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Введение 

 

Актуальность темы исследования 

 

Изучение механизмов, лежащих в основе увеличения жесткости сосудистой 

стенки, на сегодняшний день является одним из перспективных направлений 

научных исследований. Повышенная артериальная жесткость является маркером 

повышенного риска таких сердечно-сосудистых заболеваний, как ишемическая 

болезнь сердца и хроническая сердечная недостаточность [1-5]. Изменение 

морфологии сосуда ведет к снижению его комплаентности; так, развитие фиброза 

в аорте способствует увеличению постнагрузки на левый желудочек  и снижению 

диастолического коронарного кровотока, что влечет за собой риск развития 

гипертрофии левого желудочка и ишемической болезни сердца [6-8].  

Необходимые для нормального функционирования свойства сосудистой 

стенки, такие как прочность и упругость, определяются сбалансированным 

динамическим процессом продукции и деградации коллагена и эластина. 

Нарушение этого баланса ведет к излишней продукции коллагена и снижению 

количества эластина в сосудистой стенке [9,10]. На сегодняшний день 

предложено множество механизмов, объясняющих причины данного нарушения. 

Морфологические изменения сосудистой стенки могут быть результатом 

гемодинамических изменений [11,12], а также воздействия гормональных 

факторов [13,14]. Было показано, что повышенное потребление соли 

ассоциировано с увеличением сосудистой жесткости [14,15]. Известно, что при 

гиперволемической нагрузке стимулируется синтез эндогенного 

кардиотонического стероида (КТС) маринобуфагенина (МБГ), являющегося 

натриуретическим гормоном, который ингибирует Na+/K+-ATФазу в 

проксимальном отделе почечных канальцев, тем самым стимулирует натрийурез 

[16]. При хроническом введении МБГ с помощью мини-помпы, на модели 

почечной недостаточности у крыс, а также при преэклампсии у человека было 

доказано вовлечение маринобуфагенина в развитие фиброза в сердечно-
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сосудистой системе [17–22]. Механизм остается до конца неизученным. 

Предположительно, индуцирование профибротического пути осуществляется за 

счет связывания кардиотонического стероида с Na+/K+-ATФазой, что запускает 

каскад реакций, ведущий к инактивации негативного регулятора промоутера гена 

Col1, увеличению экспрессии гена Col1 и, как результат, увеличению синтеза 

коллагена во внеклеточное пространство фибробластами и гладкомышечными 

клетками сосудов [17, 23, 24].  

Повышенная продукция МБГ была обнаружена при сахарном диабете 2 

типа [25-27].  У Dahl соль-чувсвительных крыс на высокосолевой диете было 

показано увеличение продукции МБГ вместе с фиброзом миокарда [28]. Кроме 

того, в этом исследовании был описан профибротический сигнальный путь, 

сопровождающийся активацией TGF-β1. Известно, что TGF-β является основым 

профибротическим фактором в развитии такого осложнения сахарного диабета, 

как диабетическая нефропатия [29-31]. Возможность активации данного 

сигнального пути в процессе развития МБГ-индуцированного фиброза в 

сосудистой стенке при сахарном диабете 2 типа остается неизученной. 

Таким образом, МБГ может быть рассмотрен в качестве терапевтической 

мишени. За последние несколько лет были разработаны моноклональные анти-

МБГ антитела 3E9. Их гипотензивный эффект был продемонстрирован на модели 

соль-чувствительной гипертензии у животных [16], а также был получен 

выраженный антифибротический эффект антител на миокардиальный фиброз на 

модели нефропатии у крыс [32]. Aнти-МБГ антитела 3E9 инактивировали TGF-β 

сигнальный путь, а также реверсировали фиброз миокарда и ремоделирование 

сердечно-сосудистой системы у Dahl соль-чувствительных крыс [28]. Имеют ли 

моноклональные анти-МБГ антитела 3E9 подобный эффект на фиброз сосудистой 

стенки?  

Обнаруженные ранее конкурентные отношения КТС и антагонистов 

альдостерона (AA) за связывание с Na+/K+-ATФазой [33] позволяют 

предположить возможность антифибротического эффекта АА на фиброз 

сосудистой стенки.  
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Таким образом, эти обстоятельства обусловливают актуальность изучения 

механизма действия МБГ в процессе развития фиброза в сердечно-сосудистой 

системе. Изучение возможностей обратного воздействия на этот патологический 

процесс может дать начало разработке новых терапевтических подходов с целью 

коррекции сосудистой жесткости. 

 

Степень разработанности темы исследования 

Проблема фиброза сосудистой стенки и повышенной сосудистой жесткости 

приобрела актуальность несколько десятилетий назад. В настоящее время 

повышенная сосудистая жесткость все больше признается в качестве важного 

прогностического маркера и потенциальной терапевтической мишени у 

пациентов, страдающих гипертензией. Роль измерения артериальной жесткости в 

клинической практике была признана в Европейском обществе гипертензии в 

2003 году. Вопрос механизма увеличения сосудистой жесткости интенсивно 

изучается. Согласно данным поисковой системы Pubmed, существует более 10 

тысяч статей, посвященных изучению фиброза сосудистой стенки и сосудистой 

жесткости. 

В настоящей работе предлагается механизм развития фиброза сосудистой 

стенки, инициированный кардиотоническим стероидом, маринобуфагенином. 

Всего существует около 200 работ, опубликованных на тему изучения эффектов 

маринобуфагенина. Участие МБГ в развитии фиброза в сердечно-сосудистой 

системе впервые было описано в 2004 году [18], что послужило основой для 

исследований, посвященных изучению профибротической функции МБГ в 

сердечно-сосудистой системе. В международных изданиях опубликовано 22 

работы, описывающие профибротический эффект МБГ в сердечно-сосудистой 

системе. Ассоциация МБГ с сосудистой жесткостью и фиброзом описана в 4-х 

статьях и одном обзоре. Исследований об иммунонейтрализации МБГ  было 

проведено всего 4, включая настоящую работу. Данные о внутриклеточном 

механизме стимуляции синтеза коллагена кардиотоническими стероидами, 
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полученные разными исследователями, имеют противоречивый характер. Таким 

образом, изучение возможностей влияния на жесткость сосудистой стенки, а 

также изучение возможных механизмов фиброза является актуальной проблемой 

современной кардиологии и имеет несомненную научную новизну за отсутствием 

достаточного количества информации о механизме развития фиброза в 

сосудистой стенке.   

 

Цель работы 

Определить роль маринобуфагенина в механизме развития фиброза 

сосудистой стенки при повышенном потреблении соли и сахарном диабете 2 типа, 

а также обосновать возможность коррекции фиброза с помощью моноклональных 

антител к маринобуфагенину 3Е9 или антагонистов альдостерона.  

Задачи исследования 

1.  Изучить возможные эффекты маринобуфагенина у нормотензивных животных. 

2. Исследовать механизм маринобуфагенин - индуцированного фиброза 

сосудистой стенки крысы с выявлением ключевых участников внутриклеточного 

сигнального пути при сахарном диабете 2 типа. 

 3. Изучить эффект антагонистов альдостерона на маринобуфагенин - 

индуцированный фиброз сосудистой стенки.  

4. Изучить эффект моноклональных антител к маринобуфагенину 3Е9 на 

маринобуфагенин - индуцированный фиброз сосудистой стенки. 
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Научная новизна 

1. В результате проведенных исследований показано, что у нормотензивных 

животных на солевой нагрузке, а также на экспериментальной модели сахарного 

диабета 2 типа маринобуфагенин вызывает фиброз сосудистой стенки в 

отсутствии подъема артериального давления.                                                                     

2. Показан и объяснен механизм маринобуфагенин-индуцированного фиброза 

сосудистой стенки при сахарном диабете 2 типа. 

3. Продемонстрирован антифибротический эффект моноклональных антител к 

маринобуфагенину 3Е9 на фиброз сосудистой стенки.  

4. Показан антифибротический эффект антагонистов альдостерона на 

маринобуфагенин-индуцированный фиброз сосудистой стенки.                                                                             

Теоретическая и практическая значимость 

1. Полученные данные позволяют рассмотреть маринобуфагенин в качестве 

маркера фиброза сосудистой стенки; таким образом, определение уровня 

маринобуфагенина в плазме и моче  имеет диагностическое значение.  

2. Показанный антифибротический эффект антител к маринобуфагенину является 

основанием для дальнейших исследований, направленных на разработку 

антифибротической терапии на основе моноклональных антител к 

маринобуфагенину 3Е9. 

3. Демонстрация антифибротического эффекта антагонистов альдостерона в 

сосудистой стенке за счет антагонизма с маринобуфагенином позволяет 

расширить показания к их применению. 

4. Показан механизм маринобуфагенин-индуцированного фиброза сосудистой 

стенки в условиях солевой нагрузки и сахарного диабета 2 типа в отсутствии 

гемодинамических изменений, и доказана его обратимость при устранении 

причинного фактора посредством связывания со специфичными антителами 3Е9. 
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Методология и методы исследования 

Настоящая работа была выполнена на крысах линии Вистар. Ранее было 

показано, что животные этого стока не имеют гипертензивного ответа на солевую 

нагрузку в отличие от Dahl соль-чувствительных крыс [34]. У соль-

чувствительных крыс МБГ проявляет себя как натрийуретик и вазоконстриктор, а 

также совсем недавно был открыт его профибротический эффект у этих животных 

на солевой нагрузке. У нормотензивных животных, не обладающих соль-

чувствительностью, в таких же условиях наблюдался лишь натрийуретический 

эффект МБГ в отсутствии гипертензивного ответа. Ввиду растущих доказательств 

профибротического действия МБГ была предложена гипотеза о том, что в 

результате солевой нагрузки у нормотензивных животных увеличивается уровень 

циркулирующего МБГ, который помимо стимуляции натрийуреза оказывает 

профибротический эффект на сосудистую стенку. Так, для эксперимента были 

выбраны нормотензивные животные линии Вистар. 

Основным стимулом для продукции МБГ является солевая нагрузка, 

поэтому в данном эксперименте животные находятся в течение 4-х недель на 

высокосолевой диете. Ранее было продемонстрировано, что 

интрагиппокампальное введение оуабаина, триггера синтеза МБГ, Dahl соль-

чувствительным крысам имитирует эффекты солевой нагрузки, а введение анти-

МБГ антител реверсировало эффект оуабаина [35]. На модели нефропатии, при 

которой наблюдалось повышение уровня МБГ в плазме крыс, был показан фиброз 

миокарда, развившийся в течение 4-х недель. Подобный эффект был достигнут с 

помощью инфузии МБГ [17]. Эти данные указывают на основную роль МБГ в 

развитии натрийуретического, прогипертензивного и профибротического 

эффектов при солевой нагрузке.  

Для изучения МБГ-индуцированного профибротического сигнального пути 

в условиях сахарного диабета 2 типа новорожденные крысы линии Вистар были 

подвержены инициации диабета инъекцией стрептозотоцина.   Далее выполнялся 
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глюкозотолерантный тест для подтверждения успешного развития модели 

экспериментального диабета 2 типа, а на 8-й неделе часть животных была 

переведена на высокосолевую диету. 

У животных выполнялось измерение артериального давления на хвостовой 

артерии и оценка метаболических параметров до начала исследования, после 

солевой нагрузки, а также после лечения анти-МБГ антителами. По окончании 

эксперимента была собрана кровь для измерения уровня МБГ и активности 

эритроцитарной Na+/K+-АТФазы, а также аорта для выполнения исследования 

способности сосуда расслабляться, белкового иммуноблота и гистохимического 

исследования.  

Часть работы выполнена ex vivo, где кольца аорты, полученные от 

интактных нормотензивных крыс, инкубировались в питательной среде в 

присутствии МБГ (для демонстрации его профибротического действия) и 

антагониста альдостерона, канренона,  в качестве антифибротического агента. По 

завершении инкубации сосуды были использованы для определения 

чувствительности к вазорелаксационному действию нитропруссида натрия, а 

также иммуноблота и гистологического исследования. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Солевая нагрузка стимулирует продукцию маринобуфагенина, который в свою 

очередь способствует развитию фиброза сосудистой стенки в отсутствии 

изменений артериального давления.  

2. Маринобуфагенин индуцирует фиброз сосудистой стенки посредством 

связывания с Na+/K+-АТФазой, что ведет к повышению количества коллагена в 

сосудистой стенке. Сосуды с повышенным количеством коллагена имеют 

нарушенную способность расслабляться, то есть имеют повышенную жесткость.  

