при формирова-

нии ПЭ. 

Заключение. Полиморфный маркер 

rs8068318 гена TBX2 ассоциирован с разви-

тием ПЭ тяжелого течения у населения 

Центрального Черноземья РФ согласно ал-

лельной (OR = 0,45; рperm = 0,004), аддитив-

ной (OR = 0,46; рperm = 0,002), доминантной 

(OR = 0,42; рperm = 0,005) и рецессивной (OR 

= 0,22; рperm = 0,04) генетических моделей. 

Полиморфный локус rs8068318 гена TBX2 

локализован в регионе гиперчувствитель-

ности к ДНКазе, регионе регуляторных мо-

тивов ДНК к четырем транскрипционным 

факторам, области гистоновых меток 

H3K27ac и H3K9ac, маркирующих актив-

ные энхансеры и промоторы в патогенети-

чески значимых для развития ПЭ тканях 

(плаценте, надпочечниках и почках плода, 

яичниках, различных отделах головного 

мозга, культуре клеток фибробластов и 

др.). Полиморфный вариант rs8068318 гена 

TBX2 отрицательно регулирует экспрессию 

гена TBX2-AS1 в висцеральной жировой 

клетчатке и коре головного мозга, а также 

гена TBX2 в щитовидной железе, и ассоци-

ирован с уровнем альтернативного сплай-

синга генов TBX2-AS1 и RP11-332H18.5 в 

висцеральной жировой клетчатке, яични-

ках, матке и др. 
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Abstract 

Background: The study of possible ways of effective correction of retinal ischemia-reperfusion in-

jury, which accompanies a number of eye diseases, is relevant today. The aim of the study: To study 

the retinoprotective effect and antiapoptotic mechanism of 2-Ethyl-3-hydroxy-6-methyl-pyridine-N-

acetyltaurinate (EHMP-NAT) in a rat model of retinal ischemia–reperfusion (I/R). Materials and 

methods: A pathology model with an increase in intraocular pressure (IOP) to 110 mmHg was used. 

The retinoprotective effect of EHMP-NAT at a dose of 4.4 mg/kg/day, in comparison with emoxipine 

and taurine in equimolar doses, was estimated by the changes in the retinal microcirculation, electro-

retinograms (the b/a coefficient), and retinal caspase-3, NF-κB p65, p53 gene expressions in Wistar 

rats. Results: The use of EHMP-NAT led to an increase in the retinal microcirculation level to 756.5 

(median) perfusion units in comparison with emoxipine (p = 0.045) and taurine (p = 0.00029). The 

b/a coefficient increased in comparison with the group with emoxipine (p = 0.0099) and with the 

group with taurine (p = 0.015). In the group with EHMP-NAT, the caspase-3 gene expression de-

creased reliably in comparison with emoxipine (p = 0.0002) and with taurine (p = 0.0028); the NF-

κB p65 gene expression decreased in comparison with emoxipine (p = 0.0009) and with taurine  

(p = 0.0022); the p 53 gene expression decreased in comparison with emoxipine (p = 0.0022) and 

with taurine (p = 0.0009).  Conclusion: Based on the data obtained, in correction of retinal I/R by 

EHMP-NAT, improvements in the retinal microcirculation, functional state, and caspase-3, NF-κB 

p65, p53 gene expressions were more pronounced than in monotherapy with emoxipine or taurine. 

Keywords: retinal ischemia–reperfusion; rats; 2-ethyl-3-hydroxy-6-methyl-pyridine-n-acetyltau-

rinate; apoptosis 
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Introduction. The retina is susceptible 

to lipid peroxidation because it consists of li-

pids with high levels of polyunsaturated fatty 

acids, such as docosahexaenoic acid, cis-ara-

chidonic acid and choline phosphoglyceride. 

Prostanoids are synthesized from arachidonic 

acid as a result of the sequential action of phos-

pholipase A2 and cyclooxygenase, which are 

triggered by oxidative stress and peroxidation. 

The accumulation of peroxides ultimately con-

tributes to the production of thromboxane A2, 

which is a powerful cytotoxic agent for mi-

crovessels [1]. Platelet activation factor and 

lysophosphatidic acid are other lipids formed 

during lipid peroxidation, which act as pro-in-

flammatory mediators and contribute to dam-

age to retinal microvessels. Platelet activation 

factor is produced in large quantities during 

oxidative stress, and its cytotoxic effects are 

largely mediated by thromboxane A2. Simi-

larly, lysophosphatidic acid is released from 

lysophosphatidylcholine under the action of 

lysophospholipase D and may play a role in 

retinal inflammation, which leads to microvas-

cular cytotoxicity [2]. Retinal microvascular 

injuries lead to a decrease in perfusion param-

eters and microcirculation. 

The high rate of blood flow makes the 

retina susceptible to ischemia-reperfusion 

(I/R) injury. It is widely accepted that I/R in-

jury is caused by the increased generation of 

reactive oxygen species (ROS) during the pro-

cess of I/R, including superoxide (O2), hydro-

gen peroxide (H2O2) and hydroxyl radicals 

(OH-). The overproduction of ROS can induce 

apoptosis in the retina [3, 4, 5]. As a result, in-

flammation and cell apoptosis are considered 

to be major causes of the pathological changes 

following I/R injury. Induction of an inflam-

matory response by reperfusion may increase 

the intensity of damage.  

Many studies have shown that after I/R 

injury, treatment with antiapoptotic agents is 

effective for preserving cell populations 

throughout the retina [6-9]. p53 is a transcrip-

tion factor that induces apoptosis in response 

to DNA damage, oncogene activation, hypoxia 

[10]. p53 may mediate apoptosis through ex-

trinsic and intrinsic pathways. The intrinsic 

pathway is associated with Bcl-2 family pro-

teins, which controls the mitochondria outer 

membrane permeabilization [11, 12]. Upregu-

lation of p53 inhibits Bcl-xL and Bcl-2 protein, 

contributes to the release of cytochrome c, and 

promotes caspase-3–mediated apoptosis [13]. 

NF-κB is a transcription factor activated by ox-

ygen free radicals, an increase in its immuno-

activity in retinal inner nuclear layer (INL) and 

ganglion cells layer after I/R injury was con-

sistent with TUNEL-labeling apoptosis [14]. 

In NMDA–mediated retinal excitotoxicity, 

NF-κB promotes an apoptotic response in gan-

glion cells via p53 upregulation [15]. 

The research object is a new molecule  

2-ethyl-3-hydroxy-6-methyl-pyridine-N-

acetyltaurinate (EHMP-NAT) that includes the 

following pharmacophores: 3-hydroxypyri-

dine and N-acetyltaurinate. EHMP-NAT was 

synthesized at the All-Russian Scientific Cen-

ter for Safety of Biologically Active Sub-

stances, Russia, and is related to the class  

of 3-hydroxypyridines. 3-hydroxypyridine 

substantiates antioxidant effect and the correc-

tion of glutamate excitotoxicity [16]. As is 

known from the literature data, 2-ethyl-3-hy-

droxy-6-methylpyridine hydrochloride 

(Emoxipine) has an antioxidant effect due to its 

ability to interact with Fe2+ and radicals and to 

enhance efficiency of the endogenous antioxi-

dant protection [17, 18]. In the retina, taurine 

is present in high concentration, regulates Ca2+ 

transport and has antioxidant properties [19]. 

Taurine also suppresses glutamate-induced 

Ca2+ flow [20]. 

The problem of search for ways to im-

prove the effectiveness of pharmacological 

correction of retinal ischemia is relevant and 

beyond doubt [21, 22]. In this experimental 
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study, we studied the possibility of pharmaco-

logical correction with 2-ethyl-3-hydroxy-6-

methyl-pyridine-N-acetyltaurinate in retinal 

I/R, assessing its effect on microcirculation in 

the retina, the functional state of the retina and 

the expression of pro-apoptotic factor genes in 

the retina. 

Objective: to study the retinoprotective 

effect and antiapoptotic mechanism of EHMP-

NAT in a rat model of retinal I/R. 

Materials and Methods 

1. Animals 

The experiments were approved by the 

Local Ethics Committee of Belgorod State Na-

tional Research University, Belgorod (Proto-

col #11/20 from 7th of September 2020). The 

animals were obtained from the Stolbovaya la-

boratory animal nursery in the Moscow region, 

Russia. The study was performed in 50 Wistar 

rats weighing 225–275 g. Ethical principles of 

handling laboratory rats were observed in ac-

cordance with the European Convention for 

the Protection of Vertebrate Animals Used for 

Experimental and Other Scientific Purposes, 

CETS No. 123. All manipulations on rats were 

performed under general anesthesia with i.p. 

administration of chloral hydrate solution. 

2. Design of the Experiment 

The following groups were included in 

the experiment: 

(1) control group (an equivalent volume 

of water for injections was administered using 

the same manner as the studied substance)  

(n = 10); 

(2) group with the retinal I/R model  

(n = 10);  

(3) group with I/R correction by EHMP-

NAT (n = 10);  

(4) group with I/R correction by emoxi-

pine (n = 10);  

(5) group with I/R correction by taurine 

(n = 10). 

A model of retinal I/R was performed 

under general anesthesia using i.p. chloral hy-

drate, 300 mg/kg, by applying mechanical 

pressure to the anterior eye chamber for 30 min 

[23]. Mechanical pressure was 110 mm Hg and 

carried out by an atraumatic metal rod in the 

cylinder with calibrated piston system. The 

system for retinal I/R simulation was cali-

brated as followed: IOP was registered by ad-

ministrating into the anterior eye chamber 30G 

needle sensor (Biopac System, Inc., Goleta, 

CA, USA) with use the TSD104A hard-ware-

software complex MP150 production Biopac 

System, Inc., and the computer pro-gram Ac-

qKnowledge 4.2. Rendering mechanical pres-

sure was carried out as per step calibration sys-

tem of the cylinder with the registration of the 

increase of IOP that allowed us to estimate the 

level of IOP increase at a specific position. 

EHMP-NAT (All‐Russian Scientific 

Center for Safety of Biologically Active Sub-

stances, Staraya Kupavna, Russia) was admin-

istered parabulbarly (into the orbital adipose 

body, the area of the lower eyelid) as a 1% so-

lution at a dose of 4.4 mg/kg/day daily for 4 

days, including the first injection 30 min be-

fore I/R. 

Emoxipine (1% solution for injections, 

Federal State Unitary Enterprise “Moscow En-

docrine Plant”, Moscow, Russia) as a compari-

son drug was administered at a dose of 2 mg/kg 

[5] in the same manner as EHMP-NAT. 

Taurine (4% solution for injections, 

“Dalkhimpharm” JSC, Khabarovsk, Russia) as 

a comparison drug was administered at a dose 

of 1.8 mg/kg in the same manner as EHMP-

NAT. The studied substance and comparison 

drugs were taken for research in equimolar 

doses. 

The retinoprotective effects of pharma-

cological agents were estimated by changes in 

retinal microcirculation level using laser Dop-

pler flowmetry (LDF), and electroretinography 

(ERG) after 72 hours of reperfusion [23]. The 

expression of proapoptotic factor genes 

(Caspase 3, NF-κB p65, p53) in the retina was 

evaluated by quantitative real-time PCR. 

3. LDF 

72 hours after ischemia, the microcircu-

lation level in rats was measured by LDF. The 

online registration was performed using 

MP150 production Biopac System, Inc., a 

computer‐based data acquisition system with 

AcqKnowledge 4.2 software, and a TSD‐144 

needle‐type sensor (Biopac System, Inc., Go-

leta, CA, USA). After the rats were anesthe-

tized, the microcirculation level was measured 
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at 10 points on the circumference of the eye. 

The duration of the recording at each point was 

about 20 sec. Then the average value was cal-

culated, which was taken as the value of the 

retinal microcirculation level in a particular rat 

[23]. An example of recording the microcircu-

lation level in the eye of a rat from the control 

group is presented in Figure 1. 

 

 
 

Fig. 1. An example of recording the microcirculation level in the eye of a rat 

 

4. ERG  

ERG was performed according to the 

protocol previously published [8]. Evoked bi-

opotentials were run at a frequency of 1–1000 

Hz, amplified, averaged, and presented graph-

ically on the screen using the MP150 data ac-

quisition and analysis system (Biopac Sys-

tems, Inc., Goleta, CA, USA). ERG registra-

tion was carried out in response to a single 

stimulation. To assess the degree of retinal is-

chemia, the b/a coefficient was calculated. 

5. Quantitative real-time PCR 

10 to 20 mg of retinal tissue was cleaned 

with ice cold PBS 0.1 M solution before immer-

sion in RNAlater Stabilisation Solution to 

avoid degradation of cellular RNA. Before 

RNA extraction, retinal tissue was sonicated in 

300 µl of lysis buffer. The total RNA was ex-

tracted as follows: the samples were homoge-

nized in a commercial solution "Extract RNA" 

(Evrogen, Russia) at the rate of 50 mg of tissue 

per 1 ml of extractor. The resulting suspension 

was centrifuged for 5 minutes at 15000g at 

room temperature. Then, the samples were 

washed sequentially and centrifuged with chlo-

roform, 100% isopropanol, and 75% ethanol 

cooled. 15 µl of distilled water was added to 

the resulting sediment and vortexed. The con-

centration of RNA in the resulting solution was 

determined using a NanoDrop 2000C spectro-

photometer (Thermo Scientific Inc., USA) 

three times. After calculating the average con-

centration, the samples were adjusted to an 

RNA content of 200 ng/ml. 

For the translation of RNA into cDNA, 

the reverse transcription reaction was carried 

out in a Bio Rad CFX96 amplifier using a com-

mercial MMLV RT kit (Evrogen, Russia) at 

the rate of 11 µl of the sample per 9 µl of the 

reverse transcription kit. Reaction temperature 

conditions: 60 minutes at 39 °C + 10 minutes 

at 70 °C. Then, to evaluate the expression of 

targeted genes in the Bio Rad CFX96 ampli-

fier, PCR of samples was performed using a 

commercial SYBR® Green Master Mix kit 

(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA) and oligo-

nucleotide primers (Evrogen, Russia). 

Primers were selected using the Primer-

BLAST resource (NCBI, USA) (Table 1). 
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Table 1 

Primer sequence used for quantitative real-time PCR 
Gene Primer sequence (5′–3′) Annealing temperature (°C) 

ACTB F GAC ATC CGT AAA GAC CTC TAT GCC 64 

ACTB R ATA GAG CCA CCA ATC CAC ACA GAG  

Caspase 3 F TCC ATA AAA GCA CTG GAA TG 59 

Caspase 3 R CTG TGA TCT TCC TTA GAA ACA C  

NF-κB p65 F TTC CCT GAA GTG GAG CTA GGA 61.3 

NF-κB p65 R CAT GTC GAG GAA GAC ACT GGA  

p53 F GTC GGC TCC GAC TAT ACC ACT ATC 67.4 

p53 R CTC TCT TTG CAC TCC CTG GGG G  

Note: F – forward; R – reverse. 

 

After amplification, the relative expres-

sion value for each gene was calculated using 

the formula: 

EGOI =2^(CtACTB – ΔCtGOI), 

where CtACTB is the cycle threshold value 

for the reference gene ACTB. 

6. Statistical Analysis 

In all cases, the median (Me) and lower 

(QL) and upper (QU) quartiles were calculated. 

Between‐group differences were analyzed by 

the Mann–Whitney U test. Statistical analyses 

were performed using Statistica 10.0 software. 

Results 

1. LDF results 

In the control group, the microcirculation 

level was 748.5 (median; QL = 733.0; QU = 

768.0) perfusion units. In the group with I/R, 

the microcirculation level was 357.0 (median; 

QL = 314.0; QU = 385.0) perfusion units, which 

was significantly lower (p = 0.00016) than in 

the control group. The use of EHMP-NAT led 

to an increase in this parameter to 756.5 (me-

dian; QL = 680.0; QU = 774.0) perfusion units 

compared to the group with retinal I/R (p = 

0.00016); compared to the group with emoxi-

pine (p = 0.045); compared to the group with 

taurine (p = 0.00029). In the group treated with 

emoxipine, the retinal microcirculation level 

was 685.5 (median; QL = 647.0; QU = 710.0) 

perfusion units, which was significantly differ-

ent (p = 0.0028) from the control group, and 

significantly different from the group with ret-

inal I/R (p = 0.00016). In the group with tau-

rine, this parameter was 390.5 (median;  

QL = 311.0; QU = 415.0) perfusion units, which 

was significantly different from the control 

group (p = 0.00016), and didn’t differ from the 

group with I/R (p = 0.212). 

Based on the data obtained, in the retinal 

I/R model, improvement in the retinal micro-

circulation in correction by EHMP-NAT was 

more pronounced than in monotherapy with 

emoxipine or taurine. 

2. ERG results 

The influences of the studied substance 

and comparison drugs on the a‐ and b‐wave 

amplitudes and the b/a coefficient in the model 

of retinal I/R are presented in Table 2. The a-

wave amplitude values remained unchanged in 

all experimental groups. 

When simulating I/R, the b‐wave ampli-

tude reduced by 2.1 times in comparison with 

the control group (p = 0.0002). In the group 

treated with EHMP-NAT, the b‐wave ampli-

tude increased by 93.2% (p = 0.0002) in com-

parison with the group with I/R; the b/a coeffi-

cient increased by 93.3% in comparison with 

the group with I/R (p = 0.0002); by 64.2% in 

comparison with the group with emoxipine (p 

= 0.0099); by 65.8% in comparison with the 

group with taurine (p = 0.015). In the group 

with emoxipine administration, the b‐wave 

amplitude increased by 72.7% (p = 0.0002) in 

comparison with the group with I/R; the b/a co-

efficient increased by 64.2% (p = 0.0002) in 

comparison with the group with I/R. In the 

group with taurine, the b‐wave amplitude in-

creased by 63.6% (p = 0.0002) in comparison 

with the group with I/R; the b/a coefficient in-

creased by 65.8% (p = 0.0002) in comparison 

with the group with I/R.  

Based on the table data from the ERG 

study, the best correction of functional retinal 

changes caused by I/R was found in group with 

EHMP-NAT administration. 
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Table 2 

The values of the a- and b- wave amplitudes and the b/a coefficient when correcting retinal 

ischemia-reperfusion by 2-ethyl-3-hydroxy-6-methyl-pyridine-N-acetyltaurinate,  

emoxipine, and taurine (Me (QL;Qu)) 

Groups 
The a-wave  

Amplitudes (n = 10), mV 

The b-wave  

Amplitudes (n = 10), mV 

The b/a  

Coefficient (n = 10), R.U. 

Control 0.38 (0.31;0.45) 0.93 (0.84;1.06) 2.46 (1.87;3.24) 

I/R 0.35 (0.33;0.45) 0.44 (0.38;0.49)# 1.20 (1.07;1.40)# 

I/R + EHMP-NAT, 4.4 

mg/kg/day 
0.38 (0.35;0.40) 0.85 (0.76;0.91)уet 2.32 (1.98;2.55)уet 

I/R + emoxipine, 2 mg/kg/day 0.37 (0.34;0.40) 0.76 (0.69;0.81)#у 1.97 (1.78;2.27)#у 

I/R + taurine, 1.8 mg/kg/day 0.37 (0.33;0.44) 0.72 (0.66;0.79)#у 1.99 (1.57;2.06)#у 

 

Note: I/R – group with retinal ischemia–reperfusion; EHMP-NAT – 2-ethyl-3-hydroxy-6-methyl-pyridine-N-acetyltau-

rinate; R.U. – relative units; # – compared to the control group; у – compared to the ischemia–reperfusion model; 
e – compared to the group with emoxipine; t – compared to the group with taurine. 

 

3. Real-time PCR results 

Effects of the studied substance and 

comparison drugs on I/R-induced changes in 

the retinal caspase-3, NF-κB p65, p53 genes 

expression were evaluated after 72 hours of 

reperfusion. When simulating pathology, the 

caspase-3 gene expression increased reliably in 

comparison with the control group  

(p = 0.00016); the NF-κB p65 gene expression 

in-creased by 2.5 times in comparison with the 

control group (p = 0.00016); the p 53 gene ex-

pression increased by 2.4 times in comparison 

with the control (p = 0.0002). 

In the group treated with EHMP-NAT, 

the caspase-3 gene expression decreased by 2.3 

times (p = 0.0002) in comparison with I/R 

group; the NF-κB p65 gene expression de-

creased by 1.6 times (p = 0.0002) in compari-

son with the group with I/R; the p 53 gene ex-

pression decreased by 1.6 times in comparison 

with I/R group (p = 0.0002). 

In the group with emoxipine administra-

tion, the caspase-3 gene expression decreased 

by 24.6% (p = 0.001) in comparison with the 

group with I/R; the NF-κB p65 gene expres-

sion decreased by 1.3 times (p = 0.0032) in 

comparison with the group with I/R; the p 53 

gene expression decreased by 1.2 times in 

comparison with I/R group (p = 0.0008). 

In the group with taurine, the caspase-3 

gene expression decreased by 1.7 times  

(p = 0.0007) in comparison with I/R group; the 

NF-κB p65 gene expression was not signifi-

cantly different from the group with I/R  

(p = 0.076); the p 53 gene expression was sig-

nificantly different from the control group  

(p = 0.0002) and from the I/R group (p = 0.011) 

(Table 3). 

 

Table 3 

Effects of pharmacological correction with 2-ethyl-3-hydroxy-6-methyl-pyridine-N-acetyltau-

rinate, emoxipine, and taurine on I/R-induced changes in caspase-3, NF-κB p65,  

p 53 genes expression 
Groups Caspase-3 (n = 10) NF-κB p65 (n = 10) p53 (n = 10) 

Control 1.05 (0.98;1.17) 0.97 (0.87;1.03) 0.96 (0.69;1.15) 

I/R 1.99 (1.84;2.09)# 2.47 (2.14;2.76)# 2.29 (2.11;2.48)# 

I/R + EHMP-NAT, 4.4 

mg/kg/day 
0.87 (0.78;0.99)уet 1.59 (1.37;1.76)#уet 1.43 (1.23;1.65)#уet 

I/R + emoxipine, 2 mg/kg/day 1.50 (1.26;1.67)#у 1.97 (1.88;2.20)#у 1.87 (1.69;2.01)#у 

I/R + taurine, 1.8 mg/kg/day 1.19 (0.98;1.45)у 2.20 (1.88;2.49)# 1.98 (1.81;2.12)#у 

Note: I/R – group with retinal ischemia–reperfusion; EHMP-NAT – 2-ethyl-3-hydroxy-6-methyl-pyridine-N-acetyltau-

rinate; # – compared to the control group; у – compared to the ischemia–reperfusion model; e – compared to the group 

with emoxipine; t – compared to the group with taurine 
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In the group with EHMP-NAT, the 

caspase-3 gene expression decreased reliably 

in comparison with emoxipine (p = 0.0002) 

and with taurine (p = 0.0028); the NF-κB p65 

gene expression decreased in comparison with 

emoxipine (p = 0.0009) and with taurine  

(p = 0.0022); the p 53 gene expression de-

creased in comparison with emoxipine  

(p = 0.0022) and with taurine (p = 0.0009). 

Based on the table data from the real-

time PCR study, the best pharmacological cor-

rection of retinal I/R by protecting retina from 

apoptosis was found in the group with EHMP-

NAT. 

Discussion. In this study, we investi-

gated the retinoprotective effect and the mech-

anism of antiapoptotic action of EHMP-NAT 

against the retinal I/R through the evaluation of 

retinal microcirculation, electrophysiological 

state, and caspase-3, NF-κB p65, p53 gene ex-

pressions. 

Several studies have shown that, in the 

early stage of ischemia, an increase in extracel-

lular glutamate activates NMDA-receptors, 

causing a Ca2+ influx. Then, NO is produced 

under the NO-synthase action in the mitochon-

dria, which leads to production of ONOO− 

[4,24]. Based on the literature data, glutamate 

receptor stimulation activates NF-κB and plays 

a role in ROS-induced cell apoptosis [25, 26]. 

NF-κB p65 has been shown to be activated in 

NMDA-mediated retinal excitotoxicity as well 

as other neurodegenerative diseases [27]. Our 

study demonstrated that the exposure to transi-

ent increase in IOP to 110 mmHg (ischemic ep-

isode) followed by 72-hour reperfusion in-

creases the retinal expression of NF-κB p65 

gene. It is likely that the observed changes in 

NF-κB expression at these time points involve 

response to NMDA activation in retinal glial 

and ganglion cells [28]. Correction with 

EHMP-NAT reduced NF-κB p65 gene expres-

sion in retinal I/R model. 

The present study also investigated the 

effect of EHMP-NAT on the retinal I/R-medi-

ated changes in the p53 and caspase-3 gene ex-

pressions. Based on the literature data, 

NMDA-induced retinal ganglion cell loss cor-

responded with increased levels of the p53 

gene [8]. The inactivation or low expression of 

p53 provide a retinoprotective effect in retinal 

ischemia or excitotoxicity [29]. There is evi-

dence that Bax and Bcl-2 expressions are 

highly regulated by the p53 gene [30]. Several 

studies have shown that, p53-mediated retinal 

ganglion cell apoptosis is accompanied by the 

activation of caspase-3 dependent signaling 

pathway [31, 32]. Correction with EHMP-

NAT also reduced p53 and caspase-3 gene ex-

pressions in retinal I/R model. 

Over the past two decades, LDF has been 

adapted to measure blood flow in the optic 

disc, subfoveal vasculature [33], and iris in hu-

mans [34]. LDF values depend linearly on the 

state of the blood flow. This makes it useful in 

assessing changes in blood flow caused by 

physiological or pathological stimuli that do 

not change the optical properties of tissues 

[35]. Hyperoxia, hypercapnia, flickering light 

stimuli, changes in ocular perfusion pressure 

affect blood flow in the optic disc and cho-

roidal blood flow measured using LDF [36]. 

The results of our study indicate that correction 

with EHMP-NAT improved the retinal micro-

circulation against I/R. 

