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Выводы. Разработана 3D-модель экспериментальной конструкции, пред­
назначенная для изготовления методом фотополимерной 3D-печати, в соот­
ветствии с методиками стандарта.

Полученная конструкция будет использована в последующих исследова­
ниях по оценке влияния фотополимерного материала на жизнеспособность 
культивируемых клеток методом in vitro.

Благодарности. Работа выполнена при финансовой поддержке БРФФИ по гранту «Ана­
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с применением методов глубокого обучения для обработки изображений» (договор № М25ИИ 
М-022 от 02.05.2025).
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Введение. Тимохинон (TQ) или 2-изопропил-5-метил-1,4-бензохинон яв­
ляется основным компонентом масла черного тмина (Nigella sativa). Как было 
показано с использованием многих моделей in vivo и in vitro, это природное 
соединение обладает потенциальным терапевтическим действием при вос­
палительных заболеваниях, поскольку проявляет антирадикальные и анти­
оксидантные свойства, способен регулировать про- и антиапоптотические 
процессы. Выявлено, что TQ способен регулировать в стадии канцерогенеза: 
инициацию, промоцию, прогрессию. Например, в присутствии TQ зареги­
стрировано подавление роста и метастазирования опухолей посредством ак­
тивации внутриклеточных путей трансдукции сигнала, в которые вовлечены 
5-LO, COX, MAPK, Nrf2 и NF-κB, что приводит к ингибированию синтеза 
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провоспалительных цитокинов, активации экспрессии антиоксидантных фер­
ментов [1].

Одним из индукторов воспаления является оксидативный стресс, вызван­
ный перепроизводством свободных радикалов и других оксидантов. В зоне 
воспаления источником активных форм кислорода и хлора (АФКХ) являются 
преимущественно нейтрофилы. Эти клетки при активации НАДФН-оксидазы 
генерируют супероксидные анион-радикалы, которые превращаются в суб­
страт миелопероксидазы (МПО) – пероксид водорода. МПО катализирует обра­
зование хлорноватистой кислоты (HOCl), которая является основным микроби­
цидным агентом и источником свободных радикалов. Гиперпродукция АФКХ 
в процессе формирования респираторного взрыва нейтрофилов приводит к по­
вреждению жизненно важных молекул, нарушению клеточных функций или 
цитодеструкции [2, 3]. Мы полагаем, что TQ, благодаря антиоксидантым свой­
ствам, способен снижать последствия оксидативного стресса в организме.

Цель работы – установить механизмы влияния TQ на функциональную 
активность нейтрофилов крови.

Материалы и методы. В работе использованы: декстран-500, гисто­
пак-1077, Triton Х-100, Micrococcus lysodeikticus, питательная среда RPMI-1640, 
TQ, 5,5′,6,6′-тетрахлоро-1,1′,3,3′-тетраэтил-бензамидозолокарбоцианин (JC-1), 
Hepes, йодистый пропидий (PI) производства Sigma-Aldrich (Германия), Fura 
2-АМ производства Thermofisher Scientific (США). Компоненты для приго­
товления среды Эрла и буферных растворов (НТПК Анализ-Х, Республика 
Беларусь), гепарин (РУП «Белмедпрепараты», Республика Беларусь).

Нейтрофилы выделяли из гепаринизированной периферической кро­
ви человека в градиенте плотности гистопак-1077 по стандартной методике. 
Влияние TQ на жизнеспособность нейтрофилов изучали флуоресцентным 
методом с использованием PI (λex = 530 нм, λem = 640 нм) на спектрофлуо­
риметре СМ 2203 (Solar, Республика Беларусь). Генерацию АФКХ и суперок­
сидных анион-радикалов нейтрофилами исследовали методом хемилюминес­
цеции (ХЛ). В качестве усилителей ХЛ использовали 50 мкмоль/л люминола 
(Люм-ХЛ) и 12,5 мкмоль/л люцигенина (Люц-Х). Генерацию АФКХ клетками 
стимулировали адгезией к поверхности стекла. Интегральную интенсивность 
ХЛ регистрировали на биохемилюминометре «БХЛ-1» (Минск, Республика 
Беларусь).

Изменение митохондриального потенциала клеток оценивали с помощью  
флуоресцентного зонда JC-1 (λex = 490 нм, λem = 530 нм, 590 нм). Кон­
центрацию ионов несвязанного цитозольного Са2+ ([Ca2+]i) определяли с по­
мощью флуоресцентного зонда Fura 2-AM (λex = 340, 380 нм, λem = 510 нм) 
на спектрофлуориметре (СМ 2203 Solar, Республика Беларусь). Секреторную 
дегрануляцию анализировали по выходу лизоцима из клеток. Активность ли­
зоцима в супернатанте измеряли по скорости лизиса клеточных стенок бакте­
рий Micrococcus lysodeikticus спектрофотометрическим методом (λ = 450 нм).  
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Результаты статистически обработаны с использованием однофакторного 
дисперсионного анализа one-way ANOVA.

Результаты и их обсуждение. Показано, что 1 мкмоль/л TQ снижает ин­
тенсивность Люм-ХЛ и Люц-ХЛ нейтрофилов на 25 и 54 % соответственно, 
тогда как 10 мкмоль/л TQ практически полностью подавляет как Люм-ХЛ, так 
и Люц-ХЛ. Это свидетельствует о способности TQ с высокой эффективностью 
снижать продукцию АФКХ. Причем выход супероксидных анион-радикалов 
за счет ингибирования НАДФН-оксидазы подавляется в значительно большей 
степени, чем выход HOCl.