3. Механизм профибротического действия маринобуфагенина в условиях 

сахарного диабета 2 типа  осуществляется посредством активации 2-х сигнальных 

путей: PLCγ-PKC-δ –Fli-1 и TGF-β-SMADs. 
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4. Моноклональные антитела к маринобуфагенину ослабляют его 

профибротический эффект. 

5. Антагонист альдостерона, канренон, оказывает антифибротический эффект за 

счет антагонизма с маринобуфагенином. 

 

Степень достоверности результатов 

 

Всего в работе использовалось 66 животных. Количество животных в 

экспериментальных и контрольных группах составило не менее 8. Для анализа 

полученных реультатов использовались адекватные статистические методы.  

 

Апробация результатов 

Материалы исследования были представлены в виде постерного доклада на 

ежегодной конференции Artery 12 (Vienna, Austria, 18–20 October 2012), IV 

Ежегодной научно-практической конференции молодых ученых и специалистов 

ФГБУ «Федеральный Центр сердца, крови и эндокринологии им. В. А. Алмазова» 

Минздрава России (Санкт-Петербург, Россия, 2012), American Heart Association 

Scientific Sessions 2014 (15-19 ноября, 2014, Чикаго, США). 

По материалам диссертации опубликовано 4 печатные работы в 

отечественных и зарубежных рецензируемых изданиях, рекомендованных 

Высшей Аттестационной Комиссией для публикации результатов 

диссертационных работ. 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, методов 

исследования, результатов собственных исследований, обсуждения, заключения, 
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выводов, практических рекомендаций и списка литературы, включающего 247 

отечественных и зарубежных источников. 

Диссертация изложена на 122 страницах машинописного текста, содержит 1 

таблицу и 19 рисунков. По материалам диссертации опубликовано 4 печатные 

работы, из них 1 – в отечественном рецензируемом издании,  3 - в зарубежных 

рецензируемых изданиях. 
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ГЛАВА 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1 Жесткость сосудистой стенки 

Увеличение жесткости сосудистой стенки в качестве признака старения 

упоминалось еще в древних медицинских рукописях, однако системная научная 

оценка жесткости сосудов, в особенности касающаяся центрального 

артериального русла (например, аорта и её центральные ветви), приобрела 

актуальность в последние несколько десятилетий. Повышение жесткости в 

крупных центральных артериях, таких как аорта и ее ветви, значительно 

способствует развитию сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) у пожилых 

индивидуумов, а также  наблюдается при изолированной систолической 

гипертензии [2], ишемической болезни сердца, инсульте [36], хронической 

сердечной недостаточности [3] и фибрилляции предсердий [37]. На сегодняшний 

день известно, что увеличение жесткости центральных артерий является 

следствием процесса старения, и, как было показно, провоцирует проявление 

патологического фенотипа при таких заболеваниях, как диабет, атеросклероз, а 

также при заболеваниях почек [38]. Эти заболевания часто сопровождаются 

повышенным пульсовым давлением и изолированной систолической 

гипертензией [39-42].  

По функциональному признаку артериальные сосуды могут быть разделены 

на  два типа: (а) крупные эластические артерии (аорта, сонные артерии и 

подвздошные артерии), выполняющие амортизирующую функцию во время 

систолы, сглаживая перепад давления между систолой и диастолой, тем самым 

обеспечивая непрерывный ток крови, и  (б) артерии мышечного типа (бедренная, 

подколенная), которые способны изменять тонус, тем самым модулируя скорость 

пульсовой волны, приходящей из более крупных сосудов [43]. Данное свойство 

сосудистой стенки необходимо для нормального функционирования. В результате 

сердечного сокращения распространяющаяся пульсовая волна взаимодействует  с 

свойственным аорте низким сопротивлением, что производит относительно 
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низкую скорость пульсовой волны [44]. Дистальнее из-за отличающихся свойств 

сосудистой стенки и диаметра сосуда пульсовая волна проходит через участки, 

обладающие высоким сопротивлением, в результате чего увеличивается скорость 

распространяющейся волны, а также происходит отражение пульсовых волн. 

Отраженные волны формируют ретроградную пульсовую волну, которая 

возвращается к центральной аорте в диастолу, в результате чего создается 

повышенное диастолическое давление в восходящей аорте, что улучшает 

пропульсивную способность сердечно-сосудистой системы.  

1.2 Механизмы увеличения жесткости сосудистой стенки 

Увеличение сосудистой жесткости является следствием комплексного 

взаимодействия между несколькими факторами. Так, увеличение жесткости 

сосудистой стенки связанное с возрастом является макроскопической 

манифестацией гемодинамических изменений [11], гормонального фона, 

повышенного потребления соли, индивидуального гликемического статуса,  а 

также общих нарушений функционирования внутриклеточных систем [38, 45-47]. 

Увеличение жесткости сосудистой стенки в центральных сосудах ассоциировано 

не только с возрастом,  но также является частью фенотипа при таких 

заболеваниях, как гипертензия и диабет, где комплекс клеточных механизмов 

нацелен на  увеличение жесткости сосудистой стенки.   

Роль коллагена и эластина. Комплаентность сосудистой стенки зависит от 

двух основных структурных протеинов: коллагена и эластина [38]. Процесс 

поддержания оптимального функционального состояния сосуда строго 

контролируется балансом между синтезом и деградацией этих двух протеинов. 

Нарушение баланса  в данной регуляторной системе ведет к тому, что коллаген 

производится в излишке, в то время как синтез эластина нарушен [48]. Такая 

ассиметрия способствует развитию фиброза и увеличению жесткости 

артериальной стенки. Кроме того, повышенное внутрисосудистое давление (при 



16 
 

гипернтензии) благоприятствует продукции коллагена [49]. Гистологическое 

исследование артериальной ткани post-mortem показало, что в возрасте от 20 до 

90 лет происходит утолщение медии в 2-3 раза [50, 51]. При обследовании 

жестких сосудов на микроскопическом уровне наблюдалось присутствие 

неорганизованного эндотелия, повышение уровня коллагена, фрагментированный 

и в малом количестве эластин, инфильтрация гладкомышечными клетками, 

макрофагами, мононуклеарными клетками, а также повышенная активность 

матриксных металлопротеиназ [38, 52]. Кроме того, было замечено  увеличение 

TGF-β, ICAM и цитокинов в сосудистой стенке. Помимо утолщения стенки 

происходит постоянное увеличение диаметра сосуда с возрастом около 9% за 10 

лет в возрасте от 20 до 60 лет в восходящей аорте [53].   

Роль матриксных металлопротеиназ. Внеклеточный матрикс сосудистой 

стенки состоит из коллагена, эластина, гликопротеинов и протеогликанов [38]. 

Соотношение коллагена и эластина регулируется катаболическими 

металлопротеиназами. Металлопротеиназы отвечают за деградацию 

экстраклеточного матрикса за счет продукции легко разрушаемого коллагена и 

изношенных эластиновых волокон. В результате воспалительного процесса 

полиморфонуклеарные нейтрофилы и макрофаги продуцируют ряд 

металлопротеиназ (MMP-1, -7, -8, -13) и эластаз. Хондроитин сульфат, гепаран 

сульфат и фибронектин также принимают участие в процессе изменения 

сосудистой жесткости, так как накопление этих молекул в сосудистой стенке 

ведет к ее утолщению и снижению комплаентности [54].  

Роль конечных продуктов гликирования. Конечные продукты гликирования 

образуются за счет гликирования неэнзиматических протеинов, в результате чего 

формируются необратимые сшивки между волокнами в стабильных тканевых 

протеинах, например, таких, как коллаген [55, 56]. В результате образования 

дополнительных сшивок между тропоколлагеновыми волокнами коллаген 

становится более жестким [55-57]. Таким же образом, эластин подвержен 

процессу глиикрования, в последствие чего количество этого протеина в стенке 

сосуда значительно уменьшается [58,59]. Известно, что конечные продукты 
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гликирования также оказывают влияние на эндотелиальную функцию за счет 

нейтрализации NO и увеличения продукции активных форм кислорода (АФК), 

особенно пероксинитрита [60]. Кроме того, все больше  исследований 

деионстрируют, что конечные продукты гликирования стимулируют 

воспалительный процесс, в результате чего происходит повышение экспрессии 

p12(ras), NF-κB, стимуляция синтеза АФК, увеличение продукции цитокинов, 

ростовых факторов и ICAM, а все это в свою очередь опосредует увеличение 

сосудистой жесткости за счет увеличения активности металлопротеиназ и 

эндотелиальной дисфункции, при этом повреждение эндотелия стимулирует 

ангиогенез и способствует развитию атеросклероза [61-66]. 

Роль эндотелиальной дисфункции. Одна из клинических характеристик 

эндотелиальной дисфункции – нарушенный вазодилатационный ответ на  

воздействие ацетилхолином [67]. Исследования показали, что причинно-

следственные отношения между эндотелиальной дисфункцией и жесткостью 

сосудистой стенки могут иметь противоположный характер, то есть повышенная 

сосудистая жесткость предшествует развитию эндотелиальной дисфункции. 

Таким образом, существует порочный круг, в котором повышенная сосудистая 

жесткость ведет к изменениям в эндотелии, а это в свою очередь усугубляет 

жесткость сосудистой стенки. Так, например, была показана стимуляция NO-

синтазы в эндотелиальных клетках, растущих в эластичных силиконовых трубках,  

в то время как в клетках, растущих в жестких трубках, такого эффекта не 

наблюдалось [68]. Эти и многие другие исследования предлагают гипотезу о том, 

что ригидность сосудистой стенки может воздействовать на активность NO-

синтазы, тем самым способствуя увеличению сосудистой жесткости [38].  

Роль нейроэндокринной системы и диеты. Несколько гормонов также 

принимают участие в модуляции сосудистой жесткости. Так, например, 

ангиотензин II (AII) стимулирует формирование коллагена, запускает 

ремоделирование матрикса и гипетрофию сосудистой стенки, ингибирует NO-

зависимый каскад, стимулирует продукцию АФК и отрицательно влияет на 

синтез эластина [38, 69]. Существует мнение о том, что альдостерон тоже 
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способствует увеличению сосудистой жесткости и участвует в повышении 

артериального давления за счет развития гипертрофии гладкомышечных клеток, 

фиброза и повышения экспрессии фибронектина [70,71]. Было показано, что 

потребление большого количества соли способствует  увеличению сосудистой 

жесткости, особенно с возрастом. Так, низкосолевая диета у пожилых людей 

показала улучшение комплаентности сосудистой стенки [72,73].  Кроме того, 

известно, что потребление соли ассоциировано с генетической модуляцией 

рецепторов к ангиотензину 2 типа, синтеза NO и синтеза альдостерона [74-77]. 

Потребление большого количества соли также ухудшает эндотелиальную 

функцию в результате взаимодействия с NO-синтазной активностью и увеличения 

активности НАДФН-оксидазы [72].   

Роль глюкозы и инсулина. Сахарный диабет и метаболический синдром 

сопровождается повышением артериальной жесткости во всех возрастных 

группах. Так, у детей, страдающих ожирением, c диагностированным 

метаболическим синдромом наблюдается раннее повышение артериальной 

жесткости [78]. Это указывает на то, что инсулинорезистентность положительно 

коррелирует с жесткостью сосудистой стенки и, таким образом, ассоциирована с 

ожирением и диабетом. Например, было показано, что хроническая 

гипергликемия и гиперинсулинемия стимулируют активность РААС, а также 

экспрессию рецепторов к ангиотенизну 2 типа в сосудистой ткани, тем самым 

способствуя развитию гипертрофии сосудистой стенки и фиброзу [79, 80]. 

Известно, что нарушенная глюкозотолерантность способствует увеличению 

гликирования коллагена, тем самым влияя на упруго-эластические свойства 

васкулатуры. Повышение артериальной жесткости в дальнейшем обостряется 

эндотелиальной дисфункцией, инсулин-индуцированными нарушениями 

сосудистого тонуса и нарушенной функцией натрийуретического пептида [81-83].  