In this study, ERG was used to confirm 

whether microcirculatory changes in the retina 

were related to functional changes. ERG has 

confirmatory rather than primary diagnostic 

value because injuries to any of the retinal lay-

ers could result in ERG changes: photorecep-

tors (a-wave), and the inner nuclear layer (b-

wave) [37]. The amacrine and bipolar cells are 

located in the inner nuclear layer and are sen-

sitive to I/R- and NMDA-mediated retinal in-

jury [38]. As it was shown earlier, in retinal 

I/R, the cells of the inner nuclear layer are pri-

marily damaged [5, 23]. The results of the pre-

sent study indicate that treatment with EHMP-

NAT preserved the retinal electrophysiology 

against I/R. 

The detected retinoprotective effect of 

EHMP-NAT to correct experimental retinal 

I/R may be also associated with the following: 

(a) 3‐hydroxypyridine is a “scavenger” of per-

oxides and superoxides of fatty acids [39]; (b) 

taurine, an antioxidant and the predominant 

free amino acid in the retina that maintains 

membrane structural integrity, regulates Ca2+ 
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binding and transport [40], and inhibits retinal 

excitotoxic injury [41]. 

In view of the above, further studies of 

the effects of EHMP-NAT on the models of 

NMDA‐mediated retinal excitotoxicity with 

intravitreal administration of NMDA, cerebral 

stroke, and traumatic brain injury are planned. 

Conclusion. EHMP-NAT at a dose of 

4.4 mg/kg of rat mass has a pronounced retino-

protective effect, which is superior to the ef-

fects of comparison drugs, emoxipine and tau-

rine, in equimolar doses in the simulated reti-

nal I/R. This was confirmed by the improve-

ment in the attainment of target values of the 

retinal microcirculation, improvement in the 

functional state of the retina, downregulation 

of caspase-3, NF-κB p65, p53 genes expres-

sion in retina. 
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Abstract 

Background: The outbreak of the COVID-19 pandemic caused by the SARS-CoV-2 has triggered 

intense scientific research into the possible therapeutic strategies that can combat the ravaging dis-

ease. One of such strategies is the inhibition of an important enzyme that affects an important physi-

ological process of the virus. The enzyme, Guanine-N7 Methyltransferase is responsible for the cap-

ping of the SARS-CoV-2 mRNA to conceal it from the host’s cellular defense. The aim of the study: 

This study aims at computationally identifying the potential natural inhibitors of the SARS-CoV-2 

Guanine-N7 methyltransferase binding at the active site (Pocket 41). Materials and methods: A 

library of small molecules was obtained from edible African plants and was molecularly docked 

against the SARS-CoV-2 Guanine-N7 methyltransferase (QHD43415_13. pdb) using the Pyrx soft-

ware. Sinefungin, an approved antiviral drug had a binding score of -7.6 kcal/ mol with the target was 

chosen as a standard. Using the molecular descriptors of the compounds, virtual screening for oral 

availability was performed using the Pubchem and SWISSADME web tools. The online servers 

pkCSM and Molinspiration were used for further screening for the pharmacokinetic properties and 

bioactivity respectively. The molecular dynamic simulation and analyses of the Apo and Holo pro-

teins were performed using the GROMACS software on the Galaxy webserver. Results: With a total 

RMSD of 77.78, average RMSD of 3.704, total regional (active site) RMSF of 30.61, average regional 

RMSF of 1.91, gyration of 6.9986, and B factor of 696.14, Crinamidine showed the greatest distortion 

of the target. Conclusion: All the lead compounds performed better than the standard while Crin-

amidine is predicted to show the greatest inhibitory activity. Further tests are required to further in-

vestigate the inhibitory activities of the lead compounds. 

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; guanine-n7 methyltransferase; inhibition; molecular docking; 

molecular dynamic simulation 
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Introduction. Coronavirus disease 

2019 (COVID-19) is a novel infection that 

began in China resulting in a worldwide out-

break. The disease was declared a global 

health emergency and later recognized as a 

pandemic by the World Health Organization 

in March 2020 [1]. As of the 25th of July, 

2020, the global number of reported cases of 

the disease stood at 15,975,268 with 643,476 

deaths and 9,766,873 recoveries [2]. 

COVID-19 is caused by Severe Acute Res-

piratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-

CoV-2) which causes mild to severe respira-

tory illness with symptoms such as fever, 

cough, and shortness of breath. The ailment 

becomes life-threatening in the presence of 

co-morbidities such as diabetes, hyperten-

sion, and cardiovascular diseases [3,4]. 

There is currently no WHO-approved drug 

or vaccine for the cure or prevention of 

COVID-19. SARS-CoV-2 belongs to a large 

family of viruses consisting of multiple 

strains that are known to cause illnesses 

ranging from the common cold to more se-

vere diseases such as the Middle East Res-

piratory Syndrome (MERS) and Severe 

Acute Respiratory Syndrome (SARS) [4,5]. 

SARS-CoV-2 is a positive-sense, single-

stranded RNA virus possessing the largest 

and most complex genome (about 30 Kb), 

packed inside a nucleocapsid protein and en-

veloped with several structural proteins [6]. 

The size of the viral particle is in the range 

of 8 0-90nm and there are bulbous surface 

projections that form crown-like patterns 

(corona) on the surface of the particles [7]. 

The potential therapeutic strategies for the 

treatment of COVID-19 include immuno-

modulation and viral inhibition. Several en-

zymes or structural proteins of SARS-CoV-

2 are potential drug targets as they directly 

affect physiological processes such as RNA 

synthesis, replication, assembly, and human 

cell receptor binding [8,9]. Guanine N-7-

MethylTransferase (GNMT) is one of such 

targets and it is the enzyme responsible for 

the capping of SARS-CoV-2 mRNA. For 

many life-sustaining processes such as repli-

cation, protein translation, and metabolism, 

viruses require a host cell as they lack the 

proper cellular machinery. Viral propagation 

within the host cell requires the transcription 

of viral mRNA. To do this, the viral mRNA 

assumes molecular anonymity to evade de-

tection in the host cell cytoplasm. The viral 

mRNA undergoes structural modification by 

a 5’ cap structure. By evading the host cell 

defense system, viral mRNA can be effec-

tively translated into proteins. The addition 

of the guanine N-7-methylguanosine cap is 

necessary for the maturation, stability, nu-

clear export, and efficient translation of viral 

mRNA. Eukaryotic mRNA is modified by 

the addition of the 5′ cap structure which is 

a 7-methylguanosine linked to the first tran-

scribed nucleotide by a 5′-5′ triphosphate 

bridge [10]. The mRNA cap is formed on the 

first transcribed nucleotide of transcripts by 

three sequential enzymatic activities; tri-

phosphatase, guanylyltransferase, and me-

thyltransferase [11,12]. The 5′ triphosphate 

of pre-mRNA is hydrolyzed to diphosphate 

by a 5′-triphosphatase, to which Guanosine 

monophosphate (GMP) is added by the RNA 

guanylyltransferase to create the cap inter-

mediate, GpppN. Guanine-N-7-methyl 

transferase (GNMT) also known as mRNA 

cap guanine-N7 methyltransferase is the en-

zyme that catalyzes the chemical reaction 

and most importantly plays a necessary part 

in the RNA capping reaction. RNA guanine 

N7 methyltransferase creates the mature cap, 

m7GpppN, and a byproduct, AdoHcy (S-

adenosyl homocysteine) through the methyl-

ation of the cap intermediate utilizing the 

methyl donor, AdoMet [13]. The GNMT in 

coronaviruses belongs to a large class of 

SAM (S-Adenosyl methionine)-dependent 

methyltransferases and is an exoribonucle-

ase [14]. Additionally, they are linked with a 

unique 3’ to 5’ exoribonuclease (ExoN) do-

main in non-structural protein 14 (nsp14). 

The diversity of the capping apparatus 

makes viral RNA capping an attractive tar-

get for drug design and development 

[14,15]. Accordingly, the inhibition of 

GNMT which may induce potent antiviral 

activity makes it an important drug target 

[16]. This implies that incompletely-capped 



 
Оригинальная статья 
Original article 

  

Rowaiye AB, et al. In silico identification of the potential natural … 329 

 

 

mRNAs can be recognized by immune sen-

sors which trigger innate immunity path-

ways that culminate in the expression of type 

I interferon and other cytokines that have an-

tiviral activity in neighboring cells [17,18]. 

The active site of GNMT is found in Pocket 

41 and it includes residues ARG 289, VAL 

290, TRP 292, GLY 333, PRO 335, ASP 

352, ALA 353, GLN 354, PRO 355, CYS 

356, SER 357, TRP 385, ASN 386, CYS 

387, ASN 388 and PHE 426 [19].  

In the light of the absence of a univer-

sally accepted drug for the treatment of 

COVID-19 and the severity of the pandemic, 

the aim of this study is to therefore identify 

potential natural inhibitors of SARS CoV-2 

GNMT. 

Materials and Methods 

Preparation, analysis, and validation of 

target protein structure: The 3D structure of 

SARS-CoV-2 GNMT in the Protein Data Bank 

(pdb) format (ID: QHD43415_13. pdb) was 

obtained from the I-TASSER online server 

with an estimated Template Modelling (TM) 

score of 0.99 [20]. The web server, Volume, 

Area, Dihedral Angle Reporter (VADAR 1.8) 

was used to reveal the architecture of GNMT. 

The structure of the target was further analysed 

using the Ramanchandran plot obtained from 

the MolProbity web server [21].  

Ligand preparation: A library of 1,048 

compounds obtained from edible African 

plants such as fruits, spices, and vegetables 

were downloaded from PubChem database 

[22]. All the compounds had been pre-screened 

for Lipinski (hydrogen bond donor (HBD) ≤ 5, 

hydrogen bond acceptor (HBA) ≤ 10, molecu-

lar weight ≤ 500, and logP ≤ 5) and Veber (po-

lar surface area (PSA) ≤ 140, and rotatable 

bonds ≤ 10) rules [23]. The 3D structures of all 

the compounds and that of the standard, Sine-

fungin (PubChem CID 65482) were down-

loaded from PubChem in the structure-data file 

(sdf) format [22].  

Molecular docking and virtual screen-

ing: In preparation for molecular docking, all 

the ligands were uploaded on the virtual 

screening software, PyRx (Python prescrip-

tion) 0.8 version using the Open Babel plug-in 

tool [24] and converted from sdf to Protein 

Data Bank, Partial Charge, & Atom Type 

(pdbqt) format [25]. For stable conformation, 

the Universal Force Field (UFF) was used as 

the energy minimization parameter and conju-

gate gradient descent as the optimization algo-

rithm. Using the AutoDock Vina plug-in tool 

in Pyrx, all ligands and the standard were 

docked against the target protein, SARS-CoV-

2 GNMT using the following grid parameters 

[26]. Centre X = 92.432, Y = 92.529, Z = 

92.555 and Dimensions (Angstrom): X = 

87.658, Y = 97.427, Z = 64.081 [24]. Using the 

Microsoft Excel software, the docked results 

were exported in comma-separated values 

(.csv) format and screened using the docking 

score of the standard, Sinefungin (-7.6 kcal/ 

mol) as the cut-off. The SWISSADME, 

pkCSM, and Molinspiration web-servers were 

used to predict the molar refractivity, pharma-

cokinetic properties, and bioactivity of all the 

ligands respectively [27-30]. The SMILES for 

Sinefungin and the ligands were downloaded 

from PubChem. Binding site analyses: Using 

the Pymol software, the target protein was su-

perimposed with the docked poses of all the 

front-runner compounds [31]. The Protein-

Ligand Interaction Profiler (PLIP) webserver 

was used to evaluate the resultant protein-lig-

and complexes for hydrogen bonds, salt 

bridges, and other protein-ligand interactions. 

The analyses carried out include the name and 

number of residues, exhaustiveness, bond dis-

tance, and bond angle [32]. The binding pock-

ets of the target protein were analysed with the 

Fpocket web server [19].  

Molecular Dynamic Simulations 

(MDS) and Analyses: A 2-nanoseconds MDS 

of the Apo and Holo structures of SARS-CoV-

2 GNMT was performed using the 

GROMACS software of the Galaxy (versions 

2019.1 and 2019.1.4) supercomputing server 

[33]. For ligand parameterization, LigParGen 

server was used to generate GROMACS-com-

patible topology files for the small molecules. 

OPLS-AA/ 1.14*CM1A was the force field pa-

rameter used [34, 35]. After initial conversion 

to topology files, solvation, energy minimiza-

tion, and equilibration (NVT and NPT), a 

1,000,000-step MDS was performed. The anal-

yses of trajectories were done using the BIO 
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3D tool on the Galaxy super-computing plat-

form [36]. These include the Principal Compo-

nent Analysis (PCA), per residue Root Mean 

Square Fluctuation (RMSF) of the protein 

backbone, and Root Mean Square Deviation of 

atomic positions (RMSD) and Dynamical 

Cross-Correlation Matrix (DCCM). [37]. The 

radius of gyration and the B factor was also an-

alysed using the MDWeb web server [38].  

Results and Discussion 

Structural analysis, validation, and 

preparation of SARS-CoV-2 GNMT 

(QHD43415_13. pdb): The Apo structure of 

SARS-CoV-2 GNMT (QHD43415_13. pdb) 

has 527 amino acids with the following  

constituent secondary structures: α helix 21%; 

beta-sheets 30%; Coil 48%; and Turns 16% 

(Fig. 1). The Total Accessible Solvent Area 

(ASA) is 260780 (Å) ². The geometry of 

SARS-CoV-2 GNMT (QHD43415_13. pdb) 

reveals 8.01% poor rotamers, 83.98% favored 

rotamers, 4.00% Ramachandran outliers, 

82.29% Ramachandran favored, 3.22% Car-

bon Beta deviations >0.25Å, 0.00% bad bonds 

and 1.04% bad angles (Fig. 2). The Peptide 

omegas of SARS-CoV-2 GNMT 

(QHD43415_13. pdb) include 0.00% Cis Pro-

lines and 3.04% Twisted Peptides. The low-

resolution criteria include 8.2% CaBLAM out-

liers and 0.96% CA Geometry outliers. 

 
a 

 
b 

Fig. 1. a: Cartoon model of the crystal structure of SARS-CoV-2 GNMT (QHD43415_13.pdb). 

Beta-sheets (yellow), Alpha helix (red), and Loops (green) b: Surface representation. 
 

 
Fig. 2. Ramachandran plotfor SARS-CoV-2 GNMT (QHD43415_13.pdb) 

 

Chemoinformatic profile of ligands 

(Fig. 3, Table 1): A combination of Ghose, 

Lipinski, and Veber rules define the molec-

ular descriptors necessary for good oral  

bioavailability of drugs and their penetration 

through biological membranes. The molecular de-

scriptors include a molecular weight ≤ 500 g/mol, 

log P ≤ 5, hydrogen bond donors ≤ 5, hydrogen 

bond acceptors ≤ 10, molar refractivity between 

40 to 130, the number of rotatable bonds ≤ 10 and 

polar surface area (PSA) ≤ 140 [39-42]. 
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a 

 
b 

 
c 

 
d 

Fig. 3. The 3D chemical structures (stick model) of standard and lead compound. 

a: Sinefungin; b: Crinamidine; c: Marmesin; d: Sinensetin 
 

Table 1 

Chemo-informatic properties of standard and lead compounds 
 Sinefungin 

(Standard) 
Crinamidine Marmesin Sinensetin 

Molecular Weight (g/mol) 381.39 346.37 354.31 320.29 

XLogP3 -4.31 -0.43 -1.05 0.33 

Hydrogen Bond Donors 6 3 4 5 

Hydrogen bond acceptors 10 6 9 7 

# heavy atoms 27 25 25 23 

# rotatable bonds 7 2 4 2 

TPSA (Aa) 208.65 111.90 138.82 119.61 

Molar Refractivity 92.73 88.47 83.12 80.83 

Saturation (fraction csp3) 0.60 0.63 0.44 0.25 

PAIN Alert 0 0 0 0 

GCPR ligand 1.15 0.22 -0.16 0.37 

Ion channel modulator 0.66 0.02 -0.26 0.07 

Kinase Inhibitor 0.74 -0.62 -0.26 0.11 

Nuclear Receptor Ligand -1.03 0.67 -0.14 0.48 

Protease Inhibitor 0.57 0.14 -0.16 0.23 

Enzyme Inhibitor 1.14 0.36 0.29 0.39 

 

Results from Table 1, reveal that none 

of the lead compounds violated the Ghose, 

Lipinski, and Veber rules. This suggests that 

they have good oral bioavailability and per-

meability. Therefore, we predict that these 

compounds are good drug candidates having 

met the criteria for drug-likeness assessment 

[43]. However, the Standard (Sinefungin) vi-

olates the Veber rule with a high TPSA value 

(208.65Aa). This suggests that it would have 

a considerably lower intestinal absorption, 

blood-brain barrier permeation, and cellular 

potency than the lead compounds [44].  

The molecular complexity of a com-

pound is measured by the ratio of sp3 hybrid-

ized carbons over the total carbon count of 

the molecule (Fraction Csp3). It is an im-

portant property in determining the success 

of drug development. A value of at least 0.25 

indicates saturation [45]. From (Table 1), all 

lead compounds and the standard are satu-

rated suggesting molecular stability. Crin-

amidine has a higher saturation than the 

standard while Sinensetin has the lowest. 

Due to problematic structural moieties, 

promiscuous bioactive compounds interact 

with multiple biological targets and aggregate 

under assay conditions giving false-positive re-

sults. While this might be good for polyphar-

macology, unintended interactions might 

likely lead to many undesired side effects [46]. 

From (Table 1) all lead compounds and the 

standard are predicted to be non-promiscuous. 

Beyond ligand binding to the appropriate 

target, it should elicit a pharmacological effect. 

Drug candidates are classified based on their 

bioactivity which includes GPCR ligands, ion 

channel modulators, kinase inhibitors, nu-

clear receptor ligands, protease inhibitors, 

and other enzyme inhibitors [47]. In this 
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study, the results showed that only the stand-

ard and Crinamidine had poor bioactivity 

scores as Nuclear Receptor Ligand and Ki-

nase inhibitors respectively. All other scores 

for standard and lead compounds revealed 

moderate to good bioactivity against the tar-

gets. Furthermore, all lead compounds 

showed good activity as enzyme inhibitors. 

While the standard showed the highest en-

zyme inhibition, Marmesin showed the least 

activity (Table 1) [29, 48].  

Pharmacokinetic properties of ligands: 

Pharmacokinetic properties play an im-

portant role in drug discovery and develop-

ment. The primary goal of drug discovery or 

design projects is to identify potential drug 

candidates that have the greatest efficacy and 

least toxicity. To avoid failures in the drug de-

velopment process, it is proper to identify good 

Absorption, Distribution, Metabolism, Excre-

tion, and Toxicity (ADMET) properties of the 

front-runner compounds through in sili-

comethods [28]. An excellent drug candidate 

should have good ADMET properties at 

therapeutic doses [28, 49].  

The penetration of a target molecule by a 

drug candidate is a good marker of its thera-

peutic potential and is influenced by absorp-

tion parameters such as human intestinal ab-

sorption (poor: <30%), caco2 permeability 

(high:> 0.9), water solubility (insoluble: less 

than -4.0 Log mol/L), and skin permeability 

(low: LogKp> −2.5). From Table 2, data sug-

gests that the standard and all lead compounds 

have good human intestinal absorption prop-

erty, and skin permeability. The ability to pen-

etrate human epithelial colorectal adenocarci-

noma cells is lowest in the standard, and high-

est in Crinamidine.  

The pharmacological markers for distri-

bution include CNS permeability (permeable 

Log PS > -2; poor Log PS < -3), BBB permea-

bility (permeable: Log BBB > 0.3; poor <: Log 

BBB <-1), Volume of distribution steady state 

(Low: Log VDss<- 0.15; High: Log VDss> 

0.45), and Fraction unbound. From Table 2, 

Sinensetin has a high VDSS, while the values 

for Marmesin and Crinamidine are below the 

pharmacological range. This can be corrected 

by dosage. 

The standard and Marmesin have a poor 
ability to permeate into the brain tissue, while 
other lead compounds can permeate. The 
standard and all the lead compounds have poor 
CNS permeability. The fraction unbound val-
ues for standard and all lead compounds are 
within an acceptable range. 

P-glycoprotein is a transmembrane ef-
flux pump that pumps its substrates from in-
side to outside the cell [50]. All the lead 
compounds except Marmesin were shown to 
be P-glycoprotein substrates which imply 
that they should be co-administered with a 
P-glycoprotein inhibitor to prevent a poten-
tial reduction in absorption and oral bioa-
vailability resulting in decreased retention 
time of the drug [51]. However, all lead 
compounds, and the standard showed no in-
hibition to P-glycoprotein I and II indicating 
less likelihood of its substrates inducing cel-
lular toxicity, and drug interactions [52, 53].  

The predicted metabolic behavior of 
bioactive compounds is a determinant of 
their inclusion or elimination in the drug dis-
covery process. The inhibition or non-inhi-
bition of the isomers of the Cytochrome 
P450 enzyme determines whether the drug 
candidates would undergo biotransformation 
or accumulate in the cellular spaces with 
toxic tendencies. If drug candidates are Cy-
tochrome P450 enzyme substrates they 
would be administered with inhibitors to fa-
cilitate their metabolism [54]. From Table 2, 
all lead compounds are neither inhibitors nor 
substrates of CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, 
CYP2D6, and CYP3A4 enzymes.  

The predicted excretion values for Total 
Clearance for the standard, and the lead com-
pounds are within the pharmacological range 
[23]. Similarly, they all are predicted to be 
non-substrates of Renal Organic Cation Trans-
porter 2 (OCT2). This implies that they will all 
be eliminated from the blood into the proximal 
tubular cell by the Renal OCT2 [24]. 

The toxicity profile for the standard and 
all lead compounds suggests that are non-mu-
tagenic, non- cardiotoxic, non-hepatotoxic, 
and non-dermatotoxic as revealed in their 
AMES toxicity, hERG I & II toxicity, hepa-
totoxicity, and skin Sensitization predictions 
respectively [28]. 
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The dose administered at clinical trials is 

determined by the maximum recommended tol-

erated dose. Values less than 0.477 log 

mg/kg/day are considered low while values 

higher than 0.477 log mg/kg/day are considered 

as high. From Table 2 the predicted values sug-

gest that Marmesinand Crinamidine are the most 

and least potent compounds respectively [55]. 

The predicted values for Oral Rat Acute Toxicity 

and Oral Rat Chronic Toxicity should be consid-

ered alongside factors such as concentration of 

drug, dose, and the length of time it is adminis-

tered [55]. In this study, the data on theoral rat 

acute and chronic toxicity were obtained from 

the pkCSMonline server. 

Inhibition of 50% of the growth of  

T. pyriformis, a protozoan bacterium (IGC50) 

is a toxicity marker in drug discovery. When 

the pIGC50 value is greater than -0.5 log Ug/L, 

the drug candidate is considered toxic. Results 

from Table 2, all lead compounds, and the 

standard are predicted to be toxic against  

T. pyriformis suggesting antibacterial effect 

properties (that might be unharmful to human 

cells) [55]. Similarly, in flathead Minnows, the 

log LC50 is the log of a compound that causes 

the death of 50% of the population. High acute 

toxicity is indicated by values less than 0.3 log 

mM. The results from Table 2 shows that all 

lead compounds and the standard are not toxic 

to Minnows [55]. 

Table 2 

Pharmacokinetic properties of ligands 
 Sinefungin 

(standard) 
Crinamidine Marmesin Sinensetin 

Water solubility (log mol/L) -2.892 -2.487 -2.21 -3.085 

Caco2 permeability (log Papp in 10-6 

cm/s) 
-0.933 0.54 0.377 -0.119 

Human Intestinal absorption (% 

Absorbed) 
32.936 51.799 48.119 60.725 

Skin Permeability (log Kp) -2.735 -2.735 -2.822 -2.735 

P-glycoprotein substrate (Yes/No) Yes Yes No Yes 

P-glycoprotein I inhibitor (Yes/No) No No No No 

P-glycoprotein II inhibitor (Yes/No) No No No No 

VDss (human) (log L/kg) 0.012 -1.386 -0.611 1.635 

Fraction unbound (human) (Fu) 0.383 0.488 0.397 0.263 

BBB permeability (log BB) -1.582 -0.665 -1.286 -0.927 

CNS permeability (log PS) -3.928 -3.101 -3.954 -3.265 

CYP2D6 substrate (Yes/No) No No No No 

CYP3A4 substrate (Yes/No) No No No No 

CYP1A2 inhibitor (Yes/No) No No No No 

CYP2C19 inhibitor (Yes/No) No No No No 

CYP2C9 inhibitor (Yes/No) No No No No 

CYP2D6 inhibitor (Yes/No) No No No No 

CYP3A4 inhibitor (Yes/No) No No No No 

Total Clearance (log ml/min/kg) 0.564 0.744 0.716 0.347 

Renal OCT2 substrate (Yes/No) No No No No 

AMES toxicity (Yes/No) No No No No 

Max. Tolerated dose (human) (log 

mg/kg/day) 
0.44 0.777 0.393 0.368 

hERG I inhibitor (Yes/No) No No No No 

hERG II inhibitor (Yes/No) No No No No 

Oral Rat Acute Toxicity (LD50)(mol/kg) 2.482 1.996 2.391 2.289 

Oral Rat Chronic Toxicity (log 

mg/kg_bw/day) 
3.081 2.278 3.756 2.929 

Hepatotoxicity (Yes/No) No No No No 

Skin Sensitization (Yes/No) No No No No 

T. Pyriformis toxicity (log ug/L) 0.285 0.285 0.286 0.296 

Minnow toxicity (log mM) 4.001 3.177 4.198 3.747 
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Molecular docking analyses of ligands 

against SARS-CoV-2 GNMT: In molecular 

docking, the binding affinity score is a meas-

ure of the ability of the small molecule to find 

the optimal conformation in the protein bind-

ing pocket. Hence, the ligand with the lower 

binding energy suggests the greatest binding 

affinity making it a possible drug candidate 

[56]. 

All lead compounds have shown greater 

potency as drug candidates because they all 

have a stronger binding affinity than the stand-

ard. Crinamidine has the strongest binding af-

finity of -8.5 Kcal/mol (Table 3). 