Снижение выхода HOCl может быть связано с уменьшением образова­
ния пероксида водорода – субстрата МПО, влиянием TQ на активность этого 
фермента либо уменьшением секреции МПО во внеклеточную среду. Выявлено, 
что действие TQ в концентрациях 1 и 10 мкмоль/л на нейтрофилы не приводит 
к изменению секреторной дегрануляции. Можно предположить, что уменьше­
ние продукции HOCl, зарегистрированное с помощью Люм-ХЛ, связано с вли­
янием исследуемого хинона на активность как МПО, так и НАДФН-оксидазы.

Активация нейтрофилов и генерация ими АФКХ сопряжена с повышением 
концентрации внутриклеточных ионов кальция посредством выхода из каль­
циевых депо или поступления из внеклеточной среды через плазматическую 
мембрану. Ионы кальция являются вторичными мессенджерами в процессах 
внутриклеточной сигнализации, вовлеченных в формирование респираторно­
го взрыва. Нами изучено влияние TQ на концентрацию ионов кальция в цито­
золе нейтрофилов в течение 60 мин стимуляции. Добавление к нейтрофилам 
TQ в концентрации 1 мкмоль/л не приводит к изменению динамики и интен­
сивности этого процесса. Однако при добавлении 10 мкмоль/л TQ к клеткам 
зарегистрировано значительное, более чем в 3; 2,2 и 2 раза повышение концен­
трации [Ca2+]i в цитозоле нейтрофилов через 20, 40, 60 мин соответственно.

Увеличение концентрации несвязанных ионов кальция в цитозоле может 
быть связано с подавлением редокс-активности митохондрий. Перегрузка 
митохондрий ионами кальция приводит к деполяризации мембраны, откры­
тию пор, выходу цитохрома С в цитоплазму клеток и последующему разви­
тию апоптотического процесса. Действительно, при инкубировании нейтро­
филов с TQ (1–10 мкмоль/л) в течение 30 мин зарегистрировано снижение 
митохондриального мембранного потенциала на 39,5 ± 1,6–66,3 ± 2,9  %. 
Следовательно, при действии TQ вероятно развитие апоптоза в нейтрофилах, 
что предотвращает воспалительный процесс. 

Полученные результаты не связаны со снижением жизнеспособности кле­
ток при действии TQ.

Выводы. Таким образом, TQ оказывает модулирующее влияние на функ­
циональные свойства нейтрофилов за счет изменения механизмов формирова­
ния респираторного взрыва, что может приводить к предотвращению разви­
тия оксидативного стресса и, как следствие, воспаления.



276

МОЛОДЕЖЬ В НАУКЕ – 2025

Литература

1. Thymoquinone: A novel strategy to combat cancer: A review / M. Imran, A. Rauf, I. A. Khan 
[et al.] // Biomed Pharmacother. – 2018. – Vol. 106. – P. 390–402.

2. Othman, A. Roles of neutrophil granule proteins in orchestrating inflammation and immunity /  
A. Othman, M. Sekheri, J. G. Filep // The FEBS Journal. – 2022. – Vol. 289, N 14. – P. 3932–3953.

3. Hawkins, C. L. Hypochlorite-induced oxidation of amino acids, peptides and proteins /  
C. L. Hawkins, D. I. Pattison, M. J. Davies // Amino Acids. – 2003. – Vol. 25 (3–4). – P. 259–274.

Е. В. КУЗУБОВА, А. И. РАДЧЕНКО, М. В. КОРОКИН

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ГЕННОЙ ТЕРАПИИ  
ПРОТИВ МИОПАТИИ МИОШИ

Белгородский государственный национальный исследовательский университет, 
Белгород, Россия 

E-mail: 1015artek1015@mail.ru 

Введение. Важную роль в патогенезе большинства нейродегенеративных 
заболеваний играет необратимая патологическая агрегация конформационно 
нестабильных белков, одним из которых является класс патологий под общим 
названием «Дисферлинопатия».

Нами было оценено влияние на физиологические показатели двухвектор­
ной системы AAV.DYSF.OVERLAP на мышиной модели В6.А-DYSFPRMD/
GENEJ мышечной дистрофии пояса конечностей типа R2 [1].

Материалы и методы. В работе использовалась линия мышей В6.А-
Dysfprmd/GeneJ (Bla/J). В ходе исследования мышечная активность определя­
лась с помощью следующих тестов: «Сила хватки», «Удержание на проволо­
ке», «Вынужденно плавание с грузом», «Удержание животного на скользком 
вертикальном стержне».

Результаты и их обсуждение. Был проведен сравнительный анализ 
эффективности действия препарата ААВ9-ДИСФ-ДВ во временной динамике.

Так, поведенческий тест на силу мышечных волокон «Сила тяги» показы­
вает, что в группе ААV1 в/м (дозировка 1 × 1012 ед. вируса) происходит рост 
медиального показателя на 18 пунктов, в группе ААV2 в/м – на 22,21 пункта, 
в группе AAV3 в/м (5 × 1012 ед.) с повторным введением препарата через 2 меся­
ца после первичной инъекции – на 22 пункта, в группе AAV4 в/в (5 × 1012 ед.) – 
на 21,14 пункта. В связи с чем можно говорить об увеличении эффективности 
препарата с увеличением времени от первого закола, что может быть связано 
с замещением нефункциональных мышечных волокон здоровыми.

Также при проведении тестов на сохранность физической работоспособ­
ности «Удержание на проволоке» и «Удержание животного на скользком вер­
тикальном стержне» было зафиксировано увеличение эффективности препа­
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