Роль генетических факторов. Одно из самых выдающихся 

эпидемиологических исследований в области сердечно-сосудистой медицины, 

Framingham Heart Study, выявило несколько интересных аспектов генетического 

профиля, ассоциированных с сосудистой жесткостью. В анализе полностью 
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исследовался геном всех участников, в результате чего была подсчитана 

наследуемость хронически повышенного пульсового давления, равная 0.51-0.52, 

что говорит о связи умеренной силы между этими параметрами [84]. Кроме того, 

были идентифицированы несколько участков, предположительно, 

способствующих развитию высокого пульсового давления, включающие 122 сМ 

регион хромосомы 15, 164 сМ регион хромосомы 8 и 70сМ регион хромосомы 7 

[85-87]. Взаимосвязь генотипа с патологией была показана на примере 

артериальной жесткости и полиморфизма гена ангиотензин-превращающего 

фермента или рецептора к ангиотензину, рецептора к эндотелину А и В, 

коллагена Ia1, фибриллина-1 и IGF-1 [88-91]. 

  

1.3 Эндогенные кардиотонические стероиды                                                                  

и концепция натрийуретического гормона 

Концепция натрийуретического гормона, выдвинутая de Wardener, 

заключается в существовании гуморального прогипертензивного фактора, 

являющегося эндогенным ингибитором Na+/K+-ATФазы и учавствующего в 

патогенезе соль-чувствительной гипертензии [92-94]. Проведенные в прошлом 

столетии исследования в области изучения артериального давления и регуляции 

объема циркулирующей крови несомненно увеличили объем знаний и понимание 

о ренин-ангиотензин-альдостероновой системе (РААС), вазопрессине, а также 

симпатической нервной системе. Однако, еще в 60-х годах было известно, что с 

помощью этих систем невозможно объяснить физиологию и патофизиологию, 

ассоциированную с острым и хроническим увеличением объема циркулирующей 

крови. Поэтому была сформулирована концепция натрийуретического гормона на 

основании результатов многочисленных экспериментов с животными в условиях 

высокого потребления соли, а также благодаря изучению влияния солевой 

нагрузки и объемзависимых форм гипертензии у людей [93, 94]. Na+/K+-ATФаза 

учавствует в механизме активного транспорта натрия в почках [95], а поскольку 
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дигиталисные гликозиды являются специфическими лигандами Na+/K+-ATФазы, 

было высказано предположение (de Wardener) о наличии дигиталис-подобных 

свойств у в то время еще гипотетического натрийуретического гормона [93]. В 

соответствии с концепцией натрийуретического гормона основной ролью 

эндогенного дигиталисного фактора является стимуляция натрийуреза 

посредством ингибирования Na+/K+-ATФазы в проксимальных почечных 

канальцах с последующим снижением реабсорбции натрия [93]. Однако, 

чрезмерная продукция дигиталис-подобных КТС способствует вазоконстрикции, 

так как ингибирование Na+/K+ насоса в мембране гладкомышечных клеток 

связано с активацией Na+/Ca2+ обменника [96]. Kojima и др. показали, что 

антитела к дигоксину снижают артериальное давление у крыс с ДОКА- солевой 

гипертензией. Все эти наблюдения инициировали дальнейшие исследования по 

идентификации "эндогенного дигиталиса". Позже Lichtstein и др. выявили 

наличие производных буфалина в хрусталике млекопитающих и предположили 

участие этих веществ в развитии катаракты [97]. В 1996 году Hilton масс-

спектрометрически идентифицировал вещество буфадиенолидной природы в 

человеческой плаценте [98]. Впоследствии было показано, что основным 

претендентом на роль эндогенного дигиталисного фактора является 

буфадиенолид маринобуфагенин (МБГ) [99-101].  

1.4 Кардиотонические стероиды и регуляция экскреции натрия 

Кардиотонические стероиды (КТС) в низких, “физиологических”, 

концентрациях способны  ингибировать активность Na+/K+-ATФазы в почках, 

повышая таким образом натрийурез [102]. Циркулирующий в плазме МБГ 

ингибирует Na+/K+-ATФазу в почках крыс при том, что α1 субъединица у 

грызунов имеет пониженную чувствительность к большинству кардиотонических 

стероидов [103, 104]. У Dahl соль-чувствительных и у нормотензивных Спрег-

Доули крыс, натрийуретический ответ на острую и хроническую солевую 
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нагрузку связан с существенным увеличением МБГ в плазме и моче [105, 106]. 

Более того, in vivo введение анти-МБГ антител вызвало снижение экскреции 

натрия и восстановлению активности Na+/K+-ATФазы [105,106]. Na+/K+-ATФаза, 

частично выделенная из почечных мембран в мягких условиях с добавкой 

небольшой концентрации додецилсульфата натрия [106], так же как и в случае 

выделения мебмран-связанной Na+/K+-ATФазы без детергента, но с последующим 

добавлением ионофора аламетицина, показала бифазный ответ на ингибирование 

МБГ при том, что Na+/K+-ATФаза в этом материале была представлена только α1 

изоформой. [104,106]. Важно, что в этих условиях почечная Na+/K+-ATФаза имела 

высокую степень сродства как с МБГ, так и с эндогенным МБГ-

иммунореактивным материалом, выделенным из мочи соль-чувствительных крыс 

[104]. Примечательно, что после воздействия постепенно увеличивающихся 

концентраций додецилсульфата натрия на интактные почечные мембраны, 

бифазная природа МБГ-ингибиторной кривой с высоко- и низкоафинными 

компонентами постепенно сменилась на монофазную, представляющую 

одиночную Ki (Федорова, неопубликованные наблюдения). Все эти наблюдения 

позволили предположить, что степень полимеризации α1 субъединиц Na+/K+-

ATФазы (димеров или тетрамеров) или наличие каких-либо других белков 

(например, γ-субъединицы Na+/K+-ATФазы) могут модулировать связывание 

Na+/K+-ATФазы с некоторыми КТС, включая МБГ. Кроме того, КТС могут 

взаимодействовать с другими натрийуретическими гормонами нестероидной 

природы. Так, предсердный натрийуретический пептид (ПНП) в низких 

концентрациях, индуцируя цГМФ/PKG-зависимый механизм, увеличивает 

чувствительность почечной Na+/K+-ATФазы к МБГ, однако, в сосудах оказывает 

противоположный эффект на связывание МБГ с Na+/K+-ATФазой, понижая 

чувствительность натриевого насоса в сосудистой сарколемме к 

кардиотоническому стероиду [107]. Потенциальная важность этого 

взаимодействия проиллюстрирована результатами эксперимента, в котором 

сравнивались артериальное давление, экскреция натрия, активность натриевого 

насоса в аорте и в мозговом слое почки, а также количество МБГ, ПНП, и цГМФ у 
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Dahl соль-чувствительных и Спрег-Доули крыс на солевой нагрузке [34]. В этом 

эксперименте солевая нагрузка была асоциирована с увеличением ПНП в плазме 

и повышением экскреции цГМФ у нормотензивных крыс, но не у соль-

чувствительных. Солевая нагрузка привела к устойчивому увеличению экскреции 

МБГ и у соль-чувствительных, и у Спрег-Доули крыс. У Dahl соль-

чувствительных крыс на солевой нагрузке повысилось систолическоe 

артериальноe давлениe, что сопровождалось ингибированием Na+/K+-ATФазы в 

аорте, тогда как у нормотензивных крыс артериальное давление и активность 

натриевого насоса не изменились. Спрег-Доули выводили в два раза больше 

натрия по сравнению с соль-чувствительными крысами, а почечная Na+/K+-

ATФаза у них была зaингибирована в большей степени, чем у соль-

чувствительных крыс. Таким образом, у нормотензивных и соль-чувствительных 

крыс после солевой нагрузки сопоставимoe повышение уровня МБГ было связано 

с более выраженным ингибированием натриевого насоса в почках у 

нормотензивных крыс, a у Dahl соль-чувствительных - в гладкомышечных 

клетках сосудов [34]. В результате, у Спрег-Доули крыс наблюдалось усиление 

натрийуреза, а у соль-чувствительных - задержка натрия и подъем артериального 

давления [34]. Отсутствие ответа ПНП на солевую нагрузку у соль-

чувствительных крыс является одним из факторов, лежащих в основе различных 

паттернов ингибирования Na+/K+-ATФазы у двух разных линий крыс в результате 

солевой нагрузки.  

Другой механизм КТС-опосредованного натрийуреза заключается в 

активации КТС-индуцированного эндоцитоза Na+/K+-ATФазы в почках. У Спрег-

Доули крыс на хронической солевой нагрузке почечная экскреция МБГ 

достоверно увеличилась, а анти-МБГ антитела уменьшили натрийурез и 

восстановили активность Na+/K+-ATФазы в корковом слое почки [103]. В том же 

исследовании было продемонстрировано, что в дополнение к прямому 

ингибированию Na+/K+-ATФазы, МБГ способен  вызывать натрийуретический 

эффект посредством интернализации натриевого насоса в проксимальных 

канальцах [103]. Было показано, что эндоцитоз Na+/K+-ATФазы в проксимальных 
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канальцах происходит в результате связывания Na+/K+-ATФазы с КТС с 

последующим образованием везикул, покрытых клатрином [108,109]. Для этого 

требуется активация фосфоинозитид-3-киназы, наличие натриевого насоса в 

составе кавеолы, а также запуск внутриклеточного каскада Src - EGFR [108,109]. 

Также было показано, что КТС могут отрицательно влиять на экспрессию одного 

из мембранных Na+/H+ обменников, NHE3, в апикальной мембране клеток 

почечных канальцев [110,111]. Таким образом, увеличение циркулирующего МБГ 

при солевой нагрузке  приводит к снижению транспорта натрия в 

базолатеральной и апикальной мембранах клеток проксимальных канальцев и, 

соответственно, уменьшает задержку натрия как посредством классического, или 

ионного сигнального механизма, так и описанным выше механизмом активации 

Na+/K+-ATФаза-Src-EGFR каскада. 

1.5 Эндогенный оуабаин и маринобуфагенин                                                           

у Dahl соль-чувствительных крыс 

Эндогенный оуабаин (ЭО) был первым КТС, обнаруженным в человеческой 

плазме [112,113], а позднее кора надпочечников и  гипоталамус также были 

рассмотрены в качестве места продукции ЭО [114-116].  Однако, у человека ЭО 

не показал натрийуретического действия, а периферический уровень этого 

гормона оставался неизменным во время хронической солевой нагрузки [117]. 

Было показано, что у крыс оуабаин имеет высокую аффинность к α2/α3 

изоформам Na+/K+-ATФазы [35], в то время как в клетках почечных канальцев, 

которые и являются мишенью для "натрийуретического гормона", Na+/K+-ATФаза 

представлена в основном α1 изоформой, которая практически не имеет 

чувствительности к ЭО [99]. Несмотря на то, что физиологические свойства ЭО 

не полностью соответствуют критериям гипотетического натрийуретического 

гормона, экспериментальные исследования указывают на несомненно важную 

роль ЭО в патогенезе соль-чувствительной гипертензии.  
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Lewis Dahl предположил существование прогипертензивного 

натрийуретического гормона у крыс способных развивать прогрессирующую 

гипертензию на высокосолевой диете [118], которые были названны Dahl соль-

чувствительными крысами (Dahl Salt-Sensitive). Изменения уровней КТС на 

модели соль-чувствительной гипертензии у этих крыс были детально изучены. 

Было показано, что на высокосолевой диете (8% NaCl) у этих животных 

наблюдалось преходящее увеличение концентрации ЭО в плазме с последующим 

прогрессирующим подъемом уровня МБГ в плазме и моче, а также с 

сопутствующим подъемом артериального давления [106]. Введение анти-МБГ 

антител соль-чувствительным крысам со стойкой гипертензией привело к 

снижению артериальногo давления, в то время как антитела к ЭО не произвели 

такого эффекта [106]. Следовательно, именно повышенный уровень МБГ 

поддерживает высокое артериальное давление у Dahl соль-чувствительных крыс. 

При сравнении центрального и периферического уровней ЭО и МБГ у соль-

чувствительных крыс в ответ как нa хроническую, так и на острую солевую 

нагрузку, было показано, что временный подъем ЭО предшествовал 

продолжительному подъему уровня МБГ (Рисунок 1 A, Б) [35,106].  
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Рисунок 1. Пиковое увеличение эндогенного оуабаина, предшествующее 

стойкому увеличению экскреции МБГ, во время солевой нагрузки. На рисунке 

представлены похожие паттерны почечной экскреции эндогенных 

кардиотонических стероидов при солевой нагрузке у соль-чувствительных крыс 

(8% NaCl диета A и Б) и повышенном потреблении соли у нормотензивных 

субъектов (280 vs. 50 ммоль NaCl в день) (В и Г). Статистический анализ 

представлен однофакторным дисперсионным анализом с последующей поправкой 

по Ньюману-Кюльсу: *-P<0.05; **-P<0.01 vs. день 0. Адаптировано из источников 

106 и 119. 