Table 3 

Molecular docking scores of ligands against SARS-CoV-2 GNMT 
Ligand Binding affinity (Kcal/mol)  

Sinefungin -7.6 

Crinamidine -8.5 

Marmesin 

Sinensetin 

-7.9 

-7.7 

 
Binding Site analyses: Hydrogen 

bonding plays an important role in many bio-
chemical processes such as protein-ligand in-
teractions. By displacing water molecules, it 
enhances ligand binding [57]. Also, the orien-
tation and length of an intermolecular hydro-
gen bond determine the direction and specific-
ity of ligand binding [58]. 

Hydrogen bonds (H-bonds) are abun-
dant in nature and are vital in protein folding, 
protein-ligand interactions as well as catalytic 

reactions. In biological systems, they are gen-
erally considered facilitators of protein-ligand 
binding [59, 60]. An increasing number of H-
bonds between protein and drug molecule in 
molecular simulations is indicative of a 
stronger binding affinity [61].  

Figures 4 & 5 and Table 4 reveal that 
while the standard has the highest number of 
intermolecular hydrogen bonds (eight) while 
Marmesin forms the least (one).  Of all the lead 
compounds, Crinamidine has the highest num-
ber of hydrogen bonds (four).  

 

 
a 

 
b 

 
c 

 
D 

Fig. 4. Binding site of SARS-CoV-2 GNMT interacting with standard and lead compounds;  

a: GNMT-Sinefungin complex; b: GNMT-Crinamidine complex;  

c: GNMT-Marmesin complex; d: GNMT-Sinensetin complex 

 
a 

 
b 

 
c 

 
d  

 

Fig. 5. Protein-Ligand interactions of SARS-CoV-2 GNMT with standard and lead compound.  

a: GNMT-Sinefungin complex; b: GNMT-Crinamidine complex; c: GNMT-Marmesin complex; 

d: GNMT-Sinensetin complex 
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Table 4 

Hydrogen bond analysis 

Complex 
Number of 

bonds 
Residues Distance (H-A) Distance (D-A) Bond angle 

GNMT-Sinefungin 8 VAL290 2.65 3.19 114.05 

  VAL290 2.05 2.9 145.62 

  GLY333 2.3 3.02 124.56 

  ASP352 1.96 2.87 151.24 

  ALA353 2.08 3.02 155.19 

  ALA353 2.99 3.92 157.5 

  GLN354 2.4 2.96 114.36 

  HIS427 3.18 3.86 125.1 

GNMT-Crinamidine 4 VAL290 3.34 4.04 129.2 

  ASP352 2.13 3.09 159.62 

  ALA353 3.38 3.95 118.21 

  ASN388 2.17 3.16 167.33 

GNMT-Marmesin 2 GLN354 3.46 3.78 101.13 

  HIS424 2.67 3.36 126.18 

GNMT-Sinensetin 1 ALA353 3.07 3.64 117.17 

 

 

All hydrogen bonds of the lead com-

pounds and standard fall within Pocket 41. 

Regarding the angles formed by hydrogen 

bonds, the standard forms four strong 

(greater than 130°) and four (less than 130°) 

hydrogen bonds with the target protein. Crin-

amidine forms two weak and two strong hy-

drogen bonds. Other lead compounds form 

only weak hydrogen bonds [62].  

Regarding the donor to acceptor dis-

tance, the standard formssix moderate  

(2.5-3.2 Å) and two weak (3.2-4.0 Å) hydro-

gen bonds with the target protein. Crin-

amidine forms two moderate and two weak 

hydrogen bonds. Marmesin and Sinensetin 

form only weak bonds [62]. 

The identification of potential protein-

ligand interactions is an integral aspect of 

drug discovery as it aids the discovery of 

possible new drug leads, thus contributing to 

the advancement from hits to leads and pre-

diction of likely explanations for side effects 

of approved drug candidates [63]. The most 

frequently observed interactions in ligand 

design are hydrophobic bonds, hydrogen 

bonds, and π-stacking, followed by weak hy-

drogen bonds, salt bridges, amide stacking, 

and cation–π interactions [64]. The presence 

of hydrophobic interactions and salt bridges 

further strengthens and stabilizes the protein-

ligand complexes [65].  

The salt bridge is the strongest non-cova-

lent bond, and it gives greater stability to the 

Protein-ligand complex [66]. From Table 5, 

GNMT-Crinamidine and GNMT-Marmesin 

complexes form salt bridges at residues 

ASP352 and HIS424 respectively. GNMT-

Marmesin also has the highest number of hy-

drophobic interactions. This suggests a 

slightly more atom-efficient binding than 

other complexes. GNMT-Crinamidine has 

also p-stacking contributing to the small mol-

ecule interaction. 
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Table 5 

Other Protein-ligand interactions 
 

 Hydrophobic Int. Salt bridge p-Stacking 

Complex Residue Distance Residue Distance Residue Distance 

GNMT-Sinefungin VAL290 3.85     

 PRO335 3.72     
       

GNMT-Crinamidine VAL290 3.82 ASP352 5.28 PHE426 4.78 

 PRO335 3.8     

 PHE426 3.74     
       

GNMT-Marmesin VAL290 3.79 HIS424 4.1   

 VAL290 3.85     

 PRO335 3.8     

 PHE426 3.61     

 PHE426 3.49     
       

GNMT-Sinensetin VAL290 3.9     

 ALA353 3.87     

 PHE426 3.68     

 PHE426 3.72     

 

Analysis of MDS 

Root Mean Square Deviation of 

Atomic Positions (RMSD): Through a com-

putational approach, the RMSD is used to as-

sess the quality of a reproduced binding pose. 

The new structures induced by simulation 

and/or ligand binding are compared to a ref-

erence structure where the RMSD is at zero. 

The structural distance between the Cα atoms 

of the protein backbone is used as a means of 

evaluation. Lower RMSD values show 

greater stability of the biological configura-

tion. Higher values suggest greater structural 

instability [56, 67, 68]. Fig. 6 is s screenshot 

showing the conformational changes the Apo 

and Holo structures underwent after the 

MDS. 

 
a 

 
b 

 
c 

 
d 

 
e 

 

Fig. 6. Cartoon model of the crystal structure of SARS-CoV-2 GNMT Apo and Holo-structures 

(without water and ions) after molecular dynamics simulation. Beta-sheets (yellow),  

Alpha helix (red) and Loops (green). a: GNMT; b: GNMT-Sinefungin complex;  

c: GNMT-Crinamidine complex; d: GNMT-Marmesin complex; e: GNMT-Sinensetin complex 
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In a 2-nanosecond trajectory, the RMSD 

of Apo and Holo-structures were measured over 

consistent time frames (Fig. 7 and Table 6). Of 

all the Holo-structures, the GNMT-Sinefungin 

complex has the least total and average RMSD 

values. The other lead compounds produced 

greater total and average RMSD values than 

the standard (Sinefungin). Crinamidine fol-

lowed closely by Sinensetin induced the great-

est total and average RMSD values. 

 

 
a 

 
b 

 
c 

 
d 

 
e 

 

 

Fig. 7.  RMSD for Apo and Holo-structures. a: GNMT; b: GNMT-Sinefungin complex; c: GNMT-

Crinamidine complex; d: GNMT-Marmesin complex; e: GNMT-Sinensetin complex 

 

There is a steep increase in RMSD of the 

simulated Apo protein relative to the crystal struc-

ture as the production time increased. The slope 

suggests that the RMSD values would increase 

with more simulation time. Similarly, the Holo-

structures formed by the Crinamidine and 

Sinensetin also showed a steep increase of RMSD 

values all through the trajectory showing instabil-

ity. This is also shown in the time frame in which 

their respective highest RMSD values were at-

tained (20 and 19 respectively). The GNMT-

Marmesin complex shows a gentle slope that flat-

tens towards the end of the trajectory. The 

GNMT-Sinefungin complex shows the greatest 

stability with the least gradient of the slope.  

The distribution of RMSD values of the Apo 

and Holo-structures (Fig. 8 and Table 6) sug-

gests that the greatest deviation to the right 

from the respective reference structures comes 

from the GNMT-Crinimadine complex. A total 

of 17 peaks were found between RMSD values 

3.0 to 5.0 Å for the GNMT-Crinimadine com-

plex while 17, 17, and 16 peaks were found in 

the same positions for the GNMT-Sinefungin, 

GNMT-Sinensetin, and GNMT-Marmesin 

complexes respectively. The GNMT-Crini-

madine complex shows a wider RMSD range 

than the GNMT-Sinefungin and GNMT-

Sinensetin complexes. This is because the 

GNMT-Crinimadine complex has a peak be-

tween the 5.00 -5.49 Å range while the 

GNMT-Sinefungin complex has no peak be-

yond 4.0 Å and GNMT-Sinensetin complex 

has no peak beyond 5.0 Å. 
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Beginning of Table 6 

Summary of data from Molecular Dynamics Simulations of Apo and Holo structures 

 of SARS-CoV-2 GNMT 

MDS Parameters GNMT 
GNMT-

Sinefungin 

GNMT-

Crinamidine 

GNMT-

Marmesin 

GNMT-

Sinensetin 

RMSD      

Total RMSD 67.269 65.504 77.78 66.383 77.69 

Average RMSD 3.203 3.119 3.704 3.16 3.67 

Lowest RMSD 0 0 0 0 0 

Highest RMSD 3.998 3.721 5.046 4.108 4.895 

Time Frame of Highest RMSD 17 16 20 17 19 

Time Frame of Lowest RMSD 1 1 1 1 1 

      

RMSD Peak Distribution      

0.00 – 0.49A 1 1 1 1 1 

0.50 – 0.99A 0 0 0 0 0 

1.00 – 1.49A 0 0 0 0 0 

1.50 – 1.99A 0 0 0 0 0 

2.00 – 2.49A 2 1 2 2 1 

2.50 – 2.99A 3 2 1 2 2 

3.00 – 3.49A 6 13 5 10 2 

3.50 – 3.99 9 4 1 5 5 

4.00 – 4.49 0 0 3 1 5 

4.50 – 4.99 0 0 7 0 5 

5.00 -5.49  0 0 1 0 0 

      

RMSF      

Total Global RMSF 861.45 708.39 1100.42 864.69 946.28 

Average Global RMSF 1.63 1.34 2.09 1.64 1.8 

Total Regional (Pocket 41) 

RMSF 
20.98 18.46 30.61 19.9 22.76 

Average Regional (Pocket 41) 

RMSF 
1.31 1.16 1.91 1.24 1.42 

Least Fluctuation 0.65 0.59 0.62 0.7 0.71 

Highest Fluctuation 6.68 6.04 7.1 6.55 6.83 

Range of RMSF 6.03 5.45 6.48 5.85 6.12 

      

PCA      

Total global motions (PC1, PC2 

& PC3) 
19.06382 19.42237 19.36949 19.6954 20.13226 

Average global motions (PC1, 

PC2 & PC3) 
0.03611 0.03685 0.03675 0.03737 0.0382 

Total Regional (Pocket 41) Mo-

tion (PC1, PC2 & PC3) 
0.44046 0.56208 0.55081 0.43385 0.55802 

Average Regional (Pocket 41) 

Motion (PC1, PC2 & PC3) 
0.02892 0.03513 0.03442 0.02712 0.03488 

      

PC1 Eigenvalue 46.19% 28.44% 70.47% 40.24% 54.26% 
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End of Table 6 

Summary of data from Molecular Dynamics Simulations of Apo and Holo structures 

 of SARS-CoV-2 GNMT 

MDS Parameters GNMT 
GNMT-

Sinefungin 

GNMT-

Crinamidine 

GNMT-

Marmesin 

GNMT-

Sinensetin 

PC2 Eigenvalue 16.23% 18.22% 10.06% 24.89% 11.73% 

PC3 Eigenvalue 8.31% 13.31% 3.97% 9.07% 8.23% 

Total 70.73% 59.97% 84.50% 74.20% 74.22% 

PC1 cosine content 0.694 0.725 0.885 0.802 0.726 

PC2 cosine content 0.592 0.003 0.452 0.635 0.553 

PC3 cosine content 0.000 0.021 0.259 0.582 0.273 
      

Radius of Gyration      

Average Gyration 6.9955 6.9929 6.9986 6.99292 6.9951 

Maximim Gyration 7.00071 6.99792 7.00598 6.99873 6.99983 

Minimum Gyration 6.99132 6.98818 6.98944 6.98703 6.98903 

Range of Gyration  0.0094 0.0097 0.01654 0.117 0.0108 

% Gyration 0.13 0.14 0.24 0.17 0.15 

Time Frame of Max. Gyr. 14 21 18 8 5 

Time Frame of Min.Gyr. 1 16 1 1 1 
      

B Factor      

Global Average B Factor 324.51 168.72 513.95 247.71 276.95 

Regional (Pocket 41) Average B 

Factor 
220.53 167.69 696.14 154.53 260.06 

 

a 
 

b 
 

c 

 
d  

e 

 

 

 

 

Fig. 8. RMSD histogram for Apo and Holo-structures. a: GNMT; b: GNMT-Sinefungin complex;  

c: GNMT-Crinamidine complex; d: GNMT-Marmesin complex; e: GNMT-Sinensetin complex 
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Put together, during the course of the 

simulation, the ligand-induced protein confor-

mations have changed between different time 

points in the trajectory. The RMSD data sug-

gests that Crinamdine, Marmesin, and 

Sinensetin in this order induced more struc-

tural distortion to GNMT than the standard. 

Crinamdine followed closely by Sinensetin 

showed the greatest ligand-induced instability 

of the viral protein.  

RMSF: The function of a protein is 

largely dependent on its function and dynam-

ics. Protein motions are global, regional (do-

main or active site), and local (residue). Protein 

dynamics can be evaluated through the meas-

ure of the root mean square fluctuations 

(RMSF) of aligned residues. [69]. 

From Figure 9 and Table 6, the total and 

average global RMSF is greater in the GNMT-

Crinamidine complex than all the other Holo-

structures and least in the GNMT-Sinefungin 

complex (Standard). In this regard, the 

GNMT-Crinamidine complex is followed by 

the GNMT-Sinestein complex. The total and 

average regional (pocket 41) RMSF remained 

highest in the GNMT-Crinamidine complex 

followed by the GNMT-Sinestein complex. 

The lowest values are seen in the GNMT-Sine-

fungin complex for Pocket 41. In a similar 

vein, the highest fluctuation and highest range 

of RMSF were found in the GNMT-Crin-

amidinecomplex is followed by the GNMT-

Sinestein complex. GNMT-Sinefungin com-

plex (Standard) had the lowest values. 

Put together, Crinamidine showed the 

most instability with the greatest fluctuations 

at both global and regional sites followed by 

Sinensetin. Globally, Sinefungin showed the 

least fluctuation at the regional (Pocket 41) 

site. 

Radius of Gyration: TheRoG analysis is 

run to indicate or ascertain the compactness of 

the secondary structures within the 3D struc-

ture of the protein. It is measured from the cen-

ter of mass of the molecule with a high RoG 

suggesting loose packing while a low RoG 

suggests a tight packing of the protein [70]. 

 

 
a 

 
b 
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e 

 

 

 

 

Fig. 9.  Per-residue RMSF for Apo and Holo-structures.  

a: GNMT; b: GNMT-Sinefungin complex; c: GNMT-Crinamidine complex;  

d: GNMT-Marmesin complex; e: GNMT-Sinensetin complex 
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Fig. 10.  Radius of gyration for Apo and Holo-structures. 

 a: GNMT; b: GNMT-Sinefungin complex; c: GNMT-Crinamidinecomplex;  

d: GNMT-Marmesin complex; e: GNMT-Sinensetin complex 

 

 

Graphical representation of the RoG re-

veals that the GNMT-Crinamindine complex 

has a steep slope in the upward direction show-

ing the least compactness. The GNMT-Sine-

fungin complex also progressed upwardly 

howbeit with a gentle slope (Figure 10). The 

GNMT-Marmesin complex shows a gentle 

slope with a downward trend as the trajectory 

progressed. The GNMT-Sinensetin appears to 

be flat with a slight downward trend. 

Trajectory data for RoG reveals that the 

GNMT-Crinamindine complex had the highest 

values of average gyration, range of gyration, 

and percentage gyration over the trajectory. 

This made it the least compact of all the Holo-

structures. The GNMT-Sinefungin complex is 

the most compact and only marginally differ-

ent from the GNMT Marmesin complex. (Ta-

ble 6). Put together, the Crinamdine followed 

closely by Sinensetin induced the greatest con-

formational changes on the target protein as 

shown by the least compactness. This suggests 

that they are better GNMT inhibitors than the 

standard. 

B-Factor: The B-Factor or Temperature 

factor is an evaluation of the thermostability of 

the protein molecule as it measures the internal 

atomic motions as reflected in their flexibility 

or rigidity [71]. The B-factor also directly im-

pacts the residual factor (R factor) which is a 

determinant of the stereochemical quality of 

protein structure coordinates [72].  

From Figure 11 and Table 6, the graph-

ical plots of the B factor values show high val-

ues at the termini of the protein molecules sug-

gesting molecular flexibility at these ends, and 

that the GNMT-Sinefungin complex is the 

most thermally stable of all the Holo-struc-

tures. The global average B-Factor value of the 

GNMT-Crinamidine complex is the highest of 

all the Holo-structures while the GNMT-Sine-

fungin has the lowest value.  
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Fig. 11.  B Factor for Apo and Holo-structures. a: GNMT; b: GNMT-Sinefungin complex; 

 c: GNMT-Crinamidine complex; d: GNMT-Marmesin complex; e: GNMT-Sinensetin complex 

 

 

This suggests that at the global level the 

lead compounds-induced conformations are 

more thermally unstable than the conformation 

induced by the standard. In a similar vein, data 

of the regional average B factor obtained from 

Pocket 41 suggests that the GNMT-Crin-

amidinecomplex has the highest values of all 

the Holo-structures and this was followed by 

the GNMT-Sinensetin complex. In only the 

GNMT-Crinamideine complex, the average B-

factor value for the Pocket 41 is higher than 

that of the global average. The GNMT-Marme-

sin complex has the least B factor value at the 

regional level. Put together, the greatest tem-

perature-dependent atomic vibrations were in-

duced by Crinamidine binding causing the 

greatest dynamic disorder of the GNMT stere-

ochemistry. 
Principal components Analysis (PCA): 

New conformations are generated during the 
molecular dynamic simulation of a protein. 
The statistical significance of these confor-
mations is determined by the use of principal 
component analysis (PCA) [73]. Of all the 
Holo-structures, the total global motions 
(mean of PC1, PC2, and PC3) were highest in 
the GNMT-Sinensetincomplexand least in the 
GNMT-Crinamidine complex.  However, the 
total regional motions (mean of PC1, PC2 & 
PC3) were highest in the GNMT-Sinefungin 
complex followed closely by the GNMT-
Sinensetin and GNMT-Crinamidine com-
plexes (Figure 12 and Table 6). 
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Fig. 12. Principal component analysis cluster plot of Apo and Holo-structures. 

The projection of trajectory onto 1st few eigenvectors for: a: GNMT;  

b: GNMT-Sinefungin complex; c: GNMT-Crinamidine complex;  

d: GNMT-Marmesin complex; e: GNMT-Sinensetin complex 

 

Specifically, based on the greatest mo-

tions, the best global conformations are PC2 of 

the Apo protein, PC1 of the GNMT-Sinefungin 

complex, PC1 of the GNMT-Crinamidine 

complex, PC1 of the GNMT-Marmesin com-

plex, and PC3 of the GNMT-Sinensetin com-

plex. Of all these Holo structures, the GNMT-

Sinensetin complex has the greatest motion. 

Similarly, the best conformations that pro-

duced the greatest motions at Pocket 41 are 

PC3, PC3, PC3, PC1, and PC2 of the Apo pro-

tein, GNMT-Sinefungin complex, GNMT-

Crinamidine complex, GNMT-Marmesin 

complex, and the GNMT-Sinensetin com-

plexes respectively. Of all these Holo-struc-

tures, the GNMT-Crinamidine complex has 

the greatest motion at the Pocket 41. 

The convergence of the MD simulation 

is revealed by the cosine contents of the prin-

cipal components. Convergence shows sam-

pling quality, accuracy, and reproducibility. 

Table 6 shows the results of the cosine content. 

They show good quality except for a slight 

non-convergence at the PC3 of the GNMT-

Sinefungin complex [74]. 

The dynamic cross-correlation (DCC) 

analysis: This is a standard method for analyz-

ing significant intermolecular contacts that are 

rapidly substituted by side-chain flipping in mo-

lecular dynamic simulations [75]. The dynamic 

cross-correlation map captures the multimodal 

characteristics of atoms, especially at the inter-

face of macromolecules by quantifying the cor-

relation coefficients of motions between atoms 

depicting data as positive and negative correla-

tion effect of amino acids [75, 76].  

From Figure 13, the strongest overall 

anti-correlated motion of residues occurred in 

the GNMT-Crinamidine complex. The active 

site of GNMT fall within the range of residues 

289-426. The GNMT-Sinefungin complex 

showed non-correlated between residues 300-

400 while the other residues in the active site 

showed moderate anti-correlation motions.  
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Fig. 13. Dynamic cross correlation map Apo and Holo-structures of 1m4k Purple represents anti-

correlated, dark cyan represents fully correlated while white and cyan represents moderately 

 and uncorrelated respectively. 1.0= correlated; 0 is non-correlated; and -1.0 is anti-correlated. 

a: GNMT; b: GNMT-Sinefungin complex; c: GNMT-Crinamidine complex;  

d: GNMT-Marmesin complex; e: GNMT-Sinensetin complex 

 

 

 

 

The GNMT-Crinamidine complex 

showed strong anticorrelation motions be-

tween residues 250-450 which covers the 

whole area of the active site. The GNMT-

Marmesin complex shows moderate anticorre-

lated motions at approximate residues 280-

300, predominantly non-correlated motions 

between residues 300-350, and predominantly 

moderate anticorrelated motions from residues 

350-400. The GNMT-Sinensetin complex 

showed non-correlation, moderate correlation, 

and moderate anticorrelation motions between 

residues 250-300. However, the greater portion 

consisting of residues 300-450 show moderate 

anticorrelation motions. 

Put together, the greatest anticorrelation 

motions both globally and regionally (at the ac-

tive site) were found in the GNMT-Crinamidine 

complex suggesting the greatest inhibitory ac-

tivity. The heat map of the GNMT-Sinensetin 

complex also suggests a greater inhibitory ac-

tivity than the standard at the active site. 

The compounds all showed good oral 

bioavailability properties except for the 

Standard which has a high TPSA value. The 

standard, and the lead compounds all 

showed favorable absorption, metabolism, 

excretion, and toxicity properties. The distri-

bution pharmacokinetics are generally fa-

vorable except that all the compounds have 

a poor CNS permeability, poor BBB (except 

standard and Marmesin) and they are P-gly-

coprotein substrates (except Marmesin). The 

standard has the highest number of hydrogen 
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bonds formed within the active site followed 

by Crinamidine. The trajectory data such as 

RMSD, RMSF, B-Factor, DCCM, and RoG, 

suggests that Crinamidine proved to cause 

the greatest distortion to the target protein 

while the standard caused the least at the 

global and regional levels (Pocket 41). Spe-

cifically, of all the compounds, the PC3 of 

Crinamidine is the conformation caused the 

greatest distortion at the active site. 

Isolated for the Streptomyces species, 

Sinefungin is a natural nucleoside that is a 

derivative of S-adenosylmethionine (SAM) 

[77]. It has shown a wide range of biological 

effects which include amoebicidal, antifun-

gal, antibacterial (Streptococcus pneu-

moniae) and antiparasitic (Plasmodium, ma-

larial, trypanosomal, and leishmanial spe-

cies) activities [77, 78,79,80].The antiviral 

activity of Sinefungin has also been estab-

lished as it has been shown to be an inhibitor 

of mRNA(guanine-7-)-methyltransferase, 

mRNA(nucleoside-2'-)-methyltransferase, 

and DNA methyltransferases [81, 82].  Sine-

fungin is has been shown to inhibit the mul-

tiplication of feline herpesvirus type I, New-

castle disease and vaccinia virus [82, 83].   

Crinamidine is an alkaloid obtained 

fromCrinumlatifolium and Talinum triangu-

lare. In Chinese ethnomedicine, the antiviral 

and antitumor properties of the extract of 

Crinum latifolium have been reported [84, 

85]. Sinensetincan be found in orange (Cit-

rus sinensis) peel, and it has a wide range of 

biological activity such as antiviral, anti-

cancer, antitumor, anti-inflammatory. 

Sinensetin is an important ingredient of the 

aqueous extract of Orthosiphon stamineus 

extract which has shown inhibitory proper-

ties against Herpes Simplex Virus type 1 

[86, 87]. Marmesincan be found in mango 

and wheat [88]. Its inhibitory activity against 

the Epstein-Barr virus (EBV) has been re-

ported [89]. 

Conclusion. After the virtual screening 

of a library of 1,048 natural compounds against 

the SARS-CoV-2 GNMT, three lead com-

pounds namely Crinamidine, Sinensetin and 

Marmesin were identified. Overall, the lead 

compounds proved to be better drug candidates 

than the standard in the following order: Crin-

amidine, Sinensetin and Marmesin. 

It is recommended that the inhibitory 

effect of Crinamidine, Sinensetin and 

Marmesin on the active site of SARS-CoV-2 

GNMT should be further investigated.  
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Резюме 

Актуальность: Митохондриальная дисфункция является существенной составляющей пато-

генеза гиперцитокиновой нейротоксичности и представляет собой перспективную фармакоте-

рапевтическую мишень. Цель исследования: Оценить влияние коричных кислот на измене-

ние митохондриальной функции в ткани головного мозга у крыс в условиях эксперименталь-

ной гиперцитокинемии. Материалы и методы: Гиперцитокинемию моделировали у крыс пу-

тем внутрибрюшинного введения липополисахарида в дозе 10 мг/кг. Исследуемые соединения 

(коричную, феруловую, кумаровую, кофейную, синаповую кислоты) и препарат сравнения 

(этилметилгидроксипиридина сукцинат) вводили в дозе 100 мг/кг, перорально на протяжение 

14 дней с момента введения липополисахарида. Далее у крыс оценивали изменение невроло-

гического дефицита и в митохондриальной фракции головного мозга определяли активность 

сукцинатдегидрогеназы и цитохром-с-оксидазы, концентрацию митохондриального перок-

сида водорода и супероксид-радикала. Результаты: Применение препарата сравнения, кофей-

ной и кумаровой кислот и в меньшей степени коричной кислоты способствовало уменьшению 

неврологического дефицита у крыс (на 38,5%; 42,3% 40,4% и 21,2% соответственно, все пока-

затели p<0,05 относительно группы животных негативного контроля), при увеличении актив-

ности сукцинатдегидрогеназы (на 23,0% (p<0,05); 30,0% (p<0,05) и 20,0% (p<0,05), коричная 

кислота значимого влияния на активность фермента не оказала) и цитохром-с-оксидазы (на 

22,2%; 34,4%; 32,2%; и 22,2% соответственно, все показатели p<0,05 относительно группы 

животных негативного контроля), а также снижении концентрации супероксид радикала (на 

38,8%; 48,8%;46,3%;и 33,4% соответственно, все показатели p<0,05 относительно группы жи-

вотных негативного контроля) и пероксида водорода (на 25,0% (p<0,05); 54,2% (p<0,05); 50,4% 

и 27,9% (p<0,05) соответственно). При этом, антирадикальная активность и изменение актив-

ности сукцинатдегидрогеназы коррелировало с нормальным градиентом молекул. Заключе-

ние: Исследование показало возможность применения коричных кислот, содержащих свобод-

ные гидроксильные группы в ароматическом кольце, для коррекции постгиперцитокиновой 

нейротоксичности. 

Ключевые слова: коричные кислоты; нейротоксичность; митохондриальная дисфункция; ги-

перцитокинемия 
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Abstract 

Background: Mitochondrial dysfunction is an essential component of the hypercytokine neurotoxi-

city pathogenesis and is a promising pharmacotherapeutic target. The aim of the study: To evaluate 

the effect of cinnamic acids on changes in mitochondrial function in brain tissue of rats under exper-

imental hypercytokinemia. Materials and methods: Hypercytokinemia was modeled in rats by in-

traperitoneal injection of lipopolysaccharide at a dose of 10 mg/kg. The test compounds (cinnamic, 

ferulic, coumaric, caffeic, synapic acids) and the reference medicine (ethylmethylhydroxypyridine 

succinate) were administered at a dose of 100 mg/kg, orally for 14 days from the moment of lipopol-

ysaccharide injection. Further, changes of neurological deficits in rats and the activity of succinatede-

hydrogenase and cytochrome-c-oxidase were assessed, the concentration of mitochondrial hydrogen 

peroxide and superoxide radical were determined in the mitochondrial fraction of the brain. Results: 

The use of the reference, caffeic and coumaric acids and, to a lesser extent, cinnamic acid contributed 

to a decrease in neurological deficit in rats (by 38.5%; 42.3%, 40.4% and 21.2%, respectively, all 

indicators p<0.05 relative to the negative control group of animals), with an increase in succinate 

dehydrogenase activity (by 23.0% (p<0.05); 30.0% (p<0.05) and 20.0% (p<0.05), cinnamic acid had 

no significant effect on enzyme activity) and cytochrome- c-oxidase (by 22.2%; 34.4%; 32.2%; and 

22.2%, respectively, all indicators p<0.05 relative to the group of negative control animals), as well 

as a decrease in the concentration of superoxide radical (by 38.8%; 48.8%; 46.3%; and 33.4%, re-

spectively, all indicators p<0.05 relative to the negative control group of animals) and hydrogen per-

oxide (by 25.0% (p<0.05); 54.2% (p<0.05); 50.4% and 27.9% (p<0.05), respectively). At the same 

time, the antiradical activity and the change in the activity of succinatedehydrogenase correlated with 

the normal gradient of the molecules. Conclusion: The study showed the possibility of using cin-

namic acids containing free hydroxyl groups in the aromatic ring to correct posthypercytokine neu-

rotoxicity. 

Keywords: cinnamic acids; neurotoxicity; mitochondrial dysfunction; hypercytokinemia 
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Введение. Гипперцитокиновые рас-

стройства, такие как «цитокиновый шторм» 

наносят огромный ущерб организму чело-

века. В результате массированного выброса 

в системный кровоток провоспалительных 

цитокинов отмечается развитие полиорган-

ной недостаточности, в ходе которой 

прежде всего повреждаются сердечно-сосу-

дистая, дыхательная и выделительная си-

стемы [1]. Также было установлено, что ги-

перпродукция цитокинов (фактор некроза 

опухоли -α (ФНО-α), интерлейкин-6 (ИЛ-6) 

и интерлейкин 1-β (ИЛ-1β)) и вызываемые 

ими эффекты негативно отражаются на 

структурно-функциональной целостности 

нейронов головного мозга, запуская про-

цессы нейровоспаления [2]. Активация про-

цессов воспаления мозговой ткани приво-

дит к повреждению эндотелия мозговых со-

судов, увеличению проницаемости гемато-

энцефалического барьера, эксайтотоксич-

ности, дегенерации аксонов, нейромедиа-

торному дисбалансу и ухудшению клеточ-

ного метаболизма [3].  

Также, воспалительные процессы в 

ткани головного мозга могут активиро-

ваться не только провоспалительными ци-

токинами или хемокинами. Не последнюю 

роль в нейровоспалении играют активные 

формы кислорода (АФК), провоспалитель-

ные ферменты, такие как индуцибельная 

синтаза оксида азота (iNOS) и вторичные 

мессенджеры. На сегодняшний день уста-

новлено, что повышению интенсивности 

нейровоспалительных реакций способ-

ствуют «неклассические» соединения, 

например, вещества, образующиеся в ходе 

деструкции митохондрий клетки [4]. Мито-

хондрии содержат целый ряд потенциально 

сильных провоспалительных агентов, та-

ких как митохондриальная ДНК (мтДНК), 

цитохром С, кардиолипин, формилпеп-

тиды, которые в определенных условиях 

могут приобретать иммуногенные свой-

ства. Одной из таковых причин является 

окислительная модификация митохондрий 

под действием прооксидантов с последую-

щей их гибелью [5]. В результате лизиса 

митохондрий окисленная мтДНК иниции-

рует вторичный выброс цитокинов/хемоки-

нов глиальными клетками, усиливая нейро-

воспалительные процессы. Также клетки 

глии могут активироваться избытком моле-

кул АТФ, увеличивая экспрессию гена 

ИЛ-6 [6].  

В этой связи можно предположить, 

что сохранение целостности митохондрий, 

а также стабилизации их функции может 

уменьшить негативное влияние цитокинов 

на клетки головного мозга [7].  

В коррекции митохондриальных 

нарушений все большую актуальность при-

обретают соединения природного проис-

хождения, которые выгодно отличаются от 

веществ, полученных синтетическим пу-

тем, оптимальным соотношением эффек-

тивность/безопасность. Установлено поло-

жительное влияние на изменение функцио-

нальной активности митохондрий ресвера-

трола, диосмина, куркумина, ди/ и тритепе-

ноидов, гераниола и ряда других соедине-

ний [8]. В литературе приводятся сведения 

о митохондриотропной активности произ-

водных коричной кислоты, в частности, мо-

дифицированная трифенилфосфониевым 

катионом кофейная кислота проявляла 

свойства эффективного антиоксиданта, по-

давляя образование митохондриального пе-

роксида водорода [9]. Также ранее прове-

денные исследования показали, что приме-

нение производных коричной кислоты при 

ишемии мозга способствовало восстанов-

лению активности ферментов митохондри-

ального происхождения – аконитазы, цит-

ратсинтазы и α-кетоглутаратдегидрогеназы 

[10]. Таким образом, можно предположить, 

что на фоне введения коричных кислот бу-

дет отмечаться снижение степени повре-

ждения головного мозга, опосредованного 

гиперпродукцией цитокинов.  

Цель исследования. Оценить влия-

ние производных коричной кислоты на из-

менение митохондриальной функции в го-

ловном мозге у крыс в условиях экспери-

ментальной гиперцитокинемии.  

Материалы и методы исследова-

ния. Исследование выполнено на 80 кры-

сах-самцах линии Wistar (половозрелые, 

масса тела – 200-220 грамм). Животные 
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были получены из лаборатории живых си-

стем Пятигорского медико-фармацевтиче-

ского института и на время исследования 

содержались в контролируемых условиях 

экспериментального вивария при темпера-

туре воздуха 18-22 ⁰С, относительной влаж-

ности 50-60% и 12-ти часовой смене суточ-

ного цикла. Дизайн исследования, биомето-

дологические техники и содержание живот-

ных соответствовали принципам ARRIVE 

2.0. [11]. Гиперцитокинемию у крыс вос-

производили путем интраперитонеального 

введения липолисахарида E.coli в дозе  

10 мг/кг [12]. В ходе проведения исследова-

ния экспериментальные группы формиро-

вались методом рандомизации по массе 

тела. Были выделены следующие группы 

животных: ИН – интактные животные, НК 

– негативный контроль, группа животных, 

которой вводили референтный препарат 

этилметилгидроксипиридина сукцинат 

(Мексидол, ФАРМАСОФТ, Россия) в дозе 

100 мг/кг (per os) и группы крыс, получав-

ших изучаемые соединения – коричную 

кислоту, кофейную кислоту, кумаровую 

кислоту, синаповую и феруловою кислоты 

в дозе 100 мг/кг (per os) каждое соединение 

[10]. Выбор препарата сравнения основан 

на исследовании, проведенном Кировой 

Ю.И., с соавт. 2020, в котором показано, 

что применение этилметилгидроксипири-

дина сукцината увеличивает митохондрио-

генез в головном мозге, посредством взаи-

модействия с регуляторным сукцинатным 

рецептором SUCNR1. [13]. 

Исследуемые объекты были предо-

ставлены Hunan Warrant Pharmaceuticals 

(КНР). Препарат сравнения и анализируе-

мые вещества вводили на протяжение 14 

дней с момента введения бактериального 

липополисахарида. Продолжительность 

введения исследуемых соединений и рефе-

рента обусловлена особенностями экспери-

ментальной модели гиперцитокинемии. Да-

лее у животных оценивали изменение 

неврологического дефицита по шкале 

МcGraw [14], производили забор биомате-

риала и осуществляли оценку изменения 

митохондриальной функции в ткани голов-

ного мозга.  

Митохондриальную фракцию голов-

ного мозга получали путем градиентного 

центрифугирования гомогената головного 

мозга, для чего головной мозг гомогенизи-

ровали в среде 1 ммоль ЭГТА + 215 ммоль 

маннита + 75 ммоль сахарозы + 0,1% рас-

твор БСА + 20 ммоль HEPES, при рН 7,2. 

Гомогенат центрифугировали в течение  

2 минут при ускорении 1100g. Супернатант 

переносили в пробирки Эппендорф и насла-

ивали 10%-раствор перколла (Sigma-

Aldrich). Полученную смесь повторно цен-

трифугировали в течение 10 минут при 

ускорении 18000g. Надосадочную жид-

кость отбрасывали, осадок ресуспендиро-

вали в 1 мл изолирующей среды и центри-

фугировали в течение 5 минут при 10 000 g. 

[15]. 

Полученную надосадочную фракцию 

удаляли для определения активности цито-

хром-с-оксидазы и сукцинатдегидроге-

назы, а также концентрации митохондри-

ального пероксида водорода и супероксид-

радикала. Активность цитохром-с-окси-

дазы определяли в митохондриальной 

фракции по изменению оптической плотно-

сти среды реакции окисления цитохрома С 

(II) в присутствии KCN при 500 нм. [16]. 

Активность сукцинатдегидрогеназы оцени-

вали спектрофотометрически в реакции 

сукцинат-зависимого восстановления ди-

хлорфенолиндофенола при добавлении в 

анализируемую среду ротенона при 600 нм. 

[17]. Оптическую плотность смесей реги-

стрировали на спектрофотометре ПРОМ-

ЭКОЛАБ ПЭ-5300В в кюветах с длиной оп-

тического пути 10 мм. Активность фермен-

тов выражали в Ед/мг белка. Содержание 

белка в анализируемых образцах оценивали 

по методу Бредфорда. Концентрацию мито-

хондриального пероксида водорода изме-

ряли по изменению флуоресцентного сиг-

нала, окрашенного резоруфина при длине 

волны возбуждения/эмиссии 570/585 нм. 

Содержание супероксид-радикала в анали-

зируемых образцах определяли по измене-

нию флуоресцентного сигала дигидроэти-

дий бромида при длине волны возбужде-

ния/эмиссии 480/610 нм. [18]. С целью вы-
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явления некоторых закономерностей соот-

ношения структура-активность в ряду ис-

следуемых веществ был произведен расчет 

квантово-химических параметров, характе-

ризующих целевые свойства молекул: теп-

лота образования (ккал/моль), общая энер-

гия (ЕВ), электронная энергия (ЭВ), энер-

гия межъядерного взаимодействия (ЕВ), 

нормальный градиент, дипольный момент, 

потенциал ионизации (ЕВ), энергия 

наивысшей занятой молекулярной орби-

тали (ЕВ) и энергия низшей занятой моле-

кулярной орбитали (ЕВ). Расчет произве-

ден с применением программного обеспе-

чения MOPAC 2016 c протоколом PM7. 

Статистическую обработку получен-

ных результатов осуществляли с примене-

нием программного пакета STATISTICA 

6.0 (StatSoft). Данные выражали в виде 

M±SEM (среднее ± стандартная ошибка 

среднего). Нормальность распределения 

оценивали с помощью критерия Шапиро-

Уилка, однородность дисперсия –  

с применением критерия Левена. Статисти-

ческую значимость отличий между груп-

пами проводили методом однофакторного 

дисперсионного анализа с пост-обработкой 

Ньюмена-Кейсла при критическом уровне 

значимости p<0,05. Корреляционный ана-

лиз выполнен согласно критерию Пирсона.  

Результаты исследования. В ходе 

оценки изменения неврологического дефи-

цита (рис. 1) было установлено, что у НК 

группы крыс по отношению к ИН крысам 

наблюдалось повышение суммарного балла 

неврологического дефицита в 12,1 раза 

(p<0,05). На фоне введения Мексидола от-

мечено снижение степени выраженности 

неврологической симптоматики в сравне-

нии с НК группой на 38,5% (p<0,05), в то 

время как при применении изучаемых со-

единений – коричной, кофейной, феруло-

вой, кумаровой и синаповой кислот данный 

показатель уменьшился на 21,2% (p<0,05), 

42,3% (p<0,05), 23,1 %(p<0,05),40,4% 

(p<0,05) и 25,0 % (p<0,05) соответственно.  

 

 
 

Примечание: # – статистически достоверно относительно ИН группы; * – статистически достоверно относи-

тельно НК группы. Во всех случаях критерий Ньюмена-Кейсла p<0,05. 

Рис. 1. Влияние изучаемых соединений и препарата сравнения на изменение неврологиче-

ского дефицита у животных в условиях гиперцитокинемии 
Note: # – statistically significant relative to the group ID; * – statistically significant relative to the NC group. In all cases, 

the Newman-Keuls test p<0.05. 

 

Fig. 1. Effect of the studied compounds and the reference medicine on the change  

of neurological deficit in animals under conditions of hypercytokinemia 
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Дальнейший ход исследования пока-
зал, что концентрация митоходриального 
пероксида водорода (рис. 2) и супероксид-
радикала (рис. 3) в мозговой ткани у крыс 
НК группы была выше такового у ИН 
группы животных в 3,0 (p<0,05) и  
4,0 (p<0,05) раза соответственно. Примене-
ние Мексидола способствовало уменьше-
ние содержания в митохондриальной фрак-
ции, как пероксида водорода, так и супе-
роксид-радикала по отношению к НК 
группе животных на 25,0% (p<0,05) и 38,8% 
(p<0,05) соответственно.  

В ряду изучаемых веществ наиболее 
выраженные антирадикальные свойства 
были установлены для кофейной и кумаро-
вой кислот, введение которых способство-
вало уменьшению концентрации пероксида 
водорода на 54,2% (p<0,05) и 50,4% 

(p<0,05) соответственно, а супероксид-ра-
дикала на 48,8 % (p<0,05) и 46,3% (p<0,05) 
соответственно. Несколько меньшую ак-
тивность проявляла коричная кислота, на 
фоне применения которой содержание ми-
тохондриального пероксида водорода и су-
пероксид-радикала уменьшилось на 27,9% 
(p<0,05) и 33,4% (p<0,05) в сравнении с по-
казателями НК группы крыс. При этом, 
концентрация пероксида водорода при при-
менении кофейной и кумаровой кислот 
была ниже, чем у группы крыс, получавшей 
Мексидол на 38,8 (p<0,05) и 33,3% (p<0,05) 
соответственно. Стоит отметить, что при-
менение феруловой и синаповой кислот 
значимого влияния на изменение содержа-
ния пероксида водорода и супероксид-ра-
дикала в митохондриальной фракции го-
ловного мозга не оказало. 

 

 

 
Примечание: # – статистически достоверно относительно ИН группы; * – статистически достоверно  

относительно НК группы; Δ – статистически достоверно, относительно животных, которым вводили Мексидол. 

Во всех случаях критерий Ньюмена-Кейсла p<0,05. 

Рис. 2. Влияние изучаемых соединений и препарата сравнения на изменение концентрации 

пероксида водорода в митохондриальной фракции головного мозга у животных  

в условиях гиперцитокинемии 
Note: # – statistically significant relative to the group ID; * – statistically significant relative to the NC group; Δ – statis-

tically significant, relative to the animals that were injected with Mexidol. In all cases, the Newman-Keuls test p<0.05. 

Fig. 2. Effect of the studied compounds and the reference medicine on the change in the concentra-

tion of hydrogen peroxide in the mitochondrial fraction of the brain in animals under conditions  

of hypercytokinemia 
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Примечание: # – статистически достоверно относительно ИН группы; * – статистически достоверно относи-

тельно НК группы. Во всех случаях критерий Ньюмена-Кейсла p<0,05. 

Рис. 3. Влияние изучаемых соединений и препарата сравнения на изменение концентрации 

супероксид-радикала в митохондриальной фракции головного мозга у животных  

в условиях гиперцитокинемии 
Note: # – statistically significant relative to the group ID; * – statistically significant relative to the NK group. In all cases, 

the Newman-Keuls test p<0.05. 

Fig. 3. Effect of the studied compounds and the reference medicine on the change in the concentra-

tion of the superoxide radical in the mitochondrial fraction of the brain in animals under conditions 

of hypercytokinemia 

 

 

Анализ изменения активности сукци-

натдегидрогеназы (рис.4) позволил устано-

вить, что у крыс НК отмечено снижение ак-

тивность данного энзима относительно ИН 

группы на 38,9% (p<0,05), при уменьшении 

активности цитохром-с-оксидазы (рис. 4) в 

2,0 раза (p<0,05). Применение Мексидола 

способствовало повышению активности 

сукцинатдегидрогеназы и цитохром-с-ок-

сидазы в сравнении с НК группой живот-

ных на 23,6% (p<0,05) и 22,2% (p<0,05) со-

ответственно. Также каталитические свой-

ства сукцинатдегидрогеназы и цитохром-с-

оксидазы увеличились при введении жи-

вотным кофейной кислоты (на 30,0% 

(p<0,05) и 34,4%(p<0,05) соответственно) и 

кумаровой кислоты (на 20,0 %(p<0,05) и 

32,2% (p<0,05) соответственно). У крыс, 

получавших коричную кислоту отмечено 

повышение активности цитохром-с-окси-

дазы в сравнении с показателем НК группы 

на 22,2%(p<0,05).  

Проведенный в дальнейшем корреля-

ционный анализ взаимосвязи активности и 

изменения квантово-химических парамет-

ров молекул (табл. 1) позволил установить, 

что в ингибирующая активность в отноше-

ние супероксид-радикала в наибольшей 

степени зависит от нормального градиента 

(r=-0,96587). 
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Примечание: СДГ – сукцинатдегидрогеназа; СОХ – цитохром-с-оксидаза; # – статистически достоверно относи-

тельно ИН группы; * – статистически достоверно относительно НК группы. Во всех случаях критерий Ньюмена-

Кейсла p<0,05. 

Рис. 4. Влияние изучаемых соединений и препарата сравнения на изменение активности  

сукцинатдегидрогеназы и цитохром-с-оксидазы в митохондриальной фракции головного 

мозга у животных в условиях гиперцитокинемии 
Note: СДГ – succinate dehydrogenase; СОХ – cytochrome c oxidase; # – statistically significant relative to the group 

ИН; * – statistically significant relative to the НК group. In all cases, the Newman-Keuls test p<0.05. 

Fig. 4. Effect of the studied compounds and the reference medicine on the change in the activity  

of succinatedehydrogenase and cytochrome-c oxidase in the mitochondrial fraction  

of the brain in animals under conditions of hypercytokinemia 

Таблица 1  

Квантово-химические параметры, используемые при проведении 

 корреляционного анализа 

Table 1 

Quantum-chemical parameters used in the correlation analysis 

Параметр 
Коричная 

кислота 

Кофейная 

кислота 

Феруловая 

кислота 

Кумаровая 

кислота 

Синаповая 

кислота 

Теплота образования, 

ккал/моль 
-46,881 -138,52093 -92,08089 -165,61028 -133,52933 

Общая энергия, ЕВ 

-

1803,48678 
-2394,44371 -2098,94702 -2988,56099 -2543,95571 

Электронная энергия, ЕВ 

-

8793,15092 
-12030,2032 -10324,3609 17459,3008 -13664,3484 

Энергия межядерного взаи-

модействия, ЕВ 
6989,66414 9635,75953 8225,4139 14470,73981 11120,39266 

Нормальный градиент 0,68336 0,9593 0,75388 0,89961 0,91461 

Дипольный момент 5,04333 3,71918 6,25115 6,90021 4,48361 

Потенциал ионизации, ЕВ 10,05844 9,031399 9,517903 8,945714 8,851467 

Энергия наивысшей занятой 

молекулярной орбитали, ЕВ 
-10,058 -9,031 -9,518 -8,946 -8,851 

Энергия низшей занятой мо-

лекулярной орбитали, ЕВ 
-0,847 -0,465 -0,852 -0,485 -0,35 

 

Сильная корреляция была установ-

лена между способностью изучаемых ве-

ществ ингибировать образование пероксида 

водорода и нормальным градиентом  

(r=-0,802155). Также с изменением нормаль-

ного градиента сильно коррелировало изме-

нение активности сукцинатдегидрогеназы 

(r=0,864808). Стоит отметить, что выражен-
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ных взаимосвязей между квантово-химиче-

скими параметрами исследуемых веществ и 

изменением активности цитохром-с-окси-

дазы не прослеживалось (табл. 2).  

Таблица 2 

Значение полученных коэффициентов корреляции 

Table 2 

 The value of the obtained correlation coefficients 

Параметр 
Супероксид, 

нмоль/мл 

Пероксид водорода, 

нмоль/мл 
СДГ, Ед/л СОХ, Ед/л 

Теплота образования, 

ккал/моль 
0,400171 0,771782 -0,659831 -0,278867 

Общая энергия, ЕВ 0,337788 0,690160 -0,492990 -0,275793 

Электронная энергия, ЕВ -0,513381 -0,455051 0,031248 0,426591 

Энергия межъядерного взаи-

модействия, ЕВ 
-0,310128 -0,634297 0,394323 0,284858 

Нормальный градиент -0,96587 -0,802155 0,864808 0,340750 

Дипольный момент -0,082382 0,169051 -0,568228 -0,207693 

Потенциал ионизации, ЕВ 0,156184 0,636947 -0,650265 -0,092914 

Энергия наивысшей занятой 

молекулярной орбитали, ЕВ 
-0,155949 -0,636922 0,650514 0,092973 

Энергия низшей занятой мо-

лекулярной орбитали, ЕВ 
-0,095511 -0,660227 0,746693 0,280159 

 

Обсуждение результатов. Гиперци-

токинемия как самостоятельный патологи-

ческий синдром, так и как часть патогенеза 

других заболеваний сопровождается значи-

тельной смертностью населения, в ряде 

случаев составляющей более 40%. Установ-

лено, что провоспалительные цитокины 

оказывают неспецифическое повреждаю-

щее действие практически на все органы и 

ткани, что приводит к полиорганной недо-

статочности. Высокая степень цитокин-

опосредованных нарушений отмечается 

прежде всего в органах с интенсивным ме-

таболизмом, например, в головном мозге, 

что выражается в развитии нейротоксиче-

ского эффекта [19].  

Повреждение головного мозга, вызы-

ваемое цитокинами, в основном происхо-

дит за счет индукции нейровоспаления, в 

ходе которого отмечается развитие каскада 

взаимосвязанных реакций, таких как, по-

вреждение гемато-энцефалического барь-

ера, развитие отеков цитотоксического и 

вазогенного типа, лактат-ацидоз, окисли-

тельный стресс, энергодефицит [20]. В 

связи с высокой патогенетической ролью 

нейровоспаления данный патогенетиче-

ский механизм все чаще становиться мише-

нью для целенаправленного фармакологи-

ческого вмешательства, в том числе и в 

условиях системой гиперцитокинемии. 

Так, Yang, et al., 2020 было показано, что 

применение дигидротестростерона у жи-

вотных с экспериментальной гиперцитоки-

немией способствовало уменьшению сте-

пени повреждающего действия на мозго-

вую ткань провоспалительных цитокинов – 

ИЛ-1, ИЛ-6 и ФНО-α. Также в данном ис-

следовании продемонстрирована связь вос-

паления и апоптотического каскада, что яв-

ляется характерной особенностью липопо-

лисахарида как индуктора гиперцитокине-

мии [21]. Известно, что введение бактери-

ального липополисахарида приводит к вы-

раженной нейротоксичности за счет повы-

шенного образования провоспалительных 

цитокинов и индукции нисходящих провос-

палительных сигнальных путей, контроли-

руемых NfkB, что приводит к инициирова-

нию программы апоптоза, развитию окис-

лительного стресса в нейронах и клетках 

глии, приводя к их гибели с развитием кли-

нических проявлений поражения ЦНС [22]. 