 Так, в ответ на солевую нагрузку уровень ЭО в некоторых зонах мозга 

(миндалина, гиппокамп, гипофиз), а также надпочечниках и плазме показал 

преходящий пиковый ответ, за которым следовал продолжительный подъем 

уровня МБГ в плазме и моче [120]. Согласно этому паттерну было предположено 

существование причинно-следственной связи между острым ответом ЭО и 
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стойким подъемом МБГ, то есть мозговой ЭО выполняет функцию триггера 

продукции МБГ. Согласно этой гипотезе, предварительное введение антител к 

МБГ крысам на острой солевой нагрузке не ослабило ответного увеличения 

уровня ЭО, но предотвратило NaCl-индуцированный подъем артериального 

давления [120]. В том же эксперименте, предварительное введение антител к ЭО в 

мозг (интрагиппокампально, 60 пг) соль-чувствительным крысам на 

высокосолевой диете значительно понизило NaCl-индуцированную экскрецию 

МБГ [120]. 

Takahashi и Leenen в своих работах продемонстрировали, что ответное 

действие мозгового оуабаина на солевую нагрузку активирует ренин-

ангиотензиновую систему [121, 122]. Позже было показано, что центральная РАС 

может выступать в качестве фактора связывающего центральный (ЭО) и 

периферический (МБГ) КТС. Эффекты острой солевой нагрузки на артериальное 

давление, центральный и периферический ЭО и ангиотензин II, а также на 

содержание норэпинефрина (НЭ), МБГ в плазме и активность Na+/K+ насоса в 

мозговом слое почки были исследованы на 10-ти недельных соль-чувствительных 

крысах [105]. Солевая нагрузка стимулировала преходящее пиковое увеличение 

ЭО в гиппокампе и гипофизе с последующим транзиторным увеличением 

продукции АII в гипофизе, увеличением концентрации НЭ в плазме и 

адренокортикального АII, а также стойким увеличением экскреции МБГ, 

угнетением активности сосудистого Na+/K+ насоса на 45% и подъемом 

артериального давления на 35 мм.рт.ст. [105, 120]. В этих же экспериментах, на 

фоне предварительного введения анти-ЭО или анти-МБГ поликлональных 

антител наблюдалась нейтрализация NaCl-индуцированного вазопрессорного 

ответа и угнетения активности почечной Na+/K+-ATФазы. Кроме того, 

центральное введение антител к ЭО до солевой нагрузки предотвратило 

увеличение АII в гипофизе и надпочечниках, а также понизило продукцию МБГ. 

Периферически введеные анти-МБГ антитела, напротив, не оказали никакого 

эффекта на уровень центрального ЭО и АII. В первичной культуре 

адренокортикальных клеток, полученных от Dahl соль-чувствительных крыс, 1 
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ммоль/л АII удвоил продукцию МБГ, а инкубация клеток с лозартаном в 

дополнение к АII предотвратила данный эффект [105]. Таким образом, можно 

заключить, что в ответ на солевую нагрузку мозговой ЭО стимулирует 

адренокортикальный МБГ посредством активации АТ1 рецепторов. МБГ в свою 

очередь ингибирует активность Na+/K+-насоса в почках и увеличивает 

артериальное давление, то есть ведет себя как натрийуретический гормон [105]. 

Схематично механизм взаимосвязи центральных и периферических эффектов 

КТС изображен на Рисунке 2. 

 

 

Рисунок 2. Взаимодействие между мозговым эндогенным оуабаином, 

ренин-ангиотензиновой системой и маринобуфагенином в патогенезе соль-

чувствительной гипертензии.  

У соль-чувствительных крыс на солевой нагрузке при нарушенном 

транспорте натрия в почках задержка натрия стимулирует выработку эндогенного 

оуабаина в гиппокампе, гипоталамусе и гипофизе. Мозговой эндогенный оуабаин 



28 
 

стимулирует ренин-ангиотензиновую систему в гипоталамусе и гипофизе и 

активирует симпатическую нервную систему, а также ренин-ангиотензиновую 

систему в коре надпочечников, тем самым стимулируя продукцию МБГ 

надпочечниками. MБГ продуцируется с первичной адаптивной целью 

индуцировать натрийурез посредством ингибирования почечной Na+/K+-ATФазы. 

Избыточная продукция МБГ, однако, ведет к ингибированию натриевого насоса в 

гладкомышечных клетках с последующей вазоконстрикцией.  

В дальнейшем было продемонстрировано, что интрагиппокампальная 

администрация оуабаина в очень низких дозах соль-чувствительным крысам 

имитирует эффекты солевой нагрузки, включая активацию РАС в гипоталамусе и 

надпочечниках, увеличение количества МБГ в надпочечниках, ингибирование 

натриевого насоса в сосудах и почке, а также вазопрессорный и 

натрийуретический эффекты [120]. Важно отметить, что в этом же эксперименте 

in vivo периферическое введение анти-МБГ антител реверсировало 

вышеперечисленные эффекты оуабаина [120].  

Хотя релевантность такого сценария с патогенезом человеческой 

гипертензии все еще не доказана, у нормотензивных человеческих субъектов на 

солевой нагрузке почечная экскреция КТС имела схожий паттерн, который уже 

наблюдался у соль-чувствительных на солевой нагрузке, то есть пиковое 

увеличение почечной экскреции ЭО, предшествующее продолжительному 

увеличению экскреции МБГ (Рисунок 1) [119]. 

В нескольких исследованиях были проанализированы механизмы, которые 

могли бы связывать солевую нагрузку и задержку жидкости с активацией 

мозгового ЭО. Leenen и его сотрудники показали, что увеличение NaCl в 

цереброспинальной жидкости у крыс предшествует развитию гипертензии [123], 

и что ионы натрия в мозге входят во внутриклеточное пространство через 

эпителиальные натриевые каналы [124], работа которых модулируется 

центральными минералкортикоидными рецепторами [125]. Также Gabor и Leenen 

продемонстрировали, что иммунонейтрализация мозгового ЭО у крыс линии 

Вистар предотвращает потенциирующий эффект экзогенно введенного 
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альдостерона на вазопрессорный ответ, вызванный центральным введением 

хлорида натрия [126]. Согласно некоторым данным можно предположить, что 

специфические натриевые рецепторы вовлечены в этот процесс больше, чем 

эпителиальные натриевые каналы [127]. Существует предположение, что у соль-

чувствительных крыс NaCl-зависимое увеличение концентрации натрия в 

цереброспинальной жидкости может зависеть от генетически измененной Na+/K+-

ATФазы в хороидном сплетении [128]. Таким образом, аномальная функция 

натриевого насоса у соль-чувствительных крыс проявляется не только в 

повышенной способности задерживать натрий и жидкость [129], но также 

является триггером в ЭО-зависимых центральных механизмах развития 

гипертензии, индуцированных солевой нагрузкой [124].  

1.6 Эндогенный оуабаин и парадигма аддуцина 

Несмотря на отсутствие доказательств натрийуретической активности ЭО, 

некоторые наблюдения позволяют предположить  прогипертензивную роль ЭО, 

включая развитие гипертензии у животных, которым вводился оуабаин [130,131], 

а также увеличение уровня ЭО у пациентов с эссенциальной гипертензией [132]. 

Также описаны два других механизма гипертензивной активности ЭО. В основе 

одного из этих механизмов лежит так называемая "парадигмa аддуцина", а другой 

основывается на существовании высокочувствительных оуабаин-связывающих 

рецепторов в гладкомышечных клетках, которые были предложены в качестве 

связи между периферическими эффектами ЭО и вазоконстрикцией в процессе 

развития гипертензии.  

У миланских гипертензивных крыс был отмечен повышенный уровень ЭО, 

а также наличие мутации цитоскелетного протеина, аддуцина, которая 

ассоциирована с повышенной экспрессией и активностью Na+/K+-ATФазы в 

ренотубулярном эпителии [133,134]. Повышение активности почечной Na+/K+-

ATФазы у миланских гипертензивных крыс основано на изменении времени 
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нахождения Na+/K+-ATФазы в клеточной мембране в связи с изменением свойств 

аддуцина, при котором уменьшается эндоцитоз Na+/K+-ATФазы, что способствует 

повышению относительной активности Na+/K+-ATФазы за счет увеличения 

количества натриевых насосов в клеточной мембране [134-136]. Хроническое 

введение низких доз ЭО нормотензивным крысам удвоило уровень ЭО в плазме, 

способствовало подъему артериального давления, а также привело к  увеличению 

количества α1/β1 субъединиц Na+/K+-ATФазы, Src и ЕGFR в изолированных 

кавеолярных мембранах вместе с активацией экстраклеточно-регулируемoй 

протеинкиназы 1/2 (ERK1/2) [134]. Предполагается, что ЭО осуществляет эти 

эффекты посредством взаимодействия с фракцией оуабаин-чувтствительной 

Na+/K+-ATФазы, локализованной в кавеолах ренотубулярных клеток [134]. В 

соответствии с этим, введение миланским гипертензивным крысам антагониста 

оуабаина, ростафуроксина (PST2238), производного дигитоксина, понизило 

артериальное давление и нормализовало оуабаин-индуцированную активацию 

Na+/K+-ATФазы в мозговом слое почки [134,137]. Согласно вышесказанному, у 

гипертензивных пациентов, имеющих полиморфизм гена аддуцина, реабсорбция 

натрия в почках изменена [138]. Manunta и др. продемонстрировали, что у 

гипертензивных пациентов, имеющих повышенный уровень ЭО в плазме и 

мутацию аддуцина, развивается задержка натрия в почках вследствие солевой 

нагрузки [139].  

Повышенный уровень ЭО также может быть причиной подъема 

артериального давления посредством ингибирования оуабаин-чувствительной α2 

Na+/K+-ATФазы, что в свою очередь инициирует вход Са2+ через Na+/Ca2+-каналы 

в гладкомышечных клетках сосудистой стенки [131,140]. Этот механизм был 

продемонстрирован  в эксперименте на трансгенных животных, у которых была 

экспрессирована оуабаин-резистентная α2 изоформа Na+/K+-ATФазы. В отличие 

от контрольных мышей с оуабаин-чувствительным натриевым насосом, у 

трансгенных мышей с оуабаин-резистентной α2 Na+/K+-ATФазой хроническое 

введение оуабаина не повлияло на уровень артериального давления [131], так как 

их гладкомышечные клетки оказались нечувствительными к вазопрессорному 



31 
 

эффекту оуабаина [141]. Более того, трансгенные мыши с редуцированной 

экспрессией α2 (но не α1) Na+/K+-ATФазы имели тенденцию к развитию 

гипертензии, a в артериях этих трансгенных мышей in vitro был показан 

повышенный сосудистый тонус [140]. 

 

1.7 Маринобуфагенин: участие в развитии патологических сотояний 

Буфадиенолид маринобуфагенин (МБГ) является одним из КТС 

обнаруженных в плазме млекопитающих [142]. Впервые МБГ был рассмотрен как 

потенциальный КТС на основании исследований in vitro, в которых было 

показано, что этот стероид в низких концентрациях вызывает вазоконстрикцию 

изолированных человеческих сосудов и имеет большее сродство к α1 изоформе 

Na+/K+-ATФазы, которая является основной изоформой ренотубулярного 

эпителия [99-101], а также широко распространена в гладкомышечной 

сарколемме сосудов [101]. У людей с нормальным уровнем артериального 

давления при солевой нагрузке было обнаружено yвеличение количества МБГ в 

плазме, а также повышенное суточнoe выведение этого стероида [119]. У 

нормотензивных крыс и у собак острая и хроническая солевая нагрузка также 

вызывалa повышение уровня МБГ в плазме [143-145,103].  

Увеличение продукции МБГ наблюдается при объем-зависмых формах 

гипертензии, таких как эссенциальная гипертензия, первичный альдостеронизм, 

хроническая почечная недостаточность [146], застойная сердечная 

недостаточность [147], а также беременность [148]. Кроме того, известно, что 

уровень МБГ в плазме и плаценте в случае развития преэклампсии существенно 

повышается [148, 149]. У гипертензивных соль-чувствительных крыс, а также у 

беременных крыс с гипертензией, вызванной солевой нагрузкой, введение 

моноклональных антител к МБГ привело к понижению артериального давления и 
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восстановлению активности Na+/K+-насоса в сарколемме гладкомышечных 

волокон сосудистой стенки [150]. Кomiyama и др.,  используя метод 

хроматографической очистки (HPLC), выделили из плазмы людей МБГ и 

телоцинобуфагин (ТЦБ), являющийся возможным предшественником МБГ [151]. 