Одним из основных медиаторов липополи-

сахарид-индуцированной нейротоксично-

сти являются митохондриальные активные 

формы кислорода (АФК), представленные, 

как правило, суперокcид-радикалом и пе-

роксидом водорода [23]. АФК считаются 

токсичными интермедиатами аэробного 
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метаболизма и основной причиной клеточ-

ного повреждения. Высокая интенсивность 

окислительных процессов, происходящих в 

митохондриях, делают данные органеллы 

основными продуцентами АФК. В мито-

хондриях идентифицировано 11 сайтов ге-

нерации АФК, образующихся при утечке 

протонов в митохондриальной дыхатель-

ной цепи [24]. Важное значение в образова-

нии митохондриальных АФК играет изме-

нение активность комплексов митохондри-

альной дыхательной цепи, в том числе мак-

ромолекулярными комплексами сукцинат-

дегидрогеназы и цитохром-с-оксидазы. 

Сукцинатдегидрогеназа или митохондри-

альный комплекс II генерирует значитель-

ное количество АФК, связанных с дефици-

том флавопротеина. Цитохром-с-оксидаза 

(комплекс IV) менее склонна к генерации 

АФК, но образующиеся радикалы могут 

инициировать альтернативные каскады 

клеточного повреждения [25]. В этой связи 

наблюдаемое на фоне введения изучаемых 

соединений – кофейной и кумаровой кис-

лот повышение активности сукцинатдегид-

рогеназы и цитохром-с-оксидазы может яв-

ляться причиной снижения интенсивности 

реакций образования АФК, что было под-

тверждено в ходе оценки изменения кон-

центрации митохондриального пероксида 

водорода и супероксид-радикала. Кроме 

того, данные ферментативные комплексы 

(сукцинатдегидрогеназа и цитохром-с-ок-

сидаза) служат маркерами митохондриаль-

ного биогенеза и повышение их активности 

свидетельствует о повышении синтеза ми-

тохондрий de novo [26]. При этом, увеличе-

ние биогенеза митохондрий в условиях ли-

пополисахарид-индуцированной нейроток-

сичности может иметь решающее значение 

для выживаемости нейронов, поскольку 

вновь образующиеся митохондрии содер-

жат на порядок меньше дефектной ДНК и 

менее склонны к генерации АФК и иници-

ированию апоптоза [27]. Также немало-

важно, что при введении исследуемых со-

единений отмечено снижение выраженно-

сти неврологического дефицита. Стоит от-

метить, что наибольший уровень активно-

сти продемонстрировали соединение, со-

держащие в своей структуре свободные 

гидроксильные группы в ароматическом 

кольце. В этой связи был проведен корреля-

ционный анализ, на основе методов вычис-

лительной химии, целью которого являлось 

установить наличие определенных законо-

мерностей изменения фармакологического 

эффекта от квантово-химических парамет-

ров молекул, наиболее полно характеризу-

ющих их состояние. Квантово-химические 

дескрипторы играют фундаментальную 

роль в химии и биомедицинских исследова-

ниях, поскольку они определяют корреля-

ции между химическими структурами и 

свойствами молекул (количественное соот-

ношение структура-активность). Данные 

параметры могут предоставить исчерпыва-

ющую информацию о пространственно-

геометрических, электростатических и ре-

акционных свойствах молекул. Таким обра-

зом, многие дескрипторы отражают свой-

ства молекул и могут дать представление о 

химической природе соединений, что несо-

мненно важно в ходе целенаправленного 

синтеза новых родственных веществ.  

Проведенный корреляционный ана-

лиз показал, что радикал-ингибирующие 

свойства в большей степени коррелируют с 

изменением нормального градиента  

(r=-0,96587 для супероксид-радикала и  

r=-0,802155 для пероксида водорода), что и 

отражает вклад гидрокси групп в измене-

ние плотности электронного заряда в аро-

матическом кольце [28]. Стоит отметить, 

что активность сукцинатдегидрогеназы 

также коррелировало с изменением нор-

мального градиента (r=0,864808), в то 

время как в отношение цитохром-с-окси-

дазы существенных корреляционных взаи-

мосвязей не установлено.  

Заключение. Проведенное исследо-

вание показало, что в условиях липополи-

сахарид-индуцированной нейротоксично-

сти применение кумаровой и кофейной кис-

лот способствовало восстановлению мито-

хондриальной функции, что отразилось в 

повышении активности сукцинатдегидро-

геназы и цитохром-с-оксидазы, снижению 

генерации митохондриальных активных 
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форм кислорода, что в итоге привело к 

уменьшению степени выраженности невро-

логического дефицита.  
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Резюме 

Актуальность: Несмотря на прогресс в медицине маточные кровотечения остаются общеиз-

вестной медицинской проблемой. Аномальные маточные кровотечения оказывают негативное 

влияние на физическое, эмоциональное, социальное, в т.ч. материальное благополучие жен-

ского населения. Около трети женщин обращается за медицинской помощью к гинекологу в 

связи с аномальными маточными кровотечениями. Их частота увеличивается с возрастом: 

если в репродуктивном возрасте она составляет 20-30%, то в период пери- и постменопаузы 

возрастает до 80%. Аномальные маточные кровотечения занимают 2-е место среди причин 

госпитализации женщин в гинекологические стационары, служат показанием для большей ча-

сти хирургических вмешательств, в т.ч. деструктивных. Цель исследования: Рассмотреть 

этиологию и патогенез аномальных маточных кровотечений, их современную терминологию 

и классификационные системы, опираясь на данные руководств и исследований последних 

лет, что позволит систематизировать знания исследователей и клиницистов о данной про-

блеме, выбрать оптимальный метод терапии. Материалы и методы: Нами был проведен ана-

лиз литературных данных по проблеме аномальных маточных кровотечений, опубликованных 

за последние 10 лет. Были использованы следующие источники: PubMed, Elibrary, Scopus. Ре-

зультаты: Анализ литературных источников продемонстрировал, что проблема аномальных 

маточных кровотечений актуальна и находится в центре внимания клиницистов, исследовате-

лей, международных гинекологических обществ, рассматривается в международных рекомен-

дациях. Использование единой терминологии и универсальной классификационной системы 

аномальных маточных кровотечений, предложенной Международной федерацией гинеколо-

гии и акушерства, позволило систематизировать знания об этой проблеме, разрешить трудно-

сти в проведении научных исследований и разработке стандартов ведения больных. Заключе-

ние: Международная федерация гинекологии и акушерства рекомендует для классификации 

причин аномальных маточных кровотечений использовать систему PALM-COEIN, которая 
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включает структурные и неструктурные причины кровотечения, исключая гестационные при-

чины. Этиологический диагноз определяет метод терапии маточных кровотечений и напря-

мую связан с успехом лечения. Знание основ патогенеза развития маточного кровотечения при 

тех или иных состояниях позволит разработать новые инструменты диагностики и монито-

ринга, которые помогут стратифицировать лечение женщин с аномальными маточными кро-

вотечениями, особенно в отношении «эндометриальных» и «неклассифицированных» причин. 

Ключевые слова: маточное кровотечение; аномальное маточное кровотечение; тяжелое мен-

струальное кровотечение; полип эндометрия; аденомиоз; миома матки; рак эндометрия; ги-

перплазия эндометрия 
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Abstract 

Background: Despite advances in medicine, uterine bleeding remains a well-known medical prob-

lem. Abnormal uterine bleeding has a negative impact on the physical, emotional, social, incl. mate-

rial well-being of the female population. About a third of all women seek medical help from a gyne-

cologist in connection with abnormal uterine bleeding. Their frequency increases with age: if in the 

reproductive age it is 20-30%, then in the period of peri- and postmenopause it increases to 80%. 

Abnormal uterine bleeding ranks second among the reasons for hospitalization of women to gyneco-

logical inpatient facilities and are indications for most surgical interventions, including destructive. 

The aim of the study: To consider the etiology and pathogenesis of abnormal uterine bleeding, mod-

ern terminology and classification systems, based on the recent data of guidelines and studies of re-

cent years. It will allow to systematize the knowledge of researchers and clinicians about this problem 

and will help to choose the optimal therapy method. Materials and methods: We analyzed the liter-

ature data on the problem of abnormal uterine bleeding published over the past 10 years. The re-

sources PubMed, Elibrary, Scopus were used to analyze the data. Results: The analysis of literature 

sources showed that the problem of abnormal uterine bleeding and possible ways to solve it is still 

relevant and is the focus of attention of clinicians, researchers, international gynecological societies, 

and is considered in international recommendations. The use of a unified terminology and the univer-

sal classification system for abnormal uterine bleeding, proposed by the International Federation of 

Gynecology and Obstetrics made it possible to systematize knowledge about this problem, resolve 

difficulties in conducting scientific research and develop standards for patient management. Conclu-

sion: The International Federation of Gynecology and Obstetrics recommends using the PALM-

COEIN system to classify causes of abnormal uterine bleeding, which includes structural and non-

structural causes of bleeding, excluding gestational causes. The etiological diagnosis determines the 

method of therapy of uterine bleeding and is directly related to the success of treatment. Knowledge 
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of the pathogenesis fundamentals of uterine bleeding will allow the development of new diagnostic 

and monitoring tools that will help stratify the treatment of women with abnormal uterine bleeding, 

especially in relation to "endometrial" and "unclassified" causes. 

Keywords: uterine bleeding; abnormal uterine bleeding; heavy menstrual bleeding; endometrial 

polyp; adenomyosis; uterine myoma; endometrial cancer; endometrial hyperplasia 
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Введение. Согласно клиническим ре-

комендациям Российского общества аку-

шеров-гинекологов термином аномальное 

маточное кровотечение (АМК) определя-

ются кровотечения чрезмерные по длитель-

ности (более 8 дней), объему кровопотери 

(более 80 мл) и/ или частоте (менее 24 

дней). Нормальный менструальный цикл 

имеет длительность от 24 до 38 дней, про-

должительность менструации находится в 

пределах от 7 до 9 дней, с потерей от 5 до 

80 миллилитров крови [1, 2]. Вариации лю-

бого из этих 4 параметров представляют со-

бой аномальное маточное кровотечение 

(Таблица). Кроме того, NICE (National 

Institute for Health and Clinical Excellence) был 

предложен термин тяжелое менструальное 

кровотечение (ТМК), который определяет 

чрезмерную менструальную кровопотерю, 

оказывающую негативное влияние на физи-

ческое, социальное, эмоциональное и/или ма-

териальное благополучие женщины. 

Таблица 

Симптомы аномального маточного кровотечения по данным FIGO (2018 г.) 

Table 

Symptoms of abnormal uterine bleeding according to FIGO (2018) 
Показатель Характеристика 

Частота Отсутствие менструации=аменорея 

Редкая (более 38 дней) 

Нормальная (≥24 дней ≤38 дней) 

Частая (24дней) 

Длительность Нормальная (≤8 дней) 

Длительная (>8 дней) 

Регулярность Регулярные (цикл варьирует ≤7-9 дней*) 

Нерегулярные (цикл варьирует ≥8-10 дней) 

Объем кровопотери 

(определяет пациент) 

Легкая 

Нормальная 

Тяжелая 

Примечание: * нормы вариабельности цикла зависят от возраста женщины: 18-25 лет, ≤9 дней; 26-41 год, ≤7 дней; 

42-45 лет, ≤9 дней 

Note: * Norms of cycle variability depend on the woman's age: 18-25 years, ≤9 days; 26-41 years old, ≤7 days; 42-45 

years old, ≤9 days 

 
Распространенность аномальных ма-

точных кровотечений среди женщин репро-
дуктивного возраста во всем мире оценива-
ется от 3% до 30%, причем более высокая 
частота встречается в период менархе и пе-
рименопаузы. Многие исследования ограни-
чиваются ТМК, но, если рассматривать не-
регулярные и межменструальные кровоте-
чения, то распространенность АМК возрас-
тает до 35% и выше. По имеющимся данным 

около половины женщин с АМК не обраща-
ются за медицинской помощью, даже при ее 
доступности, что объясняет различия в рас-
пространенности этой патологии; некото-
рые компоненты диагноза являются объек-
тивными, а другие – субъективными, что так 
же затрудняет определение точной распро-
страненности АМК [3, 4]. Несмотря на 
крайне незначительную смертность,  
АМК оказывают огромное влияние на фи-
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зическое, социальное и эмоциональное ка-
чество жизни женщины в дополнение к эко-
номическим потерям, включая стоимость 
медицинского обслуживания и потерю тру-
доспособности [5, 6]. Более того, АМК яв-
ляются одной из основных причин анемии 
и железодефицитного состояния у жен-
ского населения, что приводит к увеличе-
нию материнской заболеваемости и смерт-
ности у беременных женщин с ранее суще-
ствовавшей анемией [7]. Женщины с нару-
шениями менструального цикла чаще сооб-
щают о тревоге, депрессии, бессоннице, 
чрезмерной сонливости и болевом син-
дроме, чем женщины без проблем с мен-
струальным циклом [8, 9]. 

Классификация и терминология 

Длительное время не существовало 

единой терминологии и универсальной 

классификационной системы АМК, что су-

щественно затрудняло проведение научных 

исследований и разработку стандартов ве-

дения больных. В 2011 г. Международная 

Федерация гинекологии и акушерства 

(FIGO – International Federation of 

Gynecology and Obstetrics) разработала но-

вую классификационную систему АМК – 

PALM-COEIN. 

PALM-COEIN – это аббревиатура, 

позволяющая классифицировать основные 

причины аномального маточного кровоте-

чения. Первая часть, «PALM», описывает 

структурные причины кровотечений. Вто-

рая часть, «COEI», описывает неструктур-

ные причины. «N» означает «не классифи-

цировано иначе». 

• Р: полип 

• А: аденомиоз 

• L: лейомиома 

• M: гиперплазия/рак эндометрия. 

• С: коагулопатия/нарушение свертывае-

мости крови 

• О: овуляторная дисфункция 

• E: эндометриальные причины 

• I: ятрогенные причины 

• N: не классифицировано иначе 

Одна или сразу несколько из перечис-

ленных выше причин могут способствовать 

развитию АМК у одной пациентки. Однако 

следует учитывать, что некоторые струк-

турные образования, такие как полипы 

эндоцервикса, полипы эндометрия или 

лейомиомы, могут протекать бессимп-

томно и не являться основной причиной 

АМК [1]. 

АМК могут проявляться тяжелыми 

менструальными кровотечениями и межмен-

струальными кровотечениями, ранее обозна-

чавшимися терминами «меноррагия», «мено-

метроррагия», «метроррагия» [2]. Эти тер-

мины уже не используются в современной 

классификационной системе [10]. 

В соответствии с длительностью кро-

вотечения АМК также можно разделить на 

острые и хронические. Острое АМК пред-

ставляет собой чрезмерное кровотечение, 

требующее незамедлительного медицин-

ского вмешательства для предотвращения 

дальнейшей кровопотери. Острое AМК мо-

жет возникать само по себе или развиваться 

на фоне уже существующего хронического 

AМК. Для хронического АМК характерны 

нарушения менструального цикла, суще-

ствующие в течение большей части преды-

дущих 6 месяцев [11]. 

Допустимы специфические измене-

ния в характере менструальных кровотече-

ний, которые могут встречаться в начале и 

конце репродуктивного периода (то есть в 

подростковом или перименопаузальном 

возрасте) [2, 10, 11]. 

Этиология и патогенез АМК 

Любой патологический процесс, при-

водящий к нарушению нормальных эндо-

кринных, паракринных или гемостатиче-

ских функций эндометрия, а также к нару-

шению сократимости миометрия, может 

вызвать АМК [12]. 

Полип: АМК-P 

Вклад полипов в АМК варьирует в 

широких пределах от 3,7% до 65%. В то 

время как полипы эндометрия широко рас-

пространены при всех типах АМК, они 

также часто встречаются у женщин без 

АМК. Полипы эндометрия представляют 

собой выросты слизистой оболочки эндо-

метрия, состоящими из моноклонального 

разрастания стромальных клеток эндомет-
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рия с включением неопухолевого желези-

стого компонента. [13] Они могут быть еди-

ничными или множественными, в некото-

рых исследованиях сообщалось о самой вы-

сокой частоте полипов в пятом десятилетии 

жизни. Полипы, как правило, являются доб-

рокачественными новообразованиями эн-

дометрия, но требуется тщательное пато-

морфологическое исследование, чтобы ис-

ключить возможность фокального ракового 

перерождения в структуре полипа. По неко-

торым данным у женщин в пременопау-

зальном периоде до 2-х процентов полипов 

эндометрия имеют риск ракового перерож-

дения. 

Одной из основных причин развития 

полипов эндометрия является нарушение 

экспрессии эстрогеновых и прогестероно-

вых рецепторов в эндометрии, усиление ак-

тивности сигнальных путей, индуцирую-

щих пролиферацию и ангиогенез, снижение 

апоптоза [14]. Кроме того, генетические 

мутации и сверхэкспрессия ароматазы эн-

дометрия, которая увеличивает местный 

эстрогенный сигнал, также участвуют в об-

разовании полипов эндометрия [15, 16]. Не-

большие (<1 см) доброкачественные по-

липы эндометрия часто регрессируют, но 

более крупные поражения могут длительно 

сохраняться [17]. 

Патогенетический механизм увели-

чения менструальной кровопотери при 

полипах эндометрия окончательно не изу-

чен. Аномальная густая микрососудистая 

сеть с выраженными мышечными стен-

ками – это особенность полипов эндомет-

рия, которая является важным диагности-

ческим маркером при патоморфологиче-

ском исследовании, и это может дать не-

которые объяснения. 

Аденомиоз: AМК-A 

Аденомиоз является распространен-

ным заболеванием, которое характеризуется 

наличием желез эндометрия в миометрии, 

обычно окруженных гипертрофированной 

гладкой мышцей миометрия [18, 19]. До не-

давнего времени диагноз зависел от иссле-

дования образцов гистерэктомии, и распро-

страненность заболевания колебалась от 5 

до 70%. Теперь диагноз может быть также 

установлен с использованием визуализиру-

ющих методов исследования, таких как 

магнитно-резонансная томография (МРТ) 

или трансвагинальное ультразвуковое ис-

следование [20, 21]. Аденомиоз наиболее 

распространен у женщин позднего репро-

дуктивного возраста, имеющих роды в 

анамнезе [22]. 

Приблизительно у трети женщин с 

аденомиозом он протекает бессимптомно. 

Наиболее распространенным симптомом 

является ТМК, дисменорея и диспареуния. 

Исследование образцов гистерэктомии по-

казало, что степень и распространение аде-

номиоза не влияют на симптомы АМК [23]. 

Симптомы, о которых сообщают женщины 

с аденомиозом, неспецифичны, и, по-

скольку часто существует сопутствующая 

патология матки, такая как лейомиомы, не-

ясно, могут ли симптомы быть отнесены 

исключительно к аденомиозу. 

Причина АМК при аденомиозе неиз-

вестна. Аденомиоз может влиять на нор-

мальную сократимость миометрия, и это 

может способствовать возникновению кро-

вотечения. Также сообщается, что доля эн-

дометриальных желез в аденомиозе связана 

с АМК. Аденомиоз часто связан с другой 

патологией матки, включая полипы эндо-

метрия, лейомиомы и гиперплазию, и кото-

рые также могут быть связаны с ТМК [24]. 

Хотя большинство женщин с адено-

миозом имели роды в анамнезе, в некото-

рых случаях он может быть связан с бес-

плодием. У женщин с аденомиозом изменя-

ется популяции лейкоцитов эндометрия: 

сообщается об увеличении количества мак-

рофагов и естественных киллеров в лютеи-

новой фазе эндометрия у женщин с рециди-

вирующей недостаточностью имплантации 

и аденомиозом, диагностированным с по-

мощью МРТ таза [25]. 

Патогенез аденомиоза неясен, и были 

предложены различные объяснения. 

Наиболее популярной гипотезой является 

то, что эндометрий проникает в миометрий 

из базального слоя во время периодов реге-

нерации и заживления. Это может про-

изойти из-за механической травматизации, 

например, при кюретаже, при которой 
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нарушается граница эндо-миометрия [26]. 

На аденомиоз также влияют стероидные 

гормоны. Сообщалось, что очаги аденоми-

оза экспрессируют более высокие уровни 

рецепторов эстрогена, чем соответствую-

щий эутопический эндометрий [27, 28], что 

указывает на высокую чувствительность к 

эстрогенам в аденомиотических пораже-

ниях, приводящих к митозу. Однако есть и 

другие сообщения, предполагающие, что 

экспрессия рецепторов эстрогена при аде-

номиозе ниже, чем в соседнем эндометрии. 

Ткань аденомиоза также экспрессирует 

ароматазу, что приводит к локальной выра-

ботке эстрогена, что может способствовать 

дальнейшей стимуляции роста [29]. 

Альтернативным предположением 

является, что аденомиоз развивается из 

остатков Мюллерова протока [30]. Совсем 

недавно было высказано предположение, 

что аденомиоз возникает из стволовых кле-

ток, полученных из костного мозга, кото-

рые вытесняются через сосудистую сеть 

или из стволовых клеток в пределах базаль-

ного слоя эндометрия [31]. 

Неизвестно, почему у некоторых жен-

щин развивается аденомиоз, а у других – 

нет. Существует семейная предрасполо-

женность, и в нескольких исследованиях 

изучались генетические аномалии при аде-

номиозе. Сообщалось о различных хромо-

сомных и генетических аномалиях при аде-

номиозе [32]. Недавние исследования ука-

зывают на явные аномалии эндометрия при 

аденомиозе, включая потенциально изме-

ненные местные иммунные реакции, повы-

шенную способность эндометрия к инвазии 

и измененную экспрессию рецепторов сте-

роидных гормонов [33, 34, 35]. 

Лейомиома: АМК-L 

Лейомиомы, обычно называемые 

«миомами», представляют собой доброка-

чественные новообразования миометрия и 

являются самой распространенной опухо-

лью у женщин репродуктивного возраста. 

Поскольку многие из них не имеют симпто-

мов, распространенность трудно опреде-

лить. Однако после гистопатологического 

исследования образцов гистерэктомии 

лейомиомы были выявлены у 77% [36]. 

Лейомиомы являются моноклональными 

опухолями, возникающими из одной 

клетки. Сообщалось о различных неслучай-

ных хромосомных аномалиях, включая уда-

ление частей 7q, трисомии 12 и перестроек 

12q15, 6p21 или 10q22 [37]. Существует се-

мейная предрасположенность, и наличие 

родственника первой линии родства с мио-

мой увеличивает риск по крайней мере в 

два раза [38]. 

Заболеваемость миомой увеличива-

ется в репродуктивном возрасте и дости-

гает пика в пятом десятилетии [39]. По 

сравнению с нормальным миометрием 

лейомиомы имеют более высокую концен-

трацию рецепторов эстрогенов и прогесте-

рона и ароматазы [40, 41]. 

Миомы могут как не вызывать симп-

томов вообще, так и, по некоторым данным, 

у 20-50% женщин давать симптомы, кото-

рые можно напрямую отнести к миоме [42]. 

Наиболее распространенным симптомом 

является ТМК. Несколько теорий были 

предложены для объяснения ТМК, которое 

рассматривается в связи с лейомиомами. К 

ним относятся увеличенная площадь по-

верхности матки, увеличенная сосудистая 

сеть и кровоток в матке, сниженная сокра-

тительная способность миометрия, осо-

бенно внутренней соединительной зоны, 

повреждение эндометрия над субмукоз-

ными лейомиоматозными узлами и застой 

крови в миометрии и эндометрии за счет 

механического сдавления венозного спле-

тения [43]. FIGO в 2018 году предложена 

классификация миомы матки в зависимости 

от местоположения, предполагается, что 

именно местоположение узла влияет на 

симптомы, при этом подслизистые лейоми-

омы имеют большую связь с ТМК (Рис. 1). 

Нарушение регуляции нормальной 

функции сосудов при лейомиомах может 

быть связано с нарушениями в экспрессии 

ангиогенных факторов роста и их рецепто-

ров. В недавнем исследовании кровоток и 

экспрессия ангиогенных генов были иссле-

дованы в миоме, перифиброзе и отдален-

ном миометрии. Кровоток в ткани вокруг 

лейомиом был выше, чем внутри лейоми-

омы. Экспрессия девяти генов, связанных с 
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ангиогенезом, значительно различалась 

между миомой и отдаленным миометрием, 

и два гена значительно различались между 

миомой и перифиброидом [44]. 

 
Рис. 1. Классификация лейомиомы матки (FIGO 2018) 

Fig. 1. Classification of uterine leiomyoma (FIGO 2018) 

 

 

Наличие лейомиом также может вли-

ять на строение вышележащего эндомет-

рия. Когда сравнивали лейкоциты эндомет-

рия, покрывающего лейомиомы, с удален-

ным эндометрием, количество естествен-

ных клеток-киллеров матки было умень-

шено в эндометрии, покрывающем лейоми-

омы во время средней и поздней секретор-

ной фаз, в то время как макрофаги увеличи-

вались в той же области в течение всего 

менструального цикла [45]. Как естествен-

ные клетки-киллеры матки, так и макро-

фаги являются потенциальными продуцен-

тами ангиогенных факторов роста [46], ко-

торые могут влиять на сосуды эндометрия, 

покрывающего лейомиомы. 

Злокачественная опухоль: АМК-М 

Дисгормональное состояние, сопро-

вождающееся эстрогеново-прогестерон-

ным дисбалансом, а также чрезмерная и 

длительная эстрогенная стимуляция, либо 

факторы предотвращающие противодей-

ствующие эффекты прогестерона, будут 

способствовать чрезмерному росту эндо-

метрия с потенциальным риском развития 

гиперплазии эндометрия (ГЭ) и канцероге-

неза [47]. 

ГЭ гистологически определяется как 

аномальное разрастание эндометриальных 

желез по отношению к стромальному ком-

поненту эндометрия [48]. Согласно ВОЗ в 

настоящее время ГЭ классифицируется на 

гиперплазию без атипии (включая простую 

и сложную гиперплазию) и на атипичную 

гиперплазию/эндометриоидную интраэпи-

телиальную неоплазию [49]. Разделение на 

вышеперечисленные категории основано 

на том, что гиперплазия с атипией клеток 

является известным предшественником 

рака эндометрия (РЭ) и проявляет многие 

мутации, типичные для инвазивной эндо-

метриоидной аденокарциномы [48]. Эстро-

генная стимуляция, обычно связанная с 

овуляторной дисфункцией у женщин в пре- 

и перименопаузе, является частой причи-

ной ГЭ, которая может наблюдаться у 20-ти 
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процентов женщин с синдромом полики-

стозных яичников (СПЯ) с олигоменореей, 

а при наличии атипии в 30 процентах слу-

чаев может нести риск развития или сосу-

ществования с РЭ [50]. К факторам риска 

ГЭ и РЭ также следует отнести ожирение, 

бесплодие, отсутствие родов, селективные 

модуляторы рецепторов эстрогена, диабет 

и синдром Линча [48]. 

 Патогенетические механизмы разви-

тия АМК при ГЭ до конца не изучены. Од-

ним из вариантов, объясняющим развитие 

АМК, является отсутствие обычного сни-

жения уровня прогестерона, чтобы иниции-

ровать отторжение утолщенной ткани эндо-

метрия; пролиферативная активность в эн-

дометрии и, возможно, обильный кровоток, 

необходимый для ускоренного роста эндо-

метрия; все это может вызвать длительное, 

сильное кровотечение. 

Карцинома эндометрия является 

наиболее распространенным гинекологиче-

ским заболеванием в западном мире. Со-

гласно классификация Бохмана до настоя-

щего времени сохраняется разделение РЭ 

на эндометриоидные и неэндометриоидные 

гистологические подтипы. Эндометриоид-

ный подтип опухолей (подтип 1) возникает 

на фоне ГЭ, связанной с гиперэстрогенией, 

часто сопровождающейся цитологической 

атипией. Эти опухоли наблюдаются в связи 

с избыточной продукцией эстрогенов, 

например, при ожирении и СПЯ. Напротив, 

неэндометриоидные опухоли (подтип 2) 

возникают на фоне атрофического эндомет-

рия и не являются эстрогензависимыми. К 

этой группе опухолей относят серозный рак 

матки и прозрачно-клеточную карциному 

и, как правило, имеют неблагоприятный 

прогноз [51]. 

РЭ является редкой причиной АМК, 

так РЭ наиболее часто встречается в 

постменопаузе, реже наблюдается у жен-

щин в пременопаузе, и наиболее редко 

встречается у пациенток в возрасте до 40 

лет [52]. Тем не менее, РЭ является гормо-

нально-обусловленным заболеванием, и 

считается, что непрерывный эффект мито-

тического действия эстрогена является ос-

новным онкогенным промотором по мень-

шей мере в 80% случаев рака эндометрия. 

Таким образом, условия, которые не регу-

лируют последовательное воздействие про-

гестерона в эндометрии, такие как ожире-

ние, СПКЯ, диабет, эстроген-секретирую-

щие опухоли яичников и использование та-

моксифена, среди прочего, увеличивают 

риск возникновения РЭ [52, 53]. Обычная 

картина АМК, связанного с РЭ, является 

нерегулярной и непрерывной. Кровотече-

ние развивается вторично по отношению к 

разрушению сосудов эндометрия из-за ин-

вазии злокачественными клетками и ано-

мального неоваскулогенеза [51]. 

Коагулопатия: AМК-С 

Сообщается, что коагулопатии пора-

жают 13% женщин с ТМК. Большинство из 

этих женщин страдают болезнью Виллеб-

ранда [54]. Системные нарушения гемо-

стаза могут быть выявлены у 90% женщин 

при использовании специального структу-

рированного анамнеза [1]. Ранее выделя-

лись 4 клинических варианта AМК-C: 1 – 

АМК во время антикоагулянтной терапии 

(в настоящее время это группа АМК-I), 2 – 

АМК с наследственными нарушениями 

свертываемости, 3 – АМК, ассоциирован-

ное с цитопениями (в частности, тромбоци-

топенией), 4 – АМК при серповидноклеточ-

ной анемии. 

АМК-С, может возникать вторично, 

но фоне других нозологических форм, са-

мостоятельно вызывающих АМК [55]. 

Например, компрессия, вызванная большой 

миомой матки, может привести к венозной 

тромбоэмболии, поэтому кровотечение, ра-

нее считавшееся AМК-L, может быть усу-

гублено последующей антикоагуляцией, 

что создает дополнительные проблемы при 

лечении. 

Овуляторная дисфункция: AМК-O 

Ановуляторные циклы могут вносить 

вклад в АМК за счет неконтролируемого 

воздействия эстрогена на эндометрий, ко-

торое вызывает его заметную пролифера-

цию и утолщение, что приводит к обиль-

ным менструальным кровотечениям и из-

мененной частоте менструации. Как пра-
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вило, АМК-О наблюдается в крайних слу-

чаях репродуктивного возраста: во время 

менархе и перименопаузы, но может прояв-

ляться и на любом этапе репродуктивной 

жизни. В эту группу также можно отнести 

нарушения менструального при эндокрино-

патиях: синдроме поликистозных яичников 

(СПЯ), гиперпролактинемии, гипотиреозе, 

а также такие состояния, как ожирение, 

анорексия, потеря веса, психическое пере-

напряжение и экстремальные физические 

нагрузки. 

СПЯ является распространенным ги-

некологическим состоянием, сопровожда-

ющимся ановуляцией, ожирением, гипе-

рандрогенией и развитием АМК. В перифе-

рической жировой ткани происходит транс-

формация андрогенов в эстрогены, что при-

водит к длительной гиперэстрогенной сти-

муляции эндометрия во время ановулятор-

ного цикла [56]. 

Другим патологическим состоянием, 

получившим в настоящее время широкое 

распространение и нарушающим нормаль-

ное гормональное равновесие в эндомет-

рии, является ожирение. В результате опо-

средованного ароматазой жировой ткани 

превращения андростендиона, секретируе-

мого надпочечниками, в эстрон обеспечи-

вается дополнительная поставка эстрогенов 

для эндометрия [57].  

Наркотическая зависимость, которая 

влияет на уровень дофамина, также в насто-

ящее время входит в эту категорию. AМК-

O – это диагноз исключения, для его поста-

новки следует исключить другие структур-

ные и функциональные причины AМК. 

Эндометриальная дисфункция: AМК-E 

В настоящее время до конца не изу-

чены регуляторные механизмы инициации 

и прекращения менструального кровотече-

ния. Реэпителизацию поверхности эпите-

лия в настоящее время нельзя считать ос-

новным фактором прекращения кровотече-

ния [58], так как получены данные гистоло-

гических исследований, подтверждающие, 

что полная реэпителизация часто наблюда-

ется уже в 1 и 2 дни менструального цикла, 

несмотря на сохраняющееся менструальное 

кровотечение.  

Эндометрий человека является одним 

из немногих органов взрослого человека, 

где происходит регулярный физиологиче-

ский ангиогенез. Механизмы регуляции ро-

ста сосудов эндометрия остаются неяс-

ными. Предполагается, что фактор роста 

эндотелия сосудов (Vascular endothelial 

growth factor, VEGF), продуцируемый внут-

рисосудистыми нейтрофилами [59]. Пато-

логический ангиогенез приводит к форми-

рованию аномальных кровеносных сосудов 

с хрупкими стенками и способствует разви-

тию АМК. Недавнее исследование сооб-

щило, что, хотя количество сосудов не от-

личалось между контролем и АМК, была 

изменена экспрессия маркеров дифферен-

цировки гладких мышц сосудов при АМК 

[60]. 

Ятрогенные причины: AМК-I 

Ятрогенные причины AМК включают 

экзогенную терапию, которая может приве-

сти к маточному кровотечению. Сюда отно-

сят AМК, связанные с использованием си-

стемной фармакотерапии или внутриматоч-

ных систем или устройств. В дополнение к 

половым стероидам, таким как эстрогены, 

прогестины и андрогены, и агентам, кото-

рые непосредственно влияют на их продук-

цию или функцию, в эту категорию в насто-

ящее время входят нестероидные лекар-

ственные препараты, которые способ-

ствуют нарушениям овуляции, препараты, 

которые влияют на метаболизм дофамина, 

включая фенотиазины и трициклические 

антидепрессанты. В первоначальной клас-

сификации женщины с АМК, связанные с 

применением антикоагулянтов, были клас-

сифицированы в группу коагулопатий – 

АМК-С; в новом пересмотре они считаются 

ятрогенными и классифицируются как 

AМК-I [1]. Эта группа препаратов вклю-

чает антагонисты витамина К и современ-

ные пероральные прямые антикоагулянты. 

Недавние исследования показали повышен-

ный риск АМК при использовании рива-

роксабана по сравнению с другими перо-

ральными прямыми антикоагулянтами или 

варфарином. Повышенный риск АМК при 

приеме ривароксабана имел место среди 
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женщин без гинекологических заболеваний 

[61, 62]. 

Не классифицированные иначе:  

АМК-N 

Категория «АМК-N», «не классифи-

цированная как-либо иначе» была создана в 

исходной системе для размещения объек-

тов, которые встречаются редко или плохо 

определены. Они включают, но не ограни-

чиваются такими состояниями, как арте-

риовенозные мальформации, нишу после 

кесарева сечения, гипертрофию миометрия, 

а также другие нарушения состояния эндо-

метрия, которые в настоящее время нельзя 

определить с помощью стандартных мето-

дов диагностики [2, 54]. 

В настоящее время FIGO рекомендует 

клиницистам и исследователям рассмот-

реть возможность использования диагно-

стической матрицы для оценки пациентов с 

АМК в репродуктивном возрасте [1]  

(Рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Диагностическая матрица для оценки пациентов с АМК в репродуктивном возрасте. 

Fig. 2. Diagnostic matrix for evaluation of patients with AUB at reproductive age. 

 

В упрощенной диагностической мат-

рице каждый из основных элементов си-

стемы классификации перечисляется в 

столбце слева. Если пациент не был полно-

стью оценен по потенциальной причине, он 

указан в столбце под знаком «?». Если оценка 

не продемонстрировала никаких признаков 

аномальности, помечается столбец «N», и, 

если оценка положительная, знак X помеща-

ется в соответствующий сектор. 

Заключение. Международная феде-

рация гинекологии и акушерства рекомен-

дует основывать классификацию причин 

АМК на системе PALM-COEIN, которая 

включает структурные и неструктурные 

причины маточного кровотечения, исклю-

чая гестационные причины. Этиологиче-

ский диагноз определяет выбор метода те-

рапии при АМК и напрямую связан с успе-

хом лечения. Знание основ патогенеза раз-

вития маточного кровотечения при тех или 

иных состояниях позволит разработать но-

вые инструменты диагностики и монито-

ринга, которые помогут стратифицировать 

лечение женщин с АМК, особенно в отно-

шении «эндометриальных» и «неклассифи-

цированных» причин. 
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Особенности постурального баланса  

у работающих женщин 60-69 лет 
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Резюме 

Актуальность: Формирование государственной политики оптимизации здорового и актив-

ного старения, направленной на формирование у пожилых людей стимула к более продолжи-

тельной работе, требую новых знаний об особенностях физического и психологического здо-

ровья пенсионеров, продолжающих трудиться. За последние восемь лет в отечественной науч-

ной литературе исследования, направленные на выявление особенностей компонентов посту-

рального баланса, включая сенсорную организацию постурального контроля, у работающих 

женщин пенсионного возраста, в том числе в возрасте 65 лет и старше, практически не отра-

жены. Цель исследования: Оценить эффективность функции равновесия и сенсорной орга-

низации постурального контроля у работающих женщин 60-69 лет. Материалы и методы: 

Были обследованы 153 женщины в возрасте 60-69 лет (средний возраст 64±2,7 лет), которые 

продолжали работать по своей профессии и после выхода на пенсию. Первую возрастную 

группу составили женщины в возрасте 60-64 года (n=84), вторую – 65-69 лет (n=69). Для ком-

плексной оценки компонентов равновесия использовали компьютерный комплекс динамиче-

ской постурографии «Smart Equitest Balance Manager». Проводили Sensory Organization Test 

(SOT). Результаты: При анализе показателей SOT не было выявлено статистически значимых 

различий между группами работающих женщин, что позволяет сделать вывод: у работающих 

женщин в возрасте 65-69 лет не отмечается возрастных изменений в эффективности поддер-

жания и снижения общей результативности статического и статодинамического равновесия, а 

также адаптационных, физиологических и нейрофизиологических механизмов управления и 

контроля позой. Также в проведенном исследовании у женщин после 64 лет не наблюдается 

увеличения колебаний центра тяжести при поддержании статического и особенно статодина-

мического баланса. Кроме того, у работающих женщин 65-69 лет не выявлено снижения ко-

эффициентов участия соматосенсорной, зрительной и вестибулярной информации в контроле 

над балансом, включая изменения в сенсорной интеграции постурального контроля. Все это 

можно рассматривать как предикторы, влияющие на способность к продолжению безопасной 

трудовой деятельности у женщин после 64 лет. Заключение: У женщин в возрасте 60-69 лет 

удовлетворенность своим постуральным балансом будет определять уверенность и желание к 

продолжению успешной трудовой деятельности, а также сохранению своего социального и 

профессионального статуса. 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Abstract 

Background: The formation of the state policy for optimizing healthy and active aging, aimed at 

creating an incentive for older people to work longer, requires new knowledge about the characteris-

tics of the physical and psychological health of pensioners who continue to work. Over the past eight 

years, studies aimed at identifying the features of the components of postural balance, including the 

sensory organization of postural control, in working women of retirement age, including those aged 

65 years and older, have practically not been reflected in the domestic scientific literature. The aim 

of the study: To evaluate the effectiveness of the function of balance and sensory organization of 

postural control in working women aged 60-69 years. Materials and methods: We examined 153 

60-69 years women (mean age 64±2.7 years), who continued to work in their profession after retire-

ment. The first age group consisted of women aged 60-64 (n=84), the second – 65-69 years (n=69). 

For a comprehensive assessment of the balance components, the Smart Equitest Balance Manager 

computer complex of dynamic posturography was used. Conducted Sensory Organization Test 

(SOT). Results: When analyzing the SOT indicators, no statistically significant differences were 

found between groups of working women, which allows us to conclude that working women aged 

65-69 do not show age-related changes in the effectiveness of maintaining and reducing the overall 

effectiveness of static and statodynamic balance, as well as adaptive, physiological and neurophysi-

ological mechanisms of posture management and control. Also in the study in women after 64 years 

of age, there is no increase in fluctuations in the center of gravity while maintaining a static and 

especially static-dynamic balance. In addition, working women aged 65-69 did not show a decrease 

in the coefficients of participation of somatosensory, visual and vestibular information in balance 

control, including changes in the sensory integration of postural control. All of these can be seen as 

predictors of women's ability to continue working safely after age 64. Conclusion: In 60-69-year-old 

women, satisfaction with their postural balance will determine the confidence and desire to continue 

successful work, as well as maintain their social and professional status. 

Keywords: computer posturography; Sensory Organization Test; center of gravity; maintaining static 

and statodynamic balance; working women aged 60-69; working life in retirement 
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Введение. В связи с повышением воз-

раста выхода на пенсию и общей тенден-

цией постарения населения России, актив-

ное вовлечение пожилых кадров к работе 

по своей профессии, по которой они рабо-

тали и до пенсии, является обоснованным 

социально-экономическим решением про-

блемы старения [1, 2]. Формирование госу-

дарственной политики оптимизации здоро-

вого и активного старения, направленной 

на формирование у пенсионеров стимула к 

более продолжительной работе, поможет 

пожилым людям продолжать участвовать в 

трудовой деятельности, без опасения быть 

уволенным (сокращенным) по возрасту. 

Однако ее формирование требую новых 

знаний об особенностях физического и пси-

хологического здоровья пенсионеров, про-

должающих трудиться, поскольку трудовая 

деятельность на пенсии напрямую зависит 

от состояния физического и психологиче-

ского здоровья, а также факторов влияю-

щих на него [3, 4].  

Принято считать, что любые измене-

ния в компонентах системы равновесия у 

людей после 64 лет, и особенно у женщин, 

являются частой причиной прекращения их 

трудовой (волонтерской, общественно-по-

литической, воспитательной (воспитание 

собственных внуков)) деятельности [1, 5, 

6]. В то же время, имеются сведения, что 

продолжительная профессиональная дея-

тельность у людей в пожилом возрасте 

негативно сказывается на показателях их 

статического и статодинамического ба-

ланса, повышая риск травматизмана рабо-

чем месте [7]. За последние восемь лет в 

отечественной научной литературе иссле-

дования, направленных на выявление осо-

бенностей компонентов постурального ба-

ланса, включая сенсорную организацию по-

стурального контроля, у работающих жен-

щин пенсионного возраста, в том числе в 

возрасте 65 лет старше, практически не от-

ражены [1]. Это и послужило импульсом к 

проведению ряда исследований в данном 

направлении, цель одного из них – оценить 

эффективность функции равновесия и сен-

сорной организации постурального кон-

троля у работающих женщин 60-69 лет.  

Материалы и методы. Были 
обследованы 153 женщины в возрасте 60-69 
лет (средний возраст 64±2,7 лет), которые 
продолжали работать по своей профессии и 
после выхода на пенсию. В статье 
представлены сведения только о тех 
женщинах, которые и через 12 месяцев 
после проведенного обследования 
продолжали трудовую деятельность и не 
планировали прекращать ее в течение 
последующего года. Именно такой подход 
в формировании групп исследования 
позволил получить новые данные и 
обозначить направления для будущей 
работы [1]. Первую возрастную группу 
составили женщины, календарный возраст 
(КВ) которых находился в пределах 60-64 
года (n=84), вторую – в возрасте 65-69 лет 
(n=69). Все женщины имели среднее 
специальное образование, высшее 
профессиональное образование или ученую 
степень. Исходя из рекомендаций по 
проведению подобных исследований, в 
данные группы не были включены 
женщины, испытавшие два и более 
падений, у которых имелись в анамнезе 
черепно-мозговые травмы, неврологи-
ческие заболевания, депрессивные 
состояния, нарушения мозгового крово-
обращения, хронические заболевания в 
стадии декомпенсации, а также 
злоупотребляющие алкоголем [1]. 

Для комплексной оценки компонен-
тов равновесия использовали компьютер-
ный комплекс динамической постурогра-
фии «Smart Equitest Balance Manager». В ра-
боте представлены данные по Sensory 
Organization Test (SOT) [1, 8-11]. С целью 
унификации получаемых данных обследо-
вания людей разного возраста и пола ис-
пользовали разработанную нами техноло-
гию «стабилоконтроля» центра тяжести 
(ЦТ) [1, 8].  
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В основе SOT лежит оценка физиоло-

гических, нейрофизиологических и адапта-

ционных способностей человека эффек-

тивно удерживать свое равновесие, по сред-

ствам контроля ЦТ, воспринимать и анали-

зировать отдельные сигналы сенсорных си-

стем (соматосенсорной, зрительной и ве-

стибулярной), участвующих в поддержа-

нии статического и статодинамического 

равновесия и качественно управлять им.  

SOT – как признанный, во всем мире, 

высокоинформативный постурографиче-

ский тест анализирует данные, основанные 

на выполнении 6-ти функциональных проб 

(Conditions): Condition 1 (COND1) – стоя с 

открытыми глазами (ОГ); COND2 – стоя с 

закрытыми глазами (ЗГ); COND3 – стоя с 

ОГ при дестабилизирующем воздействии 

пространственного окружения; COND4 – 

стоя с ОГ при дестабилизирующем воздей-

ствии опорной поверхности; COND5 – стоя 

с ЗГ при дестабилизирующем воздействии 

опорной поверхности; COND6 – стоя с ОГ, 

включая одновременное дестабилизирую-

щее воздействие пространственного окру-

жения и опорной поверхности.  

Equilibrium Score (ES) – один из инфо-

рамативных показателей теста, позволяет 

оценить эффективность поддержания равно-

весия той или иной функциональной пробе 

(COND-1–6). Значения ES варьируется в диа-

пазоне от 0 до 100 %; ES=100% указывает на 

идеальную устойчивость у человека. В дан-

ной статье представлены средние значения 

трех выполненных попыток в той или иной 

функциональной пробе (ES-1–6m). 

Composite Equilibrium Score (COMP–

ES) SOT – это составная, результирующая 

оценка эффективности функции поддержа-

ния статического и статодинамического 

равновесия всего теста, с учетом сенсорной 

организации, адаптационных возможно-

стей, особенностей физиологических, 

нейрофизиологических и психофизиологи-

ческих механизмов поддержания баланса 

человека. Значения COMP–ES также 

должны стремиться к 100 %. Снижаться у 

людей 60-69 лет COMP–ES ниже 66 % мо-

жет вызывать серьезное опасение за их по-

стуральную устойчивость. 

Сенсорный анализ SOT включает сле-

дующие расчетные коэффициенты: Ratio 

for sensory analysis-Somatosensory (RAT–

SOM) – для соматосенсорной; Ratio for sen-

sory analysis-Visual (RAT–VIS) – зритель-

ной; Ratio for sensory analysis-Vestibular 

(RAT–VEST) – вестибулярной систем. Эти 

коэффициенты, которые у здорового чело-

века должны стремиться к 100 %, позво-

ляют оценить в какой мере пациент может 

эффективно использовать конкретные сен-

сорные сигналы, с учетом различного 

функционального состояния, для поддер-

жанияи управление своим балансом. Кроме 

того, SOT позволяет расчетным способом 

оценить коэффициент сенсорного предпо-

чтения пациента (Ratio for sensory analysis-

patient Preference (RAT–PREF)), т.е. способ-

ность ЦНС подавлять входящую информа-

цию от зрительной системы, когда она до-

ступна, но функционально не точна, по-

скольку подвержена влиянию факторов 

внешнего окружения. Данный коэффици-

ент позволяет оценить способность паци-

ента быстро переключаться с противоречи-

вых зрительных сигналов, на другие источ-

ники сенсорной информации в постураль-

ном контроле для снижения дисбаланса. 

RAT–PREF ниже 90 % у пожилых пациен-

тов будет вызывать озабоченность за сен-

сорную интеграцию их постурального кон-

троля [10, 11]. 

SOT также дает оценку стратегии под-

держания позы пациента (Postural Strategy 

Score (PSS)). У здорового человека PSS 

должен быть не ниже 50 %и стремиться к 

100 %, указывая на степень преобладание 

голеностопной стратегии при поддержании 

статического и статодинамического равно-

весия. Последние данные исследований 

свидетельствуют, что снижение показателя 

PSS указывает также на повышение скоро-

сти колебания ЦТ, азначения ниже 50 % мо-

гут свидетельствовать о сложности в кон-

троле колебательных движений ЦТ у паци-

ента. В данной статье представлены сред-

ние значения трех выполненных попыток в 

той или иной функциональной пробе  

(PSS-1–6m) [1, 8, 9].  
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В процессе нашей работы мы обосно-

вали важность расчета и использования в 

научных публикациях показателя Composite 

PSS (COMP–PSS) SOT. COMP–PSS – это со-

ставная, результирующая оценка показате-

лей постуральной стратегии пациента всего 

теста. Данный показатель отражает общие 

тенденции преобладания конкретной посту-

ральной стратегии, физиологических меха-

низмов и адаптационных возможностей, ре-

зультативность стратегии поддержания ста-

тической и статодинамической позы обсле-

дуемого. Данный показатель рассчитывали 

как среднее значение PSS 1-6m. У пожилых 

людей озабоченность по поводу их посту-

ральных колебаний и общей стратегии под-

держания баланса будут вызывать значения 

COMP–PSS ниже 80 % [1, 8, 9]. 

При помощи компьютерной про-

граммы «IBM SPSS Statistics верия 20» про-

водили статистический анализ. Получен-

ные результаты исследования по группам 

обследуемых женщин представлены медиа-

ной (Ме) и процентильным (квартальным) 

интервалом 25-75 (Q1–Q3). Для сравнения 

двух независимых выборок использовали 

непараметрический статистический метод 

U-тест Манна–Уитни.  

Результаты и их обсуждение. Срав-

нительный анализ показателей ES-1–5m 

SOT (табл. 1) не выявил статистически зна-

чимых различий (p > 0,1). Первые квартили 

ES-2m, ES-4m и ES-5m, были выше у женщин 

65–69 лет. В то же время ES-6m выявил раз-

личия на уровне статистической тенденции 

(0,05 > p ≤ 0,1). Все квартили ES-6m были 

выше у женщин 60–64 года, т.е. у работаю-

щих женщин после 64 лет существует опре-

деленный риск снижения эффективности 

функции равновесия в пробе 6. Следова-

тельно, снижения эффективности функции 

равновесия в COND6 у женщин 65-69 лет 

может происходить не зависимо от продол-

жения ими трудовой деятельности. Все это 

делает ES-6m первостепенным информатив-

ным показателем при анализе преждевре-

менных изменений в компонентах посту-

рального баланса человека [10].  

Таблица 1 

Sensory Organization Test (SOT) у работающих женщин 60-69 лет, % 

 Table 1 

Sensory Organization Test (SOT) scores in female workers aged 60-69, %  

Показатели 

60-64 года 65-69 лет 

p n = 84 n = 69 

Me (Q1–Q3) 

КВ, лет 62 (61-63) 66 (65-68) < 0,001 

Equilibrium Score (ES) 

ES-1m 95 (94-96) 95 (94-96) 0,686 

ES-2m 94 (92-95) 94 (93-94) 0,649 

ES-3m  92 (91-94) 92 (91-94) 0,748 

ES-4m 90 (87-92) 91 (88-92) 0,734 

ES-5m 72 (64-75) 69 (66-74) 0,455 

ES-6m 73 (65-78) 69 (63-75) 0,063 

COMP–ES 83 (80-86) 82 (80-84) 0,362 

Postural Strategy Score (PSS) 

PSS-1m 99 (98-100) 99 (98-99) 0,553 

PSS-2m 98 (98-99) 98 (98-99) 0,104 

PSS-3m 98 (97-99) 98 (97-98) 0,791 

PSS-4m 91 (89-93) 92 (90-94) 0,151 

PSS-5m 78 (75-83) 79 (74-83) 0,950 

PST-6m 78 (75-83) 79 (74-82) 0,831 

COMP–PSS 90 (89-92) 91 (89-92) 0,656 

Sensory analysis 

RAT–SOM 99 (98-99) 99 (98-99) 0,283 

RAT–VIS 95 (92-97) 96 (93-97) 0,601 

RAT–VEST 75 (68-79) 73 (68-78) 0,441 

RAT–PREF 99 (97-103) 99 (96-102) 0,320 
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Анализируя показатели ES-1–3m SOT, 

можно сделать вывод, что у работающих 

65–69-летних женщин не происходит воз-

растных изменений в эффективности под-

держания статического баланса, что можно 

рассматривать как предиктор, оказываю-

щий положительное влияние на продолже-

ние трудовой деятельности после 64 лет  

[1, 11-13]. 