Эти исследователи обнаружили, что уровни ТЦБ и МБГ достоверно повысились в 

плазме пациентов с уремией [151]. Позднее, эта же группа ученых 

продемонстрировала, что мышиные адренокортикальные Y1 клетки 

вырабатывают МБГ и его конъюгированную форму, маринобуфотоксин [152]. 

Также было показано снижение количества дигоксин-подобного 

иммунореактивного материала [153] и МБГ у крыс при адренэктомии [154], что 

указывает на то, что МБГ и другиe кардиотоническиe стероиды синтезируются в 

надпочечниках. 

Большое количество буфадиенолидов содержится в коже и в околоушных 

железах некоторых видов амфибий. В древние времена буфадиенолиды, 

полученные из кожи амфибий, использовались в традиционной восточной 

медицине для лечения сердечной недостаточности [142], поэтому эти стероиды 

относятся к классу КТС. У амфибий кожа учавствует в регуляции водно-

электролитного баланса, таким образом, Na+/K+-ATФаза и буфадиенолиды 

представляют собой систему, отвечающую за регуляцию водно-солевого 

гомеостаза [155]. 

1.8 Биосинтез маринобуфагенина 

Несмотря на существенный прогресс в изучении структуры и механизма 

действия КТС, механизм биосинтеза буфадиенолидов остается малоизученым.  

Известно, что буфадиенолиды образуются из холестерола, что было 

продемонстрировано в экспериментах с [14С] холестеролом у жаб [156]. Однако, 

было показано, что прегненолон не включается в молекулу буфадиенолида [157]. 

Основываясь на том, что традиционный биосинтез биологически активных 
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стероидов начинается с отщепления боковой цепи холестерола ферментом 

СYP11A1 с последующим преобразованием в прегненолон [158, 159], было 

предположено, что синтез буфадиенолидов осуществляется альтернативным 

путем [160]. Помимо "традиционного" стероидогенеза существуют другие 

биосинтетические пути образования биологически активных стероидов, в 

которых преобразование холестерола регулируются ферментами CYP7А1 в 

печени [161] и CYP27A1 в остальных “внепеченочных” тканях, включая 

надпочечники [162-165]. На основании того, что МБГ синтезируется 

внепеченочно, а точнее в коре надпочечников и в плаценте [16,159,109], а 

CYP7A1 экспрессируется исключительно в печени [161], было предположено, что 

у млекопитающих синтез МБГ осуществляется в процессе окисления холестерола 

в желчные кислоты гидролазой CYP27A1. Для проверки данной гипотезы было 

изучено влияние подавления экспрессии гена CYP27A1 методом РНК-

интерференции в адренокортикальных клетках соль-чувствительных крыс, что 

произвело существенное понижение количества МБГ. Таким образом, синтез МБГ 

осуществляется из холестерола и контролируется ферментом CYP27A1.  

CYP27A1 гидролаза инициирует “кислотный” путь’ преобразования холестерола 

в желчные кислоты, которые и являются предшественниками буфадиенолидов, 

включая МБГ [166].  

Полученные данные согласуются с in vivo результатами на модели соль-

чувствительной гипертензии. У гипертензивных соль-чувствительных самцов и 

самок после 4-х недель солевой нагрузки увеличилось количество МБГ в плазме, 

а также уровень адренокортикальнoй CYP27A1 иРНК и фермента CYP27A1 по 

сравнению с группой животных на низкосолевой диете [166] . 

Примечательно, что в начале эксперимента, до солевой нагрузки, у самок 

соль-чувствительных крыс количество циркулирующего МБГ оказалось в 2 раза 

ниже, чем у самцов, что сопровождалось более низким исходным систолическим 

артериальным давлением у самок, чем у самцов. Данное наблюдение, 

предположительно, объясняется тем, что низкий уровень циркулирующeгo МБГ у 

самок является адаптивным механизмом, так как во время беременности, как 
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было продемонстрировано ранее, в плаценте синтезируется дополнительный МБГ 

[149, 166].  

1.9 Маринобуфагенин и фиброз 

Появляется все больше и больше доказательств тому, что вклад КТС в 

патогенез гипертензии не ограничивается вазоконстрикциeй и ухудшениeм 

экскреции натрия почками. Открытие сигнальной функции натриевого насоса, а 

также идентификация специфических механизмов, лежащих в основе эффектов 

низких доз КТС на клеточный рост, развитие и апоптоз, добавило новые аспекты 

в сфере изучения патофизиологической роли этих гормонов [142]. Множество 

исследований в последние годы указывает на вовлечение КТС в развитие 

фиброза. Существуют экспериментальные доказательства того, что классический 

"ионный механизм" может быть недостаточным для объяснения воздействия КТС 

на Na+/K+-AТФазу как in vitro, так и in vivo. Так, например, КТС воздействует на 

фосфорилирование ключевого сигнального протеина EGFR и активирует про-

фибротический механизм в клеточной культуре, где концентрация натрия 

постоянна [167]. 

Одно из доказательств в пользу существования альтернативной, или 

сигнальной, функции Na+/K+-AТФазы было представлено в работе [168], в 

которой было показано, что Na+/K+-AТФаза учавствует в клеточной передаче 

сигнала посредством взаимодествия Src и EGFR, расположенных в кавеолах, в 

отсутствии активного транспорта натрия и калия [168]. Инкубация нескольких 

типов клеточных культур с КТС вызывает быстрое фосфорилирование EGFR, 

которое зависит от активации Src, и которое отчетливо отличается от 

аутофосфорилирования EGFR [171,172]. Помимо EGFR в этот сигнальный путь 

вовлечены и другие протеины, включая фосфолипазу С (PLС), TRP белки, 

фосфоинозитид-3 киназу (ФИ3K) и несколько изоформ протеинкиназы С (PKC) 

[109,167,169-174]. Кавеолярная Na+/K+-AТФаза, располагаясь рядом с Src, 
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поддерживает Src в неактивной форме, а связывание КТС с Na+/K+-AТФазой 

приводит к изменению конформации молекулы Na+/K+-ATФазы, что меняет 

взаиморасположение между Na+/K+-AТФазой и Src, восстанавливая активность 

Src. Src в активной форме способен фосфорилировать и другие протеины [174]. 

Кроме того, было отмечено, что связывание КТС с Na+/K+-AТФазой в 

плазмалемме индуцирует эндоцитоз КТС-Na+/K+-AТФаза-Src-EGFR 

функционального комплекса [103,108,109,175]. Образование комплекса КТС с 

Na+/K+-AТФазой инициирует увеличение продукции внутриклеточных АФК, 

которое зависит от функции РААС [176]. Развившиеся в результате связывания 

КТС с Na+/K+-AТФазой биохимические (например, активация ERK) и 

физиологические (например, увеличение ионов Са2+ в цитозоле) процессы могут 

быть предотвращены с помощью антиоксидантов [18,170,176, 181]. 

Возможность участия КТС в механизме развития  фиброза была 

предположена в результате нескольких экспериментов. В начале было 

обнаружено огромное количество миокардиального фиброза у грызунов с 

экспериментальной почечной недостаточностью [18,19,154]. У человека 

кардиомиопатия, ассоциированная с почечной недостаточностью, также 

осложнена фиброзом [178,179]. Активная иммунизация к MБГ с использованием 

конъюгированного альбумином МБГ, a так же адренэктомия, вызвавшая 

снижение уровня циркулирующего МБГ, предотвратили миокардиальный фиброз, 

развившийся в результате экспериментальной почечной недостаточности. 

Введение МБГ животным в том же количестве, что и было измерено в плазме 

животных с экспериментальной почечной недостаточностью, вызвало 

миокардиальный фиброз в подобном проявлении. [18,154]. Наряду с 

миокардиальным фиброзом наблюдалась активация сигнального пути 

опосредованного Na+/K+-AТФазой, что было подтверждено увеличением 

активного Src и фосфорилированием митоген-активируемых протеинкиназ 

(MAPK) в миокарде. [18,154]. Основываясь на вышеописанных in vivo 

результатах, было исследовано, влияет ли МБГ или другие КТС на рост 

фибробластов в клеточной культуре. Сначала было замечено, что и МБГ, и другие 



36 
 

КТС (например, оуабаин, дигоксин) вызывают увеличение количества встроенных 

пролиновых остатков, а также повышают синтез коллагена в культуре 

фибробластов. Это наблюдение явилось еще одним доказательством наличия у 

комплекса Na+/K+-AТФазa-КТС сигнальной функции, где наблюдалась активация 

Src и MAPK. При этом добавление в инкубационную среду антиоксидантов или 

ингибиторов Src предотвращало инкорпорацию пролина и синтез коллагена [154]. 

Так же было замечено увеличение количества иРНК коллагена после инкубации 

миокардиальных фибробластов с МБГ [154]. Интересно, что в этом эксперименте 

уровни TGF-β и SMAD белков не изменились, но антагонист синтеза ТGF-β, 

SB421542, заблокировал МБГ-индуцированную стимуляцию синтеза коллагена 

[154]. Было показано, что в культуре нескольких типов фибробластов 

(миокардиальных, почечных и дермальных) экспрессия негативного регулятора 

промоутера синтеза коллагена-1 Fli-1 [24] зависит от МБГ-индуцированнoй 

сигнальнoй трансдукции [23]. Kроме того, снижение экспрессии Fli-1 является 

необходимым условием для МБГ-индуцированного увеличения синтеза коллагена 

[24]. Дальнейшие исследования продемонстрировали, что МБГ является 

индуктором транслокации протеинкиназы С δ (PKСδ) из цитозоля в ядро PLС-

зависимым способом, а также, что транслокация PKСδ способствует 

фосфорилированию и последующей деградации Fli-1 (Рисунок 3) [24].  
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Рисунок 3. Схематичное описание механизма МБГ-индуцированного синтеза 

коллагена-1. Адаптировано и модифицировано из источника 24.  

Следует отметить, что у Dahl соль-чувствительных крыс на высокосолевой 

диете повышенный уровень МБГ активирует профибротический TGF-β - SMAD-

зависимый сигнальный путь, а моноклональные анти-МБГ антитела 3Е9 

реверсируют эту стимуляцию [28]. 

Совсем недавно был предложен еще один механизм действия КТС в 

отношении фиброза миокардиальной ткани на модели почечной недостаточности. 

Анализ экспрессии микроРНК в миокарде у крыс через 4 недели после 

нефрэктомии или инфузии МБГ выявил инактивацию 18 микроРНК, вовлеченных 

в регуляцию фиброзирования миокарда [182]. Ранее несколько исследований, 

сфокусированных на способности микроРНК-29b-3p регулировать процесс 

фиброзирования, выявили участие микроРНК-29b-3p в развитии фиброза в 

различных органах, включая сердце, легкие, печень, кожу и почки [183-187]. 
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Drummond и др. продемострировал, что подавление экспрессии микроРНК-29b-

3p, вызванное нефрэктомией или инфузией МБГ, ассоциировано с повышенным 

количеством коллагена-1 в миокарде [182]. Сходные результаты были получены 

in vitro, где МБГ и ЭО имели дозозависимый ингибирующий эффект на 

экспрессию микроРНК-29b-3p, в то время как трансфекция синтетической 

микроРНК-29b-3p в изолированные миокардиальные фибробласты 

нейтрализовала эффект КТС. Основываясь на вышеописанном механизме 

действия КТС посредством активации Na+/K+-AТФазa-Src рецепторного 

комплекса, автор показал возможность блокировки этого сигнального пути с 

помощью pNaKtide, обладающим ингибиторной функцией по отношению к Src , 

тем самым успешно обратив фиброз как in vitro, так и in vivo [182].  

1.10 Роль маринобуфагенина в патогенезе 

хронической почечной недостаточности 

Задолго до идентификации МБГ было известно о существовании 

гуморального фактора, компенсаторное увеличение которого случается при 

поражении почек с целью снижения ретенции натрия и жидкости посредством 

усиления натрийуреза [188]. Кроме того, Bricker говорил о возможности 

побочного воздействия этого гормона на другие органы и ткани, заключающегося 

в усугублении уремического синдрома, что было названо концепцией ”trade off”. 