В то же время на основании анализ 

показателей ES-4–6m SOT можно говорить 

о тенденции к снижению эффективности 

поддержания статодинамического баланса 

у работающих женщин после 64 лет. Од-

нако эти тенденции не являются клиниче-

ски значимыми изменениями, но обосновы-

ваю необходимость проведения кон-

трольно-реабилитационных мероприятий, 

направленных на повышение эффективно-

сти поддержания статодинамического рав-

новесия [1, 11-13].  

Сравнение COMP–ES SOT не обнару-

жило статистически значимых различий. 

Медиана и третий квартиль были выше у 

женщин 60-64 года, а первые квартили 

были одинаковыми и равнялись 80%. Не 

выявлено возрастных изменений общей ре-

зультативности постурального баланса, а 

также снижения физиологических, нейро-

физиологических механизмов и адаптаци-

онных возможностей функции равновесия 

у работающих женщин после 64 лет. Ранее 

уже отмечалось снижение данного показа-

теля в общей когорте обследованных жен-

щин (включая как работающих, так и не ра-

ботающих) после 64 лет [9].  

Сравнение показателей PSS-1–6m и 

COMP–PSS также не выявило статистиче-

ских различий. Медианы PSS-4m, PSS-5m и 

PST-6m, а также первый квартиль PSS-4m 

были выше у женщин 65-69 лет. Первые 

квартили COMP–PSS были одинаковыми 

(89%). Отсутствие возрастных изменений 

PSS в COND 1-6 и COMP–PSS свидетель-

ствует, что у женщин 65-69 лет сохраняется 

хорошая балансировка ЦТ и адаптация к 

быстрым постуральным возмущениям. Это 

можно также рассматривать как предиктор, 

оказывающий благоприятное влияние на 

продолжение трудовой деятельности у жен-

щин старше 64 лет. Возможно, адаптация к 

быстрым постуральным возмущениям яв-

ляется важной характеристикой в оценке 

преждевременных изменений компонентов 

постурального баланса у человека, влияя на 

его восприятие своего баланса. 

Значение COMP–ES, равное 80 % и 

выше, а значение COMP–PSS – от 89% и 

вышеможно рассматривать у женщин 60–

69 лет как пределы их «оптимального» ба-

ланса, необходимого для успешного про-

должения трудовой деятельности, осо-

бенно поле 64 лет, тем самым высоко харак-

теризуя их продуктивное и социальное ста-

рение.  

Не было выявлено статистически зна-

чимых различий между показателями 

RAT–SOM, RAT–VIS и RAT–VEST SOT. 

Медиана и первый квартиль RAT–VIS были 

выше у женщин 65-69 лет. Первые квар-

тили RAT–VEST были одинаковыми (68%). 

У работающих женщин 65-69 лет не проис-

ходит изменений коэффициентов участия 

соматосенсорной, зрительной и вестибу-

лярной информации в контроле над балан-

сом, что можно рассматривать как предик-

тор, оказывающий положительное влияние 

на способность к трудовой (волонтерской, 

общественно-политической, воспитатель-

ной) деятельности, особенно после 64 лет 

[1, 3]. Значения RAT–SOM от 98 % и выше, 

RAT–VEST – от 68% и выше можно рас-

сматривать как пределы «оптимального» 

сенсорного обеспечения постурального ба-

ланса при характеристике работающих 

женщин 60-69 лет. Ранее нами уже отмеча-

лось, что в общей когорте обследованных 

женщин (включая как работающих, так и не 

работающих) после 64 лет наблюдается 

снижение показателей RAT–VIS и RAT–

VEST SOT [9].  

Установлена важность вклада зри-

тельной информации в постуральном ба-

лансе у работающих женщин 65-69 лет. 

При этом значение RAT–VIS в 93% можно 

рассматривать как у них предел «оптималь-

ного» зрительного обеспечения постураль-

ного баланса. Возможно, что именно дефи-
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цит соматосенсорной и зрительной инфор-

мации в постуральном контроле у пожилых 

женщин является первостепенным факто-

ром, оказывающим влияние на желание 

прекратить работать в своей профессии. 

Сравнение RAT–PREF SOT также не 

выявило различий, хотя все квартили дан-

ного коэффициента были выше в группе  

60-64 года. У работающих 65-69-летних 

женщин не наблюдалось снижения способ-

ности ЦНС быстро и качественно истолко-

вывать визуально-пространственную ин-

формацию для поддержания статического и 

статодинамического баланса. Ранее уже от-

мечалось снижение RAT–PREF в общей ко-

горте обследованных женщин (включая как 

работающих, так и не работающих) после 

64 лет [9]. В то же время, у работающих 

женщин 65-69 лет сохраняется эффектив-

ность процесса сенсорной интеграции для 

поддержания постурального баланса и чув-

ства пространственной ориентации. Воз-

можно, именно замедление процесса сен-

сорной интеграции у шестидесятилетних 

женщин будет являться определяющим 

фактором в прогнозировании трудовой дея-

тельности и оценке преждевременных из-

менений центральных интеграционных 

процессов нервной системы.  

С целью контроля постуральных из-

менений и снижения травматизма у работа-

ющих пожилых женщин нами были рассчи-

таны нормативные значения параметров 

«нормального» баланса по данным SOT [10, 

11]. Они были рассчитаны как для средних 

значений (ES-1–6m; PST-1–6m), включая ко-

эффициенты сенсорного анализа, что будет 

полезно для сравнительной оценки в науч-

ных публикациях и докладах. Так и для зна-

чения каждой функциональной пробы 

(ES1,2,3 COND 1–6), что повысит результа-

тивность проведения постурографического 

обследования. Кроме того, такой подход 

необходим для точности сравнительного 

унифицированного анализа получаемых 

данных (табл. 2). Значения SOT ниже нор-

мативных будут указывать на снижение па-

раметров поддержания баланса необходи-

мого для успешного продолжения трудовой 

деятельности у женщин данной возрастной 

категории, а также уменьшать вероятность 

продолжения трудовой деятельности. Раз-

работанные нормативы позволят снизить 

уровень травматизма на рабочих местах, а 

также их важно учитывать в случае, если 

предъявляются высокие требования к 

функции равновесия пожилых работников. 

Анализ рассчитанных нормативных 

параметров SOT показал, что предельные 

значения ES-1, ES-2, ES-2m, ES-3, ES-3m, 

ES-4, ES-4m, ES-5, ES-6, ES-6m, а также 

COMP–ES были выше в возрастной группе 

65-69 лет. Значения показателей PST, за ис-

ключением PST–6m, были выше в возраст-

ной группе 65-69 лет. RAT–SOM и RAT–

VIS, они были также выше во второй воз-

растной группе женщин. Становится оче-

видным, что продолжение трудовой дея-

тельности женщин 65-69 лет находит отра-

жение в высоких показателях SOT. Следо-

вательно, показатели данного теста у пожи-

лых женщин отражают степень их продук-

тивной деятельности и старения.  

Первые квартили ES-2m и ES-3m у ра-

ботающих 60-летних женщин были выше, 

чем у здоровых тренированных женщин в 

возрасте 18-35 лет [14]. Принято считать, 

что у здоровых тренированных молодых 

людей показатель ES-4m в норме имеет зна-

чения от 75% и выше, а показатели ES-5m и 

ES-6m – от 50% и выше [11, 15-17]. Иссле-

дования ряда авторов, включая наши иссле-

дования, показывают, что для большинства 

физически подготовленных здоровых лиц 

трудоспособного возраста значение 

COMP–ES находится в пределах 80-82% и 

выше [11, 14, 15, 17, 18]. У женщин 60-69 

лет, работающих в своей профессии, пока-

затели ES COND 1-6 и COMP–ES SOT 

находятся на уровне здоровых физически 

подготовленных лиц трудоспособного воз-

раста. Следовательно, ощущения своего хо-

рошего баланса, находящегося, по данным 

SOT, на уровне молодых лиц мотивирует 

пожилых женщин продолжать трудовую 

(волонтерскую, общественно-политиче-

скую, воспитательную) деятельность. 
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Таблица 2  

Пределы «нормального» баланса по показателям SOT  

для работающих женщин 60-69 лет, %  

Table 2  

SOT scores for “normal” equilibrium range in female workers aged 60-69, % 
Показатели SOT 60-64 года 65-69 лет 

Equilibrium Score (ES) 

ES-1 92 93 

ES-1m 93 93 

ES-2 89 91 

ES-2m 89 92 

ES-3 85 88 

ES-3m 85 89 

ES-4 76 79 

ES-4m 79 82 

ES-5 54 57 

ES-5m 58 58 

ES-6 51 54 

ES-6m 56 57 

COMP–ES 76 77 

Postural Strategy Score (PSS) 

PSS-1m 97 98 

PSS-2m 95 98 

PSS-3m 94 96 

PSS-4m 82 87 

PSS-5m 66 69 

PST-6m 69 66 

COMP–PSS 86 87 

Sensory analysis 

RAT–SOM 94 96 

RAT–VIS 82 86 

RAT–VEST 61 61 

RAT–PREF 93* 93** 

Примечание: * Возможно, значение RAT–PREF, равное 109%, также следует рассматривать как верхний предел 

«нормального» баланса для работающих женщин в возрасте 60-64 года. ** Возможно, значение RAT–PREF, рав-

ное 106%, также следует рассматривать как верхний предел «нормального» баланса для работающих женщин в 

возрасте 65–69 лет. 

Note: * RAT–PREF 109 % could also be considered as the ceiling figure for the “normal” equilibrium range in women 

workers aged 60-64. ** RAT–PREF 106 % could also be considered as the ceiling figure for the “normal” equilibrium 

range in women workers aged 65-69. 

 

Первые квартили PSS-2m, PSS-3m и 

PSS-4m у обследованных пожилых женщин 

были выше, чем у здоровых тренированных 

молодых женщин [14]. Данные показатели 

можно учитывать при прогнозировании 

трудовой деятельности женщин предпенси-

онного и пенсионного возраста. Всё выше-

сказанное может свидетельствовать об от-

сутствии возрастных различий, а также 

преждевременных изменений, в механиз-

мах регулирования позы при статических и 

статодинамических задачах у работающих 

женщин 60-69 лет, которые также будут 

влиять на их стремление продолжать трудо-

вую (волонтерскую, общественно-полити-

ческую) деятельность.  

Поскольку известно, что параметры 

поддержания динамического равновесия, 

по сравнению с лицами трудоспособного 

возраста, начинают достоверно изменятся 

именно в 60-летнем возрасте, и особенно 

после 64 лет [3, 19], то можно говорить, что 

снижение показателей поддержания стати-

ческого и статодинамического равновесия 

у пожилых женщин, особенно ниже норма-

тивных, является предиктором риска для 
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успешной продуктивной деятельности и 

старения.  

На основании анализа показателей 

PSS SOT можно сделать вывод об отсут-

ствии возрастных изменений в скорости ко-

лебания ЦТ у работающих женщин 65–69 

лет, что можно рассматривать как предик-

тор, оказывающий благоприятное влияние 

на продолжение их трудовой деятельности. 

Увеличение постуральных колебаний при 

поддержании статического и особенно ста-

тодинамического баланса будет снижать 

вероятность продолжения трудовой дея-

тельности у женщин 65-69 лет.  

Отсутствие значимых различий PSS в 

COND 1–6 у обследованных женщин ука-

зывает на хорошую способность голено-

стопных суставов в балансировке ЦТ, а 

также подтверждает несущественные воз-

растные изменения в функциях опорно-

двигательного аппарата после 64 лет [20]. 

Преждевременные изменения в результа-

тивности голеностопных суставов, осо-

бенно гибкости и силы, даже у физически 

подготовленных лиц трудоспособного воз-

раста будет повышать у них риск травма-

тизма [21]. Вероятный риск получения про-

изводственных травм у обследованных 

женщин 60-69 лет, связанный с изменени-

ями их постурального баланса, будет на том 

же уровне, что и у лиц трудоспособного 

возраста. По-видимому, показатели SOT 

могут отображать риски производствен-

ного травматизма.  

Анализ данных по ES и PSS позволяет 

сделать вывод, что у работающих женщин 

не наблюдается изменений в их автомати-

ческом постуральном контроле [8, 10, 11, 

14, 19], что также будет оказывать положи-

тельное влияние на стремление работать в 

своей профессии, особенно после 64 лет. В 

то же время само по себе старение посту-

ральной системы вызывает переход от «ав-

томатического» к более «корковому» кон-

тролю вертикальной позы и передвижения. 

У пожилых людей наблюдается повышен-

ное и активное участие корковых областей 

(особенно в префронтальной коре) в подер-

жании различных видом баланса по сравне-

нию с молодыми людьми. Это увеличение 

коркового взаимодействия означает, что у 

пожилых людей постуральная система тре-

бует большего внимания, чем у молодых 

лиц [22]. Следовательно, именно снижение 

автоматического контроля вертикальной 

позы будет уменьшать вероятность продол-

жения работать в своей профессии на пен-

сии, а также свидетельствовать о старении 

постуральной системы управления. Этот 

факт открывает новые горизонты для про-

гнозирования продолжительности трудо-

вой (волонтерской, общественно-политиче-

ской) деятельности у людей в пожилом воз-

расте. 

На основании анализа RAT–SOM, 

RAT–VIS и RAT–VEST SOT можно конста-

тировать, что сенсорный вклад в постураль-

ное равновесие остается стабильным, как и 

у лиц трудоспособного возраста. У работа-

ющих женщин 60-69 лет сохраняется спо-

собность соматосенсорной, зрительной и 

вестибулярной систем к избыточному 

функционированию [19]. Все это также 

можно рассматривать как фактор, влияю-

щий на способность к трудовой деятельно-

сти, особенно в возрасте 65-69 лет. Можно 

предположить, что снижение двух сенсор-

ных входов в обеспечении постурального 

равновесия у женщин 65-69 лет приведет к 

прекращению их трудовой деятельности. У 

большинства физически подготовленных 

здоровых молодых лиц значение RAT–

SOM – от 97% и выше, RAT–VIS – от 88% 

и выше, а RAT–VEST – от 69% и выше  

[8, 10, 11, 14]. У большинства обследован-

ных 60-летних женщин показатели степени 

участия RAT–VIS были выше, чем у физи-

чески подготовленных здоровых лиц тру-

доспособного возраста. Но после 64 лет мо-

жет наблюдаться значительное снижение 

данного сенсорного коэффициента. Как из-

вестно, любые изменения в зрительном вос-

приятии являются частой причиной прекра-

щения трудовой деятельности у людей 

старше 66 лет [3, 9, 12]. Коэффициент RAT–

VIS возможно также связан с параметрами 

биологического старения. Очевидно, что 

зрительное обеспечение постурального ба-

ланса становиться важной составляющей в 

определении и прогнозировании трудовой 
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деятельности у женщин 65 лет и старше. 

Хорошее функционирование соматосен-

сорной информации в постуральном ба-

лансе также определяет эффективность 

контроля и энергозатраты необходимые па-

циенту для удержания ЦТ в пределах базы 

опоры, особенно при быстрых возмуще-

ниях [10, 19, 23]. Способность адаптации к 

быстрым постуральным возмущениям при 

статических, статодинамических и динами-

ческих задачах, становится одним из важ-

ных условий продуктивной деятельности 

по мере увеличения КВ [23].  

Изменение анатомо-функциональных 

особенностей мозжечка было связано с 

ослаблением сенсорной интеграции у лю-

дей предпенсионного возраста [19]. Следо-

вательно, любые изменения в этом отделе 

головного мозга будут снижать вероят-

ность продолжения трудовой деятельности 

у женщин 65-69 лет. Хорошая (не подвер-

женная преждевременным изменениям) 

сенсорная интеграция, а также высокое (на 

уровне лиц трудоспособного возраста) 

мультисенсорное обеспечение постураль-

ного баланса является необходимым усло-

вием продолжения трудовой (волонтер-

ской, общественно-политической) деятель-

ности у женщин после 64 лет. 

У людей в пожилом возрасте сниже-

ние самооценки своего здоровья и стрессо-

устойчивости, включая снижение физиче-

ской работоспособности, часто сопровож-

дается прекращением трудовой деятельно-

сти [2-4, 23]. При этом продолжение трудо-

вой деятельности на пенсии в возрасте 

старше 66 лет также связано с хорошим 

психическим здоровьем [3]. Значения пока-

зателей COMP–ES выше 79%, COMP–PSS 

– выше 88%, RAT–SOM – выше 97%, а 

также RAT–VEST – выше 68% у женщин 

60-69 лет могут указывать на высокий уро-

вень их физической работоспособности, на 

хорошую самооценку физического и психо-

логического здоровья, а также стрессо-

устойчивость. Продолжение трудовой (во-

лонтерской, общественно-политической) 

деятельности также связано с физическим и 

психологическим благополучием [24], что 

также отражают показатели SOT [1, 8, 9]. 

Таким образом, у женщин в пожилом воз-

расте удовлетворенность своим постураль-

ным балансом будет определять их уверен-

ность и желание к продолжению успешной 

трудовой деятельности.  

Показатели SOT у пожилых людей 

могут быть связаны и с эффективностью их 

профессиональной деятельности [10, 25]. 

Трудовая деятельность у пожилых женщин 

в первую очередь определяется их способ-

ностью выполнять свою работу не хуже, 

чем более молодые работники [3]. Согласно 

данным SOT, высокие значения эффектив-

ности поддержания статического и стато-

динамического баланса, а также сенсорной 

обеспечения постурального контроля, осо-

бенно на уровне лиц трудоспособного воз-

раста, у работающих шестидесятилетних 

женщин также связаны с сохранением у них 

способности к эффективной работе. Посту-

ральные механизмы поддержания статиче-

ского и статодинамического равновесия 

оказываю существенное влияние на соци-

альное и продуктивное старение пожилых 

людей, определяя также их поведенческое 

реагирование в социуме [19]. Способность 

адаптироваться к современным реалиям 

жизни становится важным условием, опре-

деляющим возможность продолжать ра-

боту после выхода на пенсию. Неуверен-

ность в своем статическом и статодинами-

ческом балансе у пожилых людей будет 

снижать производительность их труда.  

Частые случаи прекращения трудовой 

деятельности у людей после 64 лет, связаны 

со снижением их когнитивных функций 

[26], а, как известно, эти изменения у людей 

в пожилом возрасте связаны со способно-

стью постуральной системы быстро адап-

тироваться в сложных условиях окружаю-

щей среды. Кроме того, когнитивные изме-

нения у пожилых людей также связаны с 

эффективностью их автоматического по-

стурального контроля [19, 27]. В связи с 

этим можно говорить о том, что у работаю-

щих женщин 65-69 лет не наблюдаются 

преждевременные или возрастные когни-

тивные изменения.  

Продолжение трудовой деятельности 

у людей после 59 и 64 лет определяется, с 
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одной стороны, стремлением сохранить фи-

нансовое благополучие, с другой, связано 

со стремлением сохранить свой социаль-

ный и профессиональный статус [3, 26, 28]. 

Известно, что у пожилых людей любые 

мультисенсорные изменения приводят к 

снижению их социальной активности и 

негативно сказываются на профессиональ-

ной деятельности [3, 19]. Следовательно, у 

пожилых женщин стремление сохранить 

свой социальный и профессиональный ста-

тус может определяться результирующей 

оценкой эффективности функции равнове-

сия всего SOT на уровне 80% и выше, а 

также высокими коэффициентами сомато-

сенсорной (98% и выше) и зрительной (от 

92% в выше) информации в контроле над 

балансом. Уменьшение двух сенсорных ко-

эффициентов (особенно соматосенсорной и 

зрительной) в сенсорном обеспечении ба-

ланса у пожилых людей будут влиять на 

производительность их труда. Хороший по-

стуральный баланс становиться необходи-

мым условием для здоровья, благополучия 

и производительности труда пожилых ра-

ботников. Поскольку вестибулярная ин-

формация передается во многие отделы 

мозга, которые выполняют ряд важных по-

веденческих функций (поддержание стати-

ческого, статодинамического и динамиче-

ского баланса, двусторонняя координация, 

поддержание стабильного поля зрения и 

пространственного положения, восприятие 

окружения для эффективной навигации 

тела в пространстве и др.) [19], то можно 

предположить, что функционирование ве-

стибулярной системы оказывает влияние на 

способность и желание пожилых женщин 

продолжать свою трудовую деятельность, 

сохранять свой социальный и профессио-

нальный статус. Колебательные движения 

ЦТ у человека, помимо психоэмоциональ-

ного состояния [11, 13, 14], отражают его 

мотивацию и поведенческие реакции. Сле-

довательно, сохранение хорошей баланси-

ровки и управлением ЦТ у пожилых жен-

щин также находит отражение на физиче-

ской выносливости и эмоциональной 

устойчивости, которые по результатам как 

наших, так и других исследований нахо-

дятся на уровне лиц трудоспособного 

уровня. Колебательные движения ЦТ у 

женщин 60-69 лет отражают их физическое 

и психическое старение. Все это возвра-

щает нас к рассмотрению колебательных 

движений ЦТ человека как психического 

действия, которое, по сути, являться отра-

жением его психического состояния и эмо-

ционально-поведенческого реагирования. 

Уже сегодня становится очевидной, важ-

ность использования компьютерной посту-

рографии (стабилометрии) посредством 

биологической обратной связи не только 

при физической, но и психологической ре-

абилитации [8]. В настоящее время нами 

апробируется методика оценки психиче-

ского состояния и эмоционально-поведен-

ческого реагирования по постуральным ко-

лебаниям. Можно говорить о формирова-

нии нового инструментального метода пси-

хологической диагностики и консультиро-

вания с использованием комплекса динами-

ческой постурографии «Smart Equitest 

Balance Manager». Необходима разработка, 

создание и активное внедрение подобного 

отечественного постурографического ком-

плекса. Колебательные движения ЦТ 

имеют огромнейший исследовательский 

потенциал для современной медицины, фи-

зиологии, психофизиологии и психологии, 

их анализ и расшифровка позволят обозна-

чить новые направления научных исследо-

ваний, и не только в оценке функции равно-

весия человека.  

Полученные результаты исследова-

ния будут полезны в контексте формирова-

ния государственной политики по увеличе-

нию участия пожилых людей в трудовой 

деятельности, включая разработку норма-

тивно-правовых актов об устранении дис-

криминации по возрасту, по охране труда и 

безопасной рабочей среды, а также для со-

здания государственной программы под-

держки занятости лиц в пожилом возрасте. 

Выводы 

1. У работающих женщин после 64 

лет не наблюдается возрастных изменений 

в эффективности поддержания и результа-



 
Оригинальная статья 

Original article 

  

Дёмин АВ, и др. Особенности постурального баланса у … 

Dyomin AV, et al. Features of postural balance in … 
393 

 

 

тивности статического и статодинамиче-

ского равновесия, адаптационных, физио-

логических и нейрофизиологических меха-

низмов постурального контроля.  

2. В проведенном исследовании у жен-

щин после 64 лет не наблюдается увеличе-

ния колебаний центра тяжести при поддер-

жании статического и особенно статодина-

мического баланса, а также повышения 

энергозатрат, связанных с предотвращением 

дисбаланса и удержанием центра тяжести в 

пределах опорной базы. Сохранение хоро-

шей балансировки центра тяжести и способ-

ность быстро противодействовать дисба-

лансу при статических и статодинамических 

задачах у пожилых женщин являются важ-

ными факторами эффективной и безопасной 

работы, сохранения и поддержания своего 

социального и профессионального статуса. 

Кроме этого хорошая балансировка и управ-

лением ЦТ у пожилых женщин также нахо-

дит отражение на физической выносливости 

и эмоциональной устойчивости, которые по 

результатам как наших, так и других иссле-

дований находятся на уровне лиц трудоспо-

собного уровня.  

3. Отсутствие любых изменений в ав-

томатическом постуральном контроле у 

шестидесятилетних женщин можно рас-

сматривать как важный предиктор, влияю-

щий на удовлетворенность своим статиче-

ским и статодинамическим балансом, а 

также уверенность и желание продолжать 

безопасную трудовую деятельность, сохра-

няя финансовое благополучие на пенсии. 

4. У работающих женщин 65-69 лет не 

выявлено снижения степени участия сома-

тосенсорной, зрительной и вестибулярной 

информации в контроле над балансом, 

включая изменения в сенсорной интегра-

ции постурального контроля. Хорошая (не 

подверженная преждевременным измене-

ниям) сенсорная интеграция, а также высо-

кое (на уровне лиц трудоспособного воз-

раста) мультисенсорное обеспечение по-

стурального баланса у пожилых женщин 

будет определять стремление к продолже-

нию успешной трудовой деятельности, со-

хранению социального и профессиональ-

ного статуса. 
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Резюме 

Актуальность: В настоящее время особый интерес представляют научные работы, отражаю-

щие результаты изучения патологического влияния стрессогенных факторов, в том числе и 

«социального» стресса, на различные системы организма. Доказано, что длительное воздей-

ствие стресса способствует формированию различных видов расстройств, что в конечном 

итоге, приводит к развитию нарушений молекулярно-клеточных механизмов запрограммиро-

ванной гибели клеток. В связи с чем, в настоящее время пристальное внимание уделяется 

оценке роли апоптотических и нейротрофических факторов в реализации стрессовой реакции. 