Graves, тестируя метод определения дигоксина в человеческой плазме, заметил, 

что данный метод имел множественное количество ложноположительных 

результатов в плазме пациентов с уремией, не получающих дигоксин. Это 

наблюдение было объяснено результатом перекрестного иммунореагирования 

антител к дигоксину с эндогенными дигиталисподобными веществами и помогло 

определить природу гипотетического натрийуретического гормона [181].  

Huot, работая на модели почечной недостаточности у крыс, подверженных 

нефрэктомии, обнаружил, что Na+/K+-AТФаза в миокардиальных клетках 
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ингибируется неидентифицированным гуморальным фактором предположительно 

оуабаин-подобной природы, который также причастен к развитию гипертензии в 

данном состоянии [189]. Позднее несколько авторов опубликовали данные о 

присутствии ЭО в плазме пациентов страдающих почечной недостаточностью 

[190,191], что создавало противоречие с представленной ранее теорией 

центрального триггерного действия оуабаина с последующим развитием 

периферических эффектов МБГ [120]. Благодаря методу высокоэффективной 

жидкостной хроматографии и специфичных к ЭО и МБГ антител было выявлено 

повышенное количество МБГ в плазме уремических больных по сравнению со 

здоровыми пациентами [192]. При этом уровень оуабаина в плазме здоровых 

пациентов и пациентов с почечной недостаточностью не отличался. Различия в 

наблюдениях могут быть объяснены разной специфичностью антител к оуабаину, 

использовавшихся разными авторами [190-192]. 

В экспериментальном исследовании на модели уремической 

кардиомиопатии была изучена роль МБГ в патогенезе данного состояния [18]. 

Было показано, что повышение уровня МБГ в плазме нефрэктомизированных 

крыс сопровождалось развитием гипертензии, а также гипертрофическим 

ремоделированием стенки левого желудочка, что обусловило диастолическую 

дисфункцию [18]. Для уточнения степени вовлечения МБГ в развитие 

кардиомиопатии была выполнена инфузия 10 мкг/кг МБГ в течении 4-х недель, 

что способствовало развитию гипертензивного эффекта, а также фиброзированию 

миокардиальной ткани [18]. Более того, предварительная иммуннизация 

конъюгированным с альбумином MБГ оказала защитный эффект, ослабив 

профибротическое действие маринобуфагенина и предотвратив ремоделирование 

левого желудочка [18]. В то же время специфические моноклональные анти-МБГ 

антитела 3Е9 продемонстрировали более эффективнное антифибротическое 

действие в миокарде при экспериментальной уремической кардиомиопатии [32]. 
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1.11 Маринобуфагенин и преэклампсия 

Об участии КТС в развитии преэклампсии было известно еще около 40 лет 

назад, Graves уже тогда говорил об увеличении дигоксин-подобного материала в 

плазме беременных женщин по сравнению с контрольной группой, а также в 

плазме пациенток с гипертензией, индуцированной беременностью [193]. На 

основании данных о свойстве маринобуфагенина вызывать вазоконстрикцию при 

объемзависимой гипертензии, которая и случается при патологической 

беременности, была выдвинута гипотеза о вовлечении МБГ в патогенез 

преэклампсии [148]. В результате эксперимента было показано увеличение 

циркулиующего в плазме МБГ в три раза у пациенток с нормально протекающей 

беременностью и восьмикратное увеличение МБГ в случае преэклампсии [148]. В 

этом же исследовании был изучен вазоконстрикторный эффект МБГ, 

опосредованный ингибированием Na+/K+-AТФазы в умбиликальных артериях. В 

умбиликальных артериях ex vivo МБГ вызвал вазоконстрикцию в концентрации в 

три раза меньшей, чем в плазме пациенток с преэклампсией [148].  

Таким образом, уровень циркулирующего МБГ при преэклампсии является 

достаточным для развития вазоконстрикторного эффекта в гладкомышечных 

клетках сосудистой стенки [148]. Последние исследования, направленные на 

изучение синтеза МБГ, показали, что клетки человеческого трофобласта JEG-3 

способны синтезировать МБГ [166]. А при сравнении количества МБГ в плаценте 

пациенток, страдающих преэклампсией, с контрольной группой было 

продемонстрировано его четырехкратное увеличение [22]. Кроме того, многие 

авторы говорят о негативном воздействии МБГ на дифференцировку клеток 

трофобласта в первом триместре беременности, что приводит к его неполной 

инвазии. Таким образом, повышенная продукция МБГ в первом триместре может 

способствовать развитию преэклампсии в будущем [194,195]. 

Основываясь на результатах предыдущих исследований, в которых было 

продемонстрировано участие МБГ в развитии фиброза, вышеописанный 

механизм был показан на модели преэклампсии [22]. Умбиликальные артерии, 
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полученные от беременных женщин, страдавших преэклампсией, содержали 

большее количество коллагена, продемонстрировали сниженную экспрессию Fli-

1, а также низкую чувствительность к вазорелаксантному эффекту нитропруссида 

натрия. В этом же эксперименте инкубация с высокоспецифичными антителами к 

МБГ восстановила активность Na+/K+-ATФaзы до уровня близкого к 

контрольному. А при сравнении эффективности специфичных антител с анти-

дигоксиновыми (DigiFab) было показано, что моноклональные антитела 

восстанавливают активность заингибированной при преэклампсии Na+/K+-

ATФaзы в эритроцитах в большей степени, чем DigiFab, что позволяет 

предположить более значимое участие МБГ в патогенезе преэклампсии, чем 

остальных КТС [188].  

1.13 Иммунонейтрализация маринобуфагенина 

За последние 10 лет были разработаны и апробированы на 

экспериментальной модели соль-чувствительной гипертензии и преэклампсии 

специфические моноклональные антитела к маринобуфагенину в качестве 

антигипертензивного агента. Изначально использовались поликлональные 

антитела к МБГ и ЭО для определения специфической роли как МБГ, так и ЭО в 

развитии натрийуретического ответа и повышения АД при солевой нагрузке на 

модели соль-чувствительной гипертензии [16]. В отличие от антител к ЭО, 

которые не повлияли ни на уровень артериального давления, ни на активность 

натриевого насоса, антитела к МБГ понизили давление у соль-чувствительных 

крыс на высокосолевой диете, а также восстановили активность Na+/K+-ATФaзы 

до контрольного уровня [16]. Это помогло объяснить центральное и 

периферическое действие этих КТС. 

Задолго до того как МБГ был изучен в качестве причины развития 

преэклампсии, Goodlin опубликовал работу об использовании во врачебной 

практике антидигоксиновых антител (Digibind) в лечении эклампсии [196]. 
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Digibind получил широкое распространение в терапевтической практике для 

облегчения симптомов преэклампсии [197-201], что возможно объясняется 

наличием перекрестной реактивности с КТС [149]. Позже были разработаны 

моноклональные антитела, два клона - 3Е9 и 4G4 [150]. Моноклональные анти-

МБГ антитела 3Е9, несмотря на более низкую аффинность к МБГ, показали 

лучшую функциональную способность реверсировать эффекты МБГ, поэтому 

использовались в качестве лечения. В то же время анти-МБГ антитела 4G4, 

показав чувствительность 0,05 нмоль/л в иммунофлюоресцентном анализе, нашли 

свое применение в определении концентрации МБГ в биологических жидкостях.  

Антигипертензивный эффект анти-МБГ антител 3Е9 был сравнен с Digibind 

на модели соль-чувствительной гипертензии и у беременных крыс на солевой 

нагрузке. Как и Digibind, анти-МБГ антитела 3Е9 оказали гипотензивное действие 

у соль-чувствительных крыс на 8% солевой диете, однако, эффект анти-МБГ 

антител 3Е9 был более выраженным и продолжительным [150]. Кроме того, в 

эксперименте ex vivo анти-МБГ антитела 3Е9 восстановили активность 

эритроцитарной Na+/K+-ATФaзы, подавленной на 50%, у беременных женщин, 

страдающих преэклампсией, в то время как Digibind в высокой дозе (10мкг/мл) 

смог лишь частично восстановить активность натриевого насоса [150]. 

Позже действие анти-МБГ антител 3E9 было изучено  на 

экспериментальной модели почечной недостаточности в сравнении с Digibind 

[32]. В эксперименте оценивался антигипертензивный эффект, а также 

способность реверсировать миокардиальный фиброз. В результате однократной 

инъекции моноклональных анти-МБГ антител 3Е9 нефрэктомизированным 

крысам, развившим синдром уремической кардиомиопатии, удалось 

реверсировать миокардиальный фиброз. Кроме того, анти-МБГ антитела 3Е9 

продемонстрировали выраженный и продолжительный, длящийся в течение 

одной недели, антигипертензивный эффект. При этом после инъекции Digibind 

артериальное давление понизилось лишь временно, а через 24 часа 

гипотензивный эффект нейтрализовался полностью. В дополнение к 

антигипертензивному эффекту и анти-МБГ антитела 3Е9, и Digibind в различной 
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степени понизили уровень плазменного креатинина и восстановили его клиренс 

[32].  

1.14 Влияние ограничения потребления соли на маринобуфагенин 

Важность количества потребляемой соли в развитии гипертензии была 

показана еще в начале 70-х годов, когда были опубликованы результаты 

исследования уровня артериального давления и других параметров, имеющих 

отношение к гипертензии, у индейцев племени Яномамо [200]. Было показано, 

что с возрастом у них не происходит развития гипертензии. Изолированная от 

цивилизации популяция не употребляла в пищу соль, а ежедневный рацион был 

насыщен продуктами с высоким содержанием калия, что и подтвердилось 

измерением электролитов в плазме крови и их экскреции. Кроме того, измерив 

альдостерон и активность ренина в плазме, исследователи увидели, что при 

отсутствии подъема артериального давления в данной популяции, РААС при этом 

была гиперстимулирована [200]. 

Множественные исследования на обычной популяции людей 

продемонстрировали повышение систолического артериального давления и соль-

чувствительности в процессе старения [201-204]. В результате лонгитудинальных 

исследований была установлена последовательность одного из патогенетических 

звеньев развития гипертензии в процессе старения: увеличение жесткости 

сосудистой стенки крупных эластических соудов предшествует развитию 

гипертензии [205,206]. Ограничение потребеления соли с превентивной целью 

уже доказало свою эффективность не только результатом снижения 

артериального давления, но и улучшением эластических свойств крупных артерий 

[207,208]. Однако, механизм данных явлений все же остается малоизученным. 

МБГ, известный как натрийуретический гормон, вовлеченный в развитие соль-

чуствительной гипертензии и фиброза сосудов, был рассмотрен в качестве 

предположительного участника данного механизма. Jablonski и др. показали, что 
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ограничение потребления соли снижает суточную экскрецию МБГ. Это 

наблюдение интерпретируется снижением продукции МБГ у пациентов 

находящихся на низкосолевой диете [209]. Кроме того, такие параметры, как 

систолическое артериальное давление и скорость распространения пульсовой 

волны у пациентов уже после 10-дней низкосолевой диеты были достоверно 

ниже, чем у пациентов с нормальным содержанием соли в диете. Таким образом, 

результаты данного исследования предполагают связь между снижением 

экскреции МБГ и улучшением эластических свойств сосудистой стенки, как один 

из возможных механизмов, в котором МБГ выступает в качестве одной из причин 

развития гипертензии за счет увеличения сосудистой жесткости с возрастом. 

Ограничение количества соли в диете в качестве меры снижения продукции МБГ, 

как и иммунонейтрализация МБГ, представляет собой возможность улучшения 

морфологических свойств сосудов и предупреждения развития соль-

чувствительной гипертензии.  

1.15 Маринобуфагенин и сахарный диабет 

Повышенный уровень КТС, наряду с измененной функцией Na+/K+-

ATФaзы, был обнаружен как у пациентов, так и у животных с экспериментальным 

диабетом [25-27]. У пациентов, страдающих сахарным диабетом и сердечной 

недостаточностью, было замечено значительное увеличение глюкозы в плазме 

(12-18 ммоль/л) при терапии дигоксином, что требовало увеличения дозировки 

сахаропонижающих препаратов. Однако при отмене дигоксина тощаковый 

уровень глюкозы снижался до 5-8 ммоль/л  и не увеличивался более, чем 10 

ммоль/л. Основным механизмом действия дигоксина, как и остальных КТС, 

является ингибирующие действие на Na+/K+-ATФaзу, что иммет 

противоположный инсулину эффект на внутриклеточный захват и метаболизм 

глюкозы [210].  



45 
 

Так как соль-чувствительная гипертензия часто сопровождается 

инсулинорезистентностью, была предложена гипотезао том, что при диабете 2 

типа концентрация КТС в плазме возрастает за счет инсулин-зависимой задержки 

натрия, а чрезмерная выработка КТС способствует развитию гипертензии 

[211,215]. Однако, результаты экспериментов на крысах с экспериментальным 

диабетом показали, что при инсулинчувствительном сахарном диабете продукция 

МБГ происходит значительно интенсивнее, чем при сахарном диабете 2 типа. 

Соответственно, активность эритроцитарной Na+/K+-ATФaзы также была 

угнетена в большей степени у пациентов и у экспериментальных животных с 

сахарным диабетом 1 типа [213]. Эти данные указывают на то, что продукция 

МБГ может быть стимулирована не только лишь ретенцией натрия при сахарном 

диабете.  

Известно, что угнетение Na+/K+-ATФaзы в различных тканях ведет к 

активации ключевого фермента пентозафосфатного пути, глюкозо-6-

фосфатдегидрогеназы [214]. При сахарном диабете под действием гипергликемии 

активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы снижается, а у пациентов с 

генетически детерминированным дефицитом  глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 

нарушена толерантность к глюкозе [214-216]. Иммунонейтрализация МБГ перед 

тестом на глюкозотолерантность у экспериментальных животных произвела 

больший подъем уровня глюкозы в плазме по сравнению с нелеченными 

животными. Таким образом, регуляция метаболизма глюкозы может быть одной 

из функций МБГ.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Дизайн эксперимента “Эффект моноклональных антител к 

маринобуфагенину 3Е9 на фиброз сосудистой стенки у нормотензивных крыс 

на солевой нагрузке” 

Данное исследование проводилось на нормотензивных крысах, которые 

получали высокосолевую диету с целью стимуляции повышения продукции МБГ 

надпочечниками. Согласно нашей гипотезе, у нормотензивных крыс чрезмерная 

продукция МБГ вызывает компенсаторный натрийурез и профибротический 

эффект в отсутствии вазоконстрикции. В настоящем эксперименте исследовалось 

влияние солевой нагрузки и, как следствие, чрезмерной продукции МБГ на 

морфофункциональное состояние стенки аорты крысы. 

В эксперименте использовались 24 крысы стока Вистар 5-ти месячного 

возраста. У всех животных была измерена масса тела, проведено метаболическое 

исследование и измерено артериальное давление с помощью хвостовой манжетки 

(IITC model 31; IITC Life Science, CA). Все животные были разделены на три 

группы: контрольная группа (Ктр, n=8), состоящая из интактных животных, 

группа на солевой нагрузке (Соль, n=8) и группа на солевой нагрузке с 

последующим введением моноклональных 3Е9 анти-МБГ антител (Соль-АТ, n=8). 

В контрольной группе изменений в условиях не вводилось, в то время как группы 

Соль и Соль-АТ получали вместо воды раствор 2% NaCl на протяжении 4-х 

недель. На последней неделе солевой нагрузки животные из группы Соль 

получали 3 инъекции физиологического расвора интраперитонеально, а животные 

из группы Соль-АТ – анти-МБГ антитела 3Е9 в дозе 50µг/кг (Рисунок 4). 
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Рисунок 4. Схема эксперимента “Эффект моноклональных анти-МБГ антител 3Е9 

на фиброз сосудистой стенки у нормотензивных крыс на солевой нагрузке”. 

В конце эксперимента измерялось артериальное давление на хвостовой 

артерии, проводилось метаболическое исследование, измерялся вес животных. По 

завершении всех измерений животные были наркотизированы 

интраперитонеальной инъекцией нембутала в дозе 50 мг/кг. Для измерения 

активности Na+/K+-АТФазы и уровня МБГ в плазме была собрана кровь. Аорта 

была взвешена и разделена на 2 части для измерения способности сосуда к 

расслаблению нитропруссидом натрия, а также для гистохимического 

исследования. 

2.2 Метаболическое исследование 

Метаболическое исследование включает в себя измерение массы тела 

животного, измерение количества мочи, выделенной за 24 часа, количество 

потребленной воды за 24 часа, сбор мочи для определения 24-х часовой экскреции 

МБГ и электролитов. Для этого животные помещаются в метаболические клетки с 

достаточным количеством корма и питьевой воды на 24 часа. При рассчете 



48 
 

количества МБГ и электролитов, выделенных за 24 часа, проводится перерасчет 

на массу тела каждого животного с целью нормализации показателя.  

2.3 Измерение артериального давления с помощью хвостовой манжетки  

Перед измерением артериального давления животные должны привыкнуть 

к условиям проведения измерения для исключения влияния такого фактора, как 

стресс на результат. Для этого проводилась предварительная тренировка 

животных. Тренировка заключалась в процедуре измерения давления без записи 

результатов. Настоящее измерение проводилось через 1-2 дня. Животное 

помещалось в пластиковый цилиндр, диаметр которого соответствует весовой 

категории животного. Цилиндр необходим для фиксации животного во время 

измерения. Цилиндр устанавливается на подогреваемую платформу для 

соблюдения температурного режима необходимого для измерения давления 

(34С˚). На хвост надевается манжетка, в которую накачивается воздух, и с 

помощью встроенного в манжетку высокочувствительного фотоэлектрического 

датчика детектируется систолическое и диастолическое артериальное давление, а 

также частота сердечных сокращений. Всего выполняется 5 последовательных 

измерений с интервалом в 1 минуту. Из пяти измерений вычисляется среднее 

арифметическое, что и является результатом. 

2.4 Измерение активности Na+/K+-АТФазы в эритроцитах 

Для измерения активности Na+/K+-АТФазы использовалось 0.5 мл цельной 

крови. Эритроциты отмывались 3 раза в изотоническом растворе (145 ммоль/л 

NaCl в 20 ммоль/л Tris буфера; pH = 7.6, 4 °C). Затем эритроциты 

преинкубировались с Tween-20 (0.5%) в сахарозе (250 ммоль/л) и Tris буфере (20 

ммоль/л; pH = 7.4, 37 °C) в течение 30 минут с последующей 30-ти минутной 

инкубацией в среде, содержащей NaCl 100 ммоль/л, КСl 10 ммоль/л, МgCl2 3 
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ммоль/л, ЭДТА  0.5 ммоль/л, Tris 50 ммоль/л, ATФ 2ммоль/л (pH = 7.4, 37 °C),  в 

конечном разведении 1:40. Реакция останавливалась добавлением 

трихлорацетиловой кислоты до конечной концентрации 7%. Общая активность 

Na+/K+-АТФазы измерялась продукцией неорганического фосфата (Pi). Разница 

между активностью Na+/K+-АТФазы в присутствии и отсутствии 5 ммоль/л 

оуабаина была принята за активность Na+/K+-АТФазы. 

2.5 Измерение маринобуфагенина в плазме 

Каждый образец плазмы крови был экстрагирован с помощью C18 SepPak 

картриджей и высушен с последующим разведением в 10% ацетонитриле. 

Уровень МБГ определялся с использованием флюорометрического анализа 

(Dissociation Enhanced FluoroImmunoAssay (DELFIA)), основанного на кроличьих 

поликлональных анти-МБГ-P антителах. Этот анализ основан на конкурентном 

взаимодействии между иммобилизированым антигеном (МБГ-гликозид-

тироглобулин) и МБГ, другими кросс-реактантами или эндогенными КТС, 

присутствующими в плазме, за ограниченным количеством участков связывания 

на поликлональных анти-МБГ антителах. Вторичные антитела (козьи, 

антикроличьи), меченные радиоактивным Европием, были полученны из Perkin-

Elmer (Waltham, MA). Чувствительность этого теста 0.05 нмоль/л, кросс-

реактивность поликлональных анти-МБГ-P антител, использованных в данном 

методе с другими стероидами: MБГ -100, оуабаин-0.1, дигоксин -1.0, дигитоксин -

3.0, буфалин -1.0, цинобуфагин -1.0, преднизон < 0.1, спиронолактон < 0.1, 

просциллардин < 1.0, прогестерон < 0.1, смесь буфадиенолидов полученных из 

яда жаб Bufo marinus за исключением МБГ < 5. 
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2.6 Исследование способности сосуда к вазорелаксации 

 Очищенные от эндотелия кольца грудной аорты были подвешены под 

нагрузкой (1.5г) в термостатируемые камеры (Ugo Basile, Italy), наполненные 

модифицированным раствором Кребса (ммоль/л): NaCl 130, KCl 4.0, CaCl2 1.8, 

MgCl2 1.0, NaH2PO4 0.4, NaHCO3 19, глюкоза 5.4. В камеры подавалась смесь 95% 

О2 и 5%СО2. Сокращения колец сосудов регистрировались с помощью 

тензометрического датчика (AD Instruments, USA). Через 90 минут от начала 

эксперимента вызывалось сокращение колец аорты посредством добавления в 

камеру KCl в концентрации 80 ммоль/л. После регистрации сокращений сосуды 

отмывались от KCl и оставались в течение 60 минут в покое для полного 

расслабления. Через 60 минут в камеры добавлялся вазоконстриктор эндотелин-1 

(ЭТ-1) (100 нмоль/л). Когда сократительный ответ на ЭТ-1 достигал максимума с 

последующим формированием плато, выполнялось последовательное введение в 

раствор нитропруссида натрия в возрастающей концентрации (1 нмоль/л – 10 

μмоль/л). На рисунке 5 изображена схема эксперимента. 

 

Рисунок 5. Схема измерения чувствительности сосуда к вазорелаксантному 

действию нитропруссида натрия. 

Сила сокращения колец рассчитывалась в процентах от максимального 

сокращения в ответ на KCl. Процент вазорелаксации рассчитывался относительно 

максимального сократительного ответа на ЭТ-1.  

Пониженная чувствительность сосуда к нитропруссиду натрия отражает 

нарушение функции сосуда. Повышенное количество коллагена в стенке аорты 
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является определением повышенной сосудистой жесткости. Более жесткий сосуд 

при воздействии на него вазорелаксанта из-за нарушенной способности к 

расслаблению демонстрирует меньшее расслабление относительно сокращения на 

ЭТ-1, чем здоровый сосуд. 

2.7 Гистохимическое исследование 

Кольца аорты, 4-5 мм длиной, были зафиксированы в забуференном 4% 

растворе формалина (pH 7.2) в течение 12 часов с последующей дегитратацией в 

этаноле в концентрации по возрастающей от 70% до 100% и заливкой в парафин. 

Ткани были разрезаны на сегменты 5 μм толщиной с помощью микротома и 

окрашены с помощью специфичного к коллагену красителя Sirius Red/Fast Green 

Collagen Staining (Chondrex, Redmond, WA). Количество коллагена было 

посчитано с помощью программного обеспечения Metamorph Microscopy 

Automation and Image Analysis Software (Molecular Devices, LLC, CA). 

2.8 Дизайн эксперимента “Изучение действия маринобуфагенина и 

антагонистов альдостерона на степень фиброза в эксплантах аорты крыс” 

Данная часть работы выполнена ex vivo на кольцах аорты, полученных от 

нормотензивных крыс. Экспланты аорты инкубировались в присутствии МБГ с 

целью подтверждения профибротического эффекта МБГ в изолированных 

условиях. Основываясь на существовании доказательств антагонистического 

эффекта антагониста альдостерона, канренона, на взаимодействие МБГ и Na+/K+-

АТФазы, была предложена гипотеза об улучшении упруго-эластических свойств 

аорты при воздействии канренона на МБГ-индуцированный фиброз. Для этого в 

эксперименте использовались крысы линии Вистар 5-ти месячного возраста 

(n=18). Животные были анестезированы путем интраперитонеальной инъекции 

нембутала в дозе 50 мг/кг. Диссекция проводилась с целью забора крови, грудной 
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части аорты и почки. Кровь собиралась в пробирки с гепарином натрия и далее 

использовалась для измерения активности Na+/K+-АТФазы с предварительной 

инкубацией эритроцитов в присутствии МБГ (100 нмоль/л), канренона (10 

µмоль/л) и их комбинации в течение 1 часа. Почка использовалась для измерения 

активности натриевого насоса в мозговом веществе почки. Аорта от каждого 

животного была очищена от окружающей жировой ткани, разделена на кольца 

длинной 2-3 мм и помещена в питательную среду Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM; Life Technologies, Karlsbad, CA, USA) с добавлением 

гентамицина 25 мг/л. Экспланты грудной аорты инкубирвались в течение 24-х 

часов в 5% СО2 атмосфере при 37Сº в питательной среде в присутствии МБГ (100 

нмоль/л) (МБГ), канренона (10 µмоль/Л)(Кан) и их комбинации (МБГ+Кан); 

контрольную группу составили экспланты аорты, инкубированные в питательной 

среде (Ктр) (Рисунок 6).  