Цель исследования: Изучить влияние меланокортиновых нейропептидных соединений на 

уровень апоптотических (каспаза-3, каспаза-8, TNF-α) и нейротрофических (BDNF, NGF) фак-

торов в сыворотке крови белых крыс в условиях «социального» стресса. Материалы и ме-

тоды: Экспериментальные исследования проводили на 70 нелинейных белых крысах-самцах 

6-месячного возраста. В процессе моделирования «социального» стресса все крысы были раз-

делены по типу поведения на «агрессоров» и «жертв». В исследовании формировались экспе-

риментальные группы (n = 10): контрольные животные; животные, в течение 20 дней подвер-

гавшиеся воздействию стресса; группы крыс, получавших внутрибрюшинно в дозе  

100 мкг/кг/сут, начиная с 1-го дня воздействия стресс-фактора, курсом 20 дней нейропептид-

ные соединения семейства меланокортинов АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) и АКТГ(6-9)-Pro-

Gly-Pro. Влияние соединений на уровень апоптотических и нейротрофических факторов оце-

нивали путем определения уровня каспазы-3, каспазы-8, фактора некроза опухоли, фактора 

роста нервов и нейротрофического фактора мозга в сыворотке крови белых крыс методом им-

муноферментного анализа. Результаты: По результатам проведенного исследования было 

установлено, что в условиях «социального» стресса наблюдалось усиление апоптотических 

процессов, сопровождающихся увеличением уровня каспазы-3, каспазы-8, TNF-α в сыворотке 

крови белых крыс и снижением концентрации BDNF и NGF. Введение меланокортиновых 
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нейропептидов на фоне стресса способствовало восстановлению уровня исследуемых показа-

телей, что, вероятнее всего, связано с наличием у меланокортинов антиапоптотического и 

нейропротекторного действия за счет ингибирования каспаза-зависимого каскада реакций 

апоптоза, а также индукции синтеза нейротрофических факторов, обладающих антиапоптоти-

ческой активностью. Заключение: Таким образом, введение меланокортиновых нейропеп-

тидных соединений АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro в условиях 

стрессогенного воздействия способствует восстановлению уровня каспаз и фактора некроза 

опухоли, а также нейротрофических факторов, в результате чего наблюдается антиапоптоти-

ческий эффект за счет ингибирования каспаза-зависимого каскада реакций. 

Ключевые слова: меланокортины; нейропептиды; «социальный» стресс; апоптоз; каспазы; 

фактор некроза опухоли; фактор роста нервов; нейротрофический фактор мозга; TNF-α; 

BDNF; NGF 

 

Для цитирования: Ясенявская АЛ, Цибизова АА, Андреева ЛА, и др. Влияние нейропепти-

дов семейства меланокортинов на уровень апоптотических и нейротрофических факторов в 

условиях «социального» стресса. Научные результаты биомедицинских исследований. 
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Abstract 

Background: Currently, scientific papers reflecting the results of studying the pathological influence 

of stress factors, including "social" stress, on various body systems are of particular interest. It has 

been proven that prolonged exposure to stress contributes to the formation of various types of disor-

ders, which ultimately leads to the development of violations of the molecular and cellular mecha-

nisms of programmed cell death. In this connection, close attention is currently being paid to assessing 

the role of apoptotic and neurotrophic factors in the implementation of a stress reaction. The aim of 

the study: To study the effect of melanocortin neuropeptide compounds on the level of apoptotic 

(caspase-3, caspase-8, TNF-α) and neurotrophic (BDNF, NGF) factors in the blood serum of white 

rats under conditions of "social" stress. Materials and methods: Experimental studies were carried 

out on 70 nonlinear white male rats 6 months of age. In the process of modeling "social" stress, all 

rats were divided by type of behavior into "aggressors" and "victims". Experimental groups (n = 10) 

were formed in the study: control animals; animals exposed to stress for 20 days; groups of rats treated 

intraperitoneally at a dose of 100 mcg/kg/day, starting from the 1st day of exposure to the stress 
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factor, with a course of 20 days, glyproline compounds ACTH(4-7)-Pro-Gly-Pro (Semax) and 

ACTH(6-9)-Pro-GLY-Pro. The effect of the compounds on the level of apoptotic and neurotrophic 

factors was assessed by determining the level of caspase-3, caspase-8, tumor necrosis factor, nerve 

growth factor and brain neurotrophic factor of white rat blood serum by enzyme immunoassay. Re-

sults: The study revealed that under conditions of "social" stress, an increase in apoptotic processes 

was observed, accompanied by an increase in the level of caspase-3, caspase-8, TNF-α in the blood 

serum of white rats and a decrease in the concentration of BDNF and NGF. The introduction of mel-

anocortin neuropeptides against the background of stress contributed to the restoration of the level of 

the studied indicators, which is most likely due to the presence of antiapoptotic and neuroprotective 

effects in melanocortins due to inhibition of the caspase-dependent cascade of apoptosis reactions, as 

well as induction of the synthesis of neurotrophic factors with antiapoptotic activity. Conclusion: 

Thus, the introduction of melanocortin neuropeptide compounds ACTH(4-7)-Pro-GLY-Pro (SE-

MAX) and ACTH(6-9)-Pro-GLY-Pro under stress conditions contributes to the restoration of the 

level of caspases and tumor necrosis factor, as well as neurotrophic factors, resulting in an anti-apop-

totic effect due to inhibition of the caspase-dependent cascade of reactions. 

Keywords: melanocortins; neuropeptides; "social" stress; apoptosis; caspase; tumor necrosis factor, 

neurotrophic factors, TNF-α; BDNF; NGF 
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Введение. В настоящее время при-

стальное внимание уделяется научным ис-

следованиям, отражающим влияние раз-

личных стрессовых факторов на организм 

человека [1, 2]. Установлено, что длитель-

ное стрессовое воздействие приводит к 

формированию неврологических, иммун-

ных, эндокринных, метаболических и дру-

гих видов расстройств, а также развитию 

нарушений молекулярно-клеточных меха-

низмов апоптоза, в том числе нейроцитов 

[3, 4]. В связи с чем в настоящее время при-

стальное внимание уделяется оценке роли 

апоптотических и нейротрофических фак-

торов в реализации стрессовой реакции. 

Наиболее информативными показате-

лями в оценке апоптотических процессов 

являются фактор некроза опухоли, иници-

аторные и эффекторные каспазы [5, 6]. Ре-

зультаты многочисленных исследований 

показали, что фактор некроза опухоли спо-

собствует увеличению секреции воспали-

тельных медиаторов, что относит данный 

цитокин к одному из самых значимых акти-

ваторов апоптоза [7, 8]. Установлено, что 

уровень TNF-α повышен у пациентов с пси-

хоневрологическими и нейродегенератив-

ными заболеваниями, а также травматиче-

скими повреждениями головного мозга. 

Установлено, что в результате воздействия 

стрессогенных факторов наблюдается фор-

мирование комплекса TNF-α с рецепторами 

Fas с последующей активацией сигнальных 

молекул, который активирует инициирую-

щую каспазу-8 и эффекторную каспазу-3, в 

результате чего развивается необратимое 

повреждению нейронов [9, 10, 11]. Уста-

новленный процесс инициации характерен 

также для развития апоптоза в лимфоидных 

и эндотелиальных клетках, что, в свою оче-

редь, способствует развитию иммунной 

дисфункции, а также патологии различных 

систем организма [12, 13, 14]. 

При рассмотрении нейротрофиновой 

гипотезы развития различных патологиче-

ских нарушений, в том числе апоптоза, та-

ким нейротрофическим факторам, как фак-

тор роста нервов и нейротрофический фак-

тор мозга, обладающим выраженной нейро-

специфичностью, отводится важное значе-

ние в проявлении нейропротекторного дей-

ствия за счет реализации их способности к 

индукции синтеза антиапоптотических бел-

ков и ингибированию проапоптотических, 
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оказывая влияние тем самым на выживае-

мость и дифференцировку отдельных попу-

ляций нейронов [15, 16]. Доказано, что 

апоптоз напрямую зависит от баланса NGF 

и BDNF, которые активируя рецепторы ти-

розинкиназ, оказывают нейропротекторное 

действие. Установлено, что фактор роста 

нервов привлекает внимание ученых в ка-

честве перспективного средства лечения 

различных психоневрологических заболе-

ваний, таких как болезнь Альцгеймера и де-

прессия [17, 18]. Доказана способность 

фактора роста нервов к индукции высво-

бождения иммуноактивных нейропептидов 

и нейротрансмиттеров, а также к влиянию 

на врожденные и адаптивные иммунные ре-

акции. Доказано также, что уровень сыво-

роточного BDNF имеет отрицательную 

корреляционную связь со степенью выра-

женности тревожных расстройств и даже в 

ряде случаев определяет развитие нейроде-

генеративных процессов [19, 20]. 

Таким образом, апоптотические и 

нейротрофические факторы играют важ-

ную роль в реализации адаптационных ме-

ханизмов к стрессовым воздействиям раз-

личного генеза и определяет перспектив-

ность рассмотрения его в качестве мишени 

для стресспротекторов. 

В настоящее время особый интерес 

вызывают нейропептидные соединения, на 

основе которых синтезируется большое ко-

личество высокоэффективных и безопасных 

лекарственных препаратов, обладающих 

разносторонней фармакологической актив-

ностью, в том числе и стресспротекторной 

[21]. На сегодняшний день в ряду пептид-

ных соединений в отдельную группу выде-

лены регуляторные пептиды – меланокор-

тины [22, 23], представителем которых явля-

ется зарегистрированный препарат Семакс, 

синтезированный учеными Института моле-

кулярной генетики Национального исследо-

вательского центра «Курчатовский инсти-

тут». В медицинской практике Семакс при-

меняется с целью улучшения мнестических 

функций. Доказано, что наряду с нейротроп-

ной активностью, данный препарат оказы-

вает иммунотропное, антиоксиданьное, про-

тивогипоксическое и др. виды действия [24]. 

Описанные свойства актуализируют необ-

ходимость детального изучения фармаколо-

гического действия нейропептидов семей-

ства меланокортинов. 

Цель исследования. Изучить влия-

ние меланокортиновых нейропептидных 

соединений на уровень апоптотических 

(каспаза-3, каспаза-8, TNF-α) и нейротро-

фических (BDNF, NGF) факторов в сыво-

ротке крови белых крыс в условиях «соци-

ального» стресса. 

Материал и методы исследования. 

Исследование проводили на 70 белых кры-

сах-самцах 6-месячного возраста. Содержа-

ние лабораторных животных отвечало тре-

бованиям международной нормативной до-

кументации [25] и протоколу Этического 

комитета ФГБОУ ВО «Астраханский госу-

дарственный медицинский университет» 

Минздрава России № 8 от 24 ноября 2015 г.  

«Социальный» стресс моделировали 

путем обеспечения условий проживании 

крыс при наличии сенсорного контакта и 

отсутствии физического с последующим 

формированием агрессивного и субмиссив-

ного типа поведения [26, 27, 28] при разме-

щении животных попарно в клетках, разде-

ленных прозрачной перегородкой. С целью 

наблюдения за межсамцовыми конфронта-

циями ежедневно на 10 мин снимали пере-

городку, по результатам чего были сформи-

рованы группы крыс «агрессоров» и 

«жертв». Агрессивность крыс оценивалась 

по наличию вертикальных и боковых стоек 

и атаки, а субмиссивность – по наличию не-

подвижности, обнюхивания, аутогруминга, 

вертикальных «защитных» стоек. 

В исследовании формировались экс-

периментальные группы (n = 10): контроль-

ные животные; животные, в течение 20 

дней подвергавшиеся воздействию стресса; 

группы крыс, получавших внутрибрю-

шинно в дозе 100 мкг/кг/сут, начиная с 1-го 

дня воздействия стресс-фактора, курсом 20 

дней меланокортиновые соединения 

АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) и АКТГ(6-

9)-Pro-Gly-Pro  

Выбор дозы нейропептидных соеди-
нений основан на предварительном изуче-
нии выраженности психомодулирующего 
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эффекта. Исследования проводили при вве-
дении исследуемых соединений в дозах 25, 
50, 100 и 200 мкг/кг/сут. Было установлено, 
что наиболее активными дозами явились 
100 и 200 мкг/кг/сут. В связи с чем, в каче-
стве экспериментальной дозы в дальней-
шем была выбрана наименьшая –  
100 мкг/кг/сут. 

Влияние нейропептидов на уровень 
каспазы-3, каспазы-8, TNF-α, BDNF, NGF в 
сыворотке крови белых крыс оценивали ме-
тодом иммуноферментного анализа с ис-
пользованием иммунологического анализа-
тора «Multiscan FC» и применением высо-
кочувствительных наборов ELISA Kit for 
Caspase-8 (США); ELISA Kit for Caspase-3 
(США); ELISA Kit for Tumor Necrosis Factor 
Alpha (TNF-α) (США), ELISA Kit for Brain 
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) (США); 

ELISA Kit for Nerve Growth Factor (NGF) 
(США). 

Нейропептидные соединения для ис-
следования предоставлены Институтом мо-
лекулярной генетики Национального ис-
следовательского центра «Курчатовский 
институт». 

Статистическая обработка резуль-
татов. Статистическую обработку полу-
ченных результатов проводили с помощью 
пакета Exсel и программного обеспечения 
BIOSTAT, с учетом критерия Манна-
Уитни. Статистически значимыми разли-
чия считали при p≤0,05. 

Результаты и их обсуждение. Ре-
зультаты, отражающие влияние меланокор-
тинов на уровень каспаз-3 в сыворотке 
крови белых крыс в условиях «социаль-
ного» стресса, представлены рисунке 1. 

 
Примечание: ** – p ≤ 0,01 – относительно контроля; #; ## – p ≤ 0,05; p ≤ 0,01 – относительно группы «социальный» 

стресс. 

Рис. 1. Уровень каспазы-3 в сыворотке крови белых крыс в условиях экспериментального 

«социального» стресса под влиянием нейропептидов меланокортиновой структуры 

- животные с агрессивным типом поведения; 

- животные с субмиссивным типом поведения. 
Note: ** – p ≤ 0.01 – relative to control; #; ## – p ≤ 0.05; p ≤ 0.01 – relative to the "social" stress group. 

Fig. 1. The level of caspase-3 in the blood serum of white rats under conditions of experimental  

"social" stress under the influence of neuropeptides of the melanocortin structure 

 – animals with aggressive type of behavior; 

 – animals with a submissive type of behavior. 
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При формировании «социального» 

стресс у животных с агрессивным типом 

поведения уровень каспазы-3 увеличился 

практически на 76% (p≤0,01) по отношению 

к контролю. При введении меланокортино-

вых соединений было отмечено снижение 

уровня исследуемого показателя: при 

АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) – на 30% 

(p≤0,01) и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro – на 20% 

(p≤0,05) в сравнении с группой стресс.  

В группе стрессированных животных 

с субмиссивным типом поведения уровень 

каспазы-3 увеличился на 60 % (p ≤ 0,01) по 

отношению к контрольной группе живот-

ных. При введении АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro 

(Семакс) отмечалось снижение уровня по-

казателя более чем на 15% (p≤0,05), 

АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro – на 12% (p≥0,05) по 

сравнению с группой «социального» 

стресса.  

Результаты, отражающие влияние ме-

ланокортинов на уровень каспаз-8 в сыво-

ротке крови белых крыс в условиях «соци-

ального» стресса, представлены рисунке 2. 

 
Примечание: ** – p ≤ 0,01 – относительно контроля; #; ## – p ≤ 0,05; p ≤ 0,01 – относительно группы «социальный» 

стресс. 

Рис. 2. Уровень каспазы-8 в сыворотке крови белых крыс в условиях экспериментального 

«социального» стресса под влиянием нейропептидов меланокортиновой структуры 

- животные с агрессивным типом поведения; 

- животные с субмиссивным типом поведения. 
Note: ** – p ≤ 0.01 – relative to control; #; ## – p ≤ 0.05; p ≤ 0.01 – relative to the "social" stress group. 

Fig. 2. The level of caspase-8 in the blood serum of white rats under experimental "social" stress 

under the influence of neuropeptides of melanocortin structure 

- animals with aggressive type of behavior; 

- animals with a submissive type of behavior. 

 

Формирование «социального» 

стресса привело к увеличению уровня кас-

пазы-8 в 2,6 раза (p≤0,01) в сравнении с кон-

трольными крысами. Введение меланокор-

тиновых соединений АКТГ(4-7)-Pro-Gly-

Pro (Семакс) и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro спо-

собствовало снижению данного показателя 

в 1,5 раза (p≤0,01), в 1,2 (p≤0,01) соответ-

ственно по отношению к группе стрессиро-

ванных животных.  
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Уровень каспазы-8 в группе стресси-

рованных животных с субмиссивным ти-

пом поведения увеличился в 2,4 раза 

(p≤0,01) по отношению к интактным жи-

вотным. Введение меланокортиновых 

нейропептидных соединений АКТГ(4-7)-

Pro-Gly-Pro (Семакс) и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-

Pro способствовало снижению уровня  

изучаемого показателя на 24% (p≤0,05); на 

19% (p≤0,01) соответственно по сравнению 

с группой «социального» стресса.  

На рисунке 3 представлены резуль-

таты, отражающие влияние нейропептидов 

меланокортиновой структуры на уровень 

TNF-α в сыворотке крови белых крыс в 

условиях «социального» стресса. 

 

 
Примечание: ** – p ≤ 0,01 – относительно контроля; ## – p ≤ 0,01 – относительно группы «социальный» стресс. 

Рис. 3. Уровень TNF-α в сыворотке крови белых крыс в условиях экспериментального «соци-

ального» стресса под влиянием нейропептидов меланокортиновой структуры 

- животные с агрессивным типом поведения; 

- животные с субмиссивным типом поведения. 
Note: ** – p ≤ 0.01 – relative to control;  ## – p ≤ 0.01 – relative to the "social" stress group. 

Fig. 3. TNF-α level in the blood serum of white rats under experimental "social" stress under the 

influence of melanocortin neuropeptides 

- animals with aggressive type of behavior; 

- animals with a submissive type of behavior. 

 

 

Формирование «социального» 

стресса у животных с агрессивным типом 

поведения привело к увеличению уровня 

фактора некроза опухоли на 45% (p≤0,01) в 

сравнении с контрольной группой живот-

ных. На фоне введения меланокортиновых 

нейропептидов АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Се-

макс) и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro было отме-

чено снижение данного показателя на 27% 

(p≤0,01) и 23% (p≤0,01) соответственно  

по отношению к стрессированным  

животным.  
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В группе крыс с субмиссивным типом 

поведения при формировании стресса уро-

вень TNF-α увеличился на 52% (p≤0,01) в 

сравнении с контролем. Соединения 

АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) и АКТГ(6-

9)-Pro-Gly-Pro вызвали снижение данного 

показателя на 33% (p≤0,01) и 24% (p≤0,01) 

по отношению к группе «социального» 

стресса.  

На рисунке 4 показаны результаты, 

отражающие влияние меланокортинов на 

уровень NGF в сыворотке крови  

белых крыс в условиях «социального» 

стресса. 

 
Примечание: ** – p ≤ 0,01 – относительно контроля; ## – p ≤ 0,01 – относительно группы «социальный» стресс 

Рис. 4. Уровень NGF в сыворотке крови белых крыс в условиях экспериментального «соци-

ального» стресса под влиянием нейропептидов меланокортиновой структуры 

- животные с агрессивным типом поведения; 

- животные с субмиссивным типом поведения. 
Note: ** – p ≤ 0.01 – relative to control;  ## – p ≤ 0.01 – relative to the "social" stress group 

Fig. 4. NGF level in the blood serum of white rats under experimental "social" stress under 

 the influence of melanocortin neuropeptides 

- animals with aggressive type of behavior; 

- animals with a submissive type of behavior. 

 
В группе животных с «социальным» 

стрессом и агрессивным типом поведения 
наблюдалось снижение уровня NGF на 28% 
(p≤0,01) в сравнении с интактными живот-
ными. При введении меланокортинов 
АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) и АКТГ(6-
9)-Pro-Gly-Pro было отмечено повышение 
уровня исследуемого фактора на 28% 
(p≤0,01) и 27% (p≤0,01) соответственно в 
сравнении с группой «социального» стресса. 

Формирование «социального» 
стресса в группе животных с субмиссив-
ным типом поведения привело к снижению 
уровня NGF на 36% (p≤0,01) в сравнении с 
контрольной группой. На фоне введения 
меланокортинов АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro 
(Семакс) и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro было от-
мечено повышение уровня фактора роста 
нервов на 55% (p≤0,01) и 44% (p≤0,01) со-
ответственно по сравнению с группой «со-
циальный» стресс.  
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На рисунке 5 представлены резуль-

таты, отражающие влияние меланокорти-

нов на уровень нейротрофического фактора 

BDNF в сыворотке крови белых крыс в 

условиях «социального» стресса. 

 
Примечание: ** – p ≤ 0,01 – относительно контроля; ## – p ≤ 0,01 – относительно группы «социальный» стресс 

Рис. 5. Уровень BDNF в сыворотке крови белых крыс в условиях экспериментального  

«социального» стресса под влиянием нейропептидов меланокортиновой структуры 

- животные с агрессивным типом поведения; 

- животные с субмиссивным типом поведения. 
Note: ** – p ≤ 0.01 – relative to control;  ## – p ≤ 0.01 – relative to the "social" stress group 

Fig. 5. The level of BDNF in the blood serum of white rats under experimental "social"  

stress under the influence of melanocortin neuropeptides 

- animals with aggressive type of behavior; 

- animals with a submissive type of behavior. 

 
В группе стрессированных животных 

с агрессивным типом поведения было отме-
чено снижение уровня нейротрофического 
фактора головного мозга на 40% (p≤0,01) в 
сравнении с контрольной группой. Введение 
соединений АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) 
и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro способствовали 
увеличению уровня мозгового нейротрофи-
ческого фактора по отношению к стрессиро-
ванной группе животных на 60% (p≤0,01) и 
38% (p≤0,01) соответственно.  

В группе стрессированных крыс с 
субмиссивным типом поведения было от-
мечено снижение уровня BDNF на 45% 

(p≤0,01) в сравнении с контрольными жи-
вотными. При введении меланокортиновых 
соединений также отмечались изменения 
уровня исследуемого нейротрофического 
фактора в виде его статистически значи-
мого повышения (p≤0,01): на фоне АКТГ(4-
7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) – на 78% и 
АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro – 55% по отноше-
нию к группе животных, подверженных 
воздействию «социального» стресса. 

В результате проведения данного ис-
следования было установлено, что «соци-
альный» стресс сопровождается снижением 
уровня BDNF и NGF, что связано с измене-
нием нейропластичности с последующим 
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угнетением нейрогенеза. В ряде экспери-
ментальных работ доказано, что BDNF об-
ладает выраженными нейропротекторными 
свойствами, способствуя угнетению кле-
точного апоптоза, препятствуя, в свою оче-
редь, гибели нейронов и стимулируя рост 
холинергических нервных волокон [20]. В 
эксперименте установлено, что в условиях 
«социального» стресса наряду со снижение 
уровней нейротрофических факторов 
наблюдается повышение уровней каспазы-
3 и каспазы-8, а также TNF-α сыворотки 
крови белых крыс, что свидетельствует об 
усиление апоптотических процессов [13, 
14]. Существенная роль нейротрофических 
факторов в индукции или торможении 
апоптоза доказана и в других эксперимен-
тальных работах. Установлено, что NGF 
тормозит апоптоз при ряде нейродегенера-
тивных заболеваниях [20]. Кроме того, до-
казано, что фактор роста нервов и нейро-
трофический фактор головного мозга реа-
лизуют свое действие через генетические 
механизмы индукции апоптотических про-
цессов [22]. 

Снижение экспрессии нейротрофиче-

ских факторов в результате стрессогенных 

воздействий различной природы и восста-

новление его уровня продолжительным вве-

дением средств коррекции привели к созда-

нию нейротрофической гипотезы развития 

стресс-индуцированной депрессии, согласно 

которой изменение уровня нейротрофиче-

ских факторов является ключевым механиз-

мом формирования и разработки подходов к 

лечению подобных нарушений [17]. Уста-

новленная в данном исследовании корриги-

рующая активность меланокортиновых 

нейропептидов в отношении уровня нейро-

трофических факторов при «социальном» 

стрессе свидетельствует о проявлении 

АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) и АКТГ(6-

9)-Pro-Gly-Pro выраженных антистрессор-

ных и нейропротекторных эффектов, что со-

провождается восстановлением уровней фак-

тора роста нервов и нейротрофического фак-

тора головного мозга [28].  

Наряду с этим, установлено, что вве-
дение нейропептидных соединений 
АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) и АКТГ(6-

9)-Pro-Gly-Pro на фоне «социального» 
стресса способствует снижению уровня 
апоптотических показателей – капсазы-3, 
каспазы-8 и фактора некроза опухоли, что 
опосредовано, возможным, ингибирова-
нием каспаза-зависимого каскада реакций 
разрушения клеточных структур путем, 
гидролиза ядерной ламины, расщепления 
адгезивных белков и разрушения цитоске-
лета [29, 30]. Данный путь, наряду с каспа-
зами, реализуется с участием рецепторов 
клеточной гибели, к которым относятся 
фактор некроза опухолей. Установлено, что 
нейропептидные соединения в условиях 
«социального» стресса вызывают выражен-
ное ингибирование процессов свободнора-
дикального окисления и снижают концен-
трацию провоспалительных цитокинов та-
ких как IL–1β, IL–6 и TNF-α [22, 23]. На ос-
новании полученных результатов можно 
сделать вывод о наличие у меланокортинов 
антиапоптотического действия за счет вли-
яния на уровень каспаз, концентрацию про-
воспалительных цитокинов и ингибирова-
ние процессов перекисного окисления ли-
пидов [23].  

Заключение. Таким образом, прове-
денное исследование позволило установить 
наличие у меланокортиновых нейропепти-
дов АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro (Семакс) и 
АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro антиапоптотиче-
ской активности за счет ингибирования 
каспаза-зависимого каскада реакций 
апоптоза, а также выраженного стресс-про-
текторного действия за счет восстановле-
ния уровня нейротрофических факторов 
мозга, что актуализирует дальнейшее де-
тальное изучение каспаза-зависимого и 
опосредованного нейротрофическими фак-
торами механизма антистрессорного эф-
фекта меланокортинов. 
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