 

 

Рисунок 6. Схема инкубации колец аорты с МБГ и канреноном. При добавлении  

комбинации МБГ и канренона в среду использовались те же концентрации 

препаратов, т.е. 100 нмоль/л МБГ и 10 µмоль/л канренона.  

После 24-х часовой инкубации кольца аорты использовались для 

исследования чувствительности к вазорелаксантному эффекту нитропруссида 

натрия, демонстрирующего способность сосудов к расслаблению. Затем 

выполнялось гистохимическое исследование для визуализации коллагена в стенке 

аорты с последующей количественной оценкой.  
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Кроме того, одной из целей этого эксперимента было показать возможный 

механизм профибротического действия МБГ. Ранее было показано, что МБГ-

индуцированный фиброз миокарда при уремической кардиомиопатии, 

сопровождается инактивацией Fli-1, негативного регулятора промоутера гена 

коллагена-1. В настоящей работе была проверена гипотеза об увеличении синтеза 

коллагена-1 гладкомышечными клетками посредством выключения Fli-1. Для 

этого выпонялся белковый иммуноблот с последующим сравнением экспрессии 

Fli-1 в аортах после инкубации с МБГ, канреноном и их комбинации. 

2.9 Измерение активности почечной Na+/K+-АТФазы  

Мозговое вещество почки гомогенизировалось в растворе, содержащем 

(ммоль/л) сахарозу 250, гистидин 30, имидазол 5, ЭДTA 1 (4°C; pH 7.4), а затем 

центрифугировалось (6,000 g, 15 мин, 4°C). Первичный супернатант 

центрифугировался в течение 30 мин при скорости 15,000 g и температуре 4°C, а 

конечный супернатант центрифугировался при 148,000 g в течение 90 мин при 

4°C. Полученный осадок (мембраны) был суспензирован в среде для 

гомогенизирования, нанесен на прерывистый градиент сахарозы, состоящий из 

0.32 – 1.2 M слоев сахарозы в буфере, содержащем 30 мM гистидина и 5 мM 

имидазола (pH 7.4), и процентрифугирован при 148,000 g в течение 90 минут. 

Фракция на уровне слоя 0.8 M была собрана пипеткой и осаждена 

центрифугированием при 148,000 g в течение 90 минут. Конечный осадок был 

ресуспензирован в среде для гомогенизирования в концентрации белка 3–4 мг/мл.  

Активность натриевого насоса в суспензии из наружного слоя мозгового 

вещества, в котором фрагменты толстого восходящего канальца петли Генле 

составляют ≈ 90% массы ткани, была оценена с помощью измерения оуабаин-

чувствительного захвата 86Rb. Для этого 200 μл суспензии инкубировали в 

течение одного часа в оксигенированном растворе в отсутствии и присутствии 5 

ммоль/л оуабаина. Захват 86Rb определялся после добавления 10 μл 
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инкубационного раствора, содержащего 86RbCl (0.1 μCi/образец; NEN Life 

Science Products) в течение 10 минут. Фрагменты канальцев затем отмывались в 

холодной среде, центрифугировались и были подвержены лизированию в 1% 

растворе дезоксихолата натрия. Радиоактивность измерялась методом 

жидкостной сцинтилляции. Количество белка измерялось по методу Лоури. 

Захват 86Rb выражался в наномолях 86Rb на милиграм протеина в минуту. 

2.10 Гистохимическое исследование 

Кольца аорты были зафиксированы в забуференном 4% растворе формалина 

(ph 7.2) в течение 20 часов с последующей дегидратацией в этаноле в 

концентрации по возрастающей от 70% до 100%. Ткани были залиты в парафин и 

разрезаны на сегменты 6 μm толщиной с помощью микротома. Для визуализации 

волокон коллагена типа 1 и 3 использовалась окраска Сириус ред (American 

MasterTech Scientific Inc, Lodi, CA). 

2.11 Белковый иммуноблот 

Аорты были гомогенизированы в литическом RIPA буффере (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Белки, выделенные из сарколеммы аорты, 

были разделены с помощью электрофореза в  10% Tris-Glycine полиакриламидном 

геле (Life Technologies) и перенесены на нитроцеллюлозную мембрану. Детекция 

проводилась хемилюминесцентным методом, в котором нитроцеллюлозная 

мембрана выдерживалась на Kodak SAR5 фотопленке 1-5 минут, с последующей 

количественной оценкой в единицах оптической плотности. Для измерения 

количества коллагена-1 использовались козьи антитела к коллагену (Southern 

Biotech, Birmingham, AL, USA) с вторичными антикозьими антителами из Santa 

Cruz Biotechnology. Для измерения белка Fli-1 использовались кроличьи 

поликлональные анти-Fli1 (C19) антитела (Santa-Cruz Biotechnology; 1:100) и 
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конъюгированная с пероксидазой антикроличья сыворотка (Life Technologies, 

1:1000).  

2.12 Дизайн эксперимента “Эффект моноклональных антител к 

маринобуфагенину 3Е9 на фиброз сосудистой стенки у нормотензивных крыс 

с экспериментальным диабетом на солевой нагрузке” 

В данном эксперименте у нормотензивных животных моделировался 

сахарный диабет 2 типа с последующей солевой нагрузкой. Как уже было 

упомянуто ранее, высокосолевая диета необходима для иницииации повышенной 

продукции МБГ. Однако, при сахарном диабете также обнаруживается 

повышенное количество МБГ, которое, предположительно, связано с 

диабетической нефропатией. Фиброзные изменения, происходящие в почках при 

сахарном диабете 2 типа, имеют множество объяснений, включая оксидативный 

стресс, активацию РААС, воспаление, высвобождение профибротических 

агентов, например, TGF-β. Повышенная продукция МБГ, обусловленная инсулин-

зависимой задержкой натрия, а также высокосолевой диетой, может так же 

способстовать развитию фиброза сосудистой стенки, что и является одной из 

гипотез данного эксперимента. За контрольную группу были приняты интактные 

самцы линии Вистар (Ктр, n=8). Животные из экспериментальной группы были 

подвержены индукции экспериментального сахарного диабета с последующей 

солевой нагрузкой  (СД2/Соль, n=8). Экспериментальный диабет был 

инициирован внутрибрюшинной инъекцией стрептозотоцина (65 мг/кг) в возрасте 

4-5 дней. Развитие толерантности к глюкозе оценивали по сахарной кривой на 

восьмой неделе эксперимента, определяя уровень гликемии натощак и через 15, 

30, 60, 120 минут после введения глюкозы (2 г/кг веса). Затем развившие диабет 

животные вместо питъевой воды получали раствор 2% NaCl на протяжении 4-х 

недель. На четвертой неделе солевой нагрузки животным с сахарным диабетом на 
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высокосолевой диете внутрибрюшинно вводились анти-МБГ антитела в дозе 50 

µг/кг (СД2/Соль+АТ, n=8). (Рисунок 7). 

2% NaCl  (Соль+АТ) 

2% NaCl (Соль) 

Вода

СТЗ
65 мг/кг

N=8

N=8

N=8

0 нед 8 нед 11 нед 12 нед

0.9%NaCl

анти-МБГ АТ 3E9

СТЗ
65 мг/кг

 

Рисунок 7. Схема эксперимента “Эффект моноклональных анти -МБГ антител 

3Е9 на фибоз сосудистой стенки у нормотензивных крыс с экспериментальным 

диабетом на солевой нагрузке”. 

 В конце эксперимента измерялось артериальное давление на хвостовой 

артерии, проводились метаболические измерения. Затем все животные были 

антестезированы внутрибрюшинной инъекцией нембутала в дозе 50 мг/кг. Для 

измерения активности натриевого насоса была собрана кровь. Аорта 

использовалась для изучения чувствительности к вазорелаксантному эффекту 

нитропруссида натрия. Кроме того, одной из задач работы является изучение 

механизма профибротического действия МБГ, для этого выполнялось измерение 

экспрессии основных белков, учавствующих в МБГ-индуцированном 

профибротическом механизме, методом белкового иммуноблота. Методика 

измерения артериального давления, активности Na+/K+-АТФазы и 
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чувствительности сосудов к вазорелаксантному эффекту нитропруссида натрия 

описана ранее и в данном эксперименте выполнялись подобным образом. 

2.13 Глюкозотолерантный тест 

Глюкозотолерантный тест был представлен на крысах в возрасте 8-ми 

недель натощак. Раствор глюкозы вводился перорально болюсно в дозе 2.0 г/кг 

веса. Кровь собиралась из хвостовой вены на 0, 30, 60, и 120 минуте для 

определения концентрации глюкозы крови. Измерение уровня глюкозы 

выполнялось с помощью глюкометра Accu-Check и тест-полосок. 

2.14 Измерение маринобуфагенина в моче 

Уровень МБГ определялся методом флюорометрического анализа  

(Dissociation Enhanced FluoroImmunoAssay (DELFIA)), основанного на 

моноклональных анти-МБГ антителах 4G4. Кросс-реактивность 4G4 антител с 

другими стероидными молекулами: MБГ - 100%, оуабаин – 0.005%, дигоксин – 

0.03%, дигитоксин < 0.001%, буфалин – 0.08%, цинобуфагин – 0.07%, 

цинобуфоталин – 40%, преднизон, спиронолактон, альдостерон, просциллардин, и 

прогестерон < 0.001%. 

2.15 Белковый иммуноблот 

Аорты были гомогенизированы в литическом RIPA буффере (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Белки, выделенные из сарколеммы аорты, 

были разделены с помощью электрофореза в  10% Tris-Glycine полиакриламидном 

геле (Life Technologies) и перенесены на нитроцеллюлозную мембрану. Детекция 

проводилась хемилюминесцентным методом, в котором нитроцеллюлозная 
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мембрана выдерживалась на Kodak SAR5 фотопленке 1-5 минут, с последующей 

количественной оценкой в единицах оптической плотности. Для измерения 

количества коллагена-1 использовались козьи антитела к коллагену (Southern 

Biotech, Birmingham, AL, USA) с вторичными антителами (анти-козьи) из Santa 

Cruz Biotechnology. Для измерения белка Fli-1 использовались кроличьи 

поликлональные анти-Fli-1 (C19) антитела (Santa-Cruz Biotechnology; 1:100) и 

конъюгированная с пероксидазой антикроличья сыворотка (Life Technologies, 

1:1000). Для измерения белка TGF-β использовались кроличьи поликлональные 

антитела (Cell Signaling, 1:500), SMAD 5 – козьи поликлональные (Santa Cruz 

Biotechnology, 1:500), фибронектина – мышиные моноклональные (Santa Cruz 

Biotechnology, 1:200). Для детекции использовались ECL и ECL плюс (Life 

Technologies). Протеиновые полосы были нормированы на глицеральдегид-3-

фосфат дегидрогеназу (GAPDH), для чего мембраны были отмыты и выдержаны с 

кроличьими моноклональными анти-GAPDH антителами (Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA). 

2.16 Статистический анализ 

Результаты представлены в виде среднего ± стандартная ошибка среднего и 

анализировались статистическим методом АНОВА с последующйей поправкой по 

Ньюману-Кюльсу или Бонферонни. P менее 0.05 считалось статистически 

достоверным (Graph Pad Prism, Graph Pad Software, San Diego, CA). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1 Результаты исследования “Эффект моноклональных антител к 

маринобуфагенину 3Е9 на фиброз сосудистой стенки                                              

у нормотензивных крыс на солевой нагрузке” 

У животных, находящихся на солевой нагрузке в течение 4-х недель, был 

значительно увеличен суточный диурез и натрийурез при отсутствии подъема 

артериального давления (Таблица 1 и Рисунок 8).  
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Таблица 1.  Эффект солевой нагрузки и анти-МБГ антител 3Е9 на измеряемые 

параметры. АНОВА и тест Ньюмана-Кюльса: * P < 0.05, Соль и Соль-АТ vs. Ктр; # 

P < 0.05, Соль-АТ vs. Соль. 

Измеряемые параметры Ктр Соль Соль-АТ 

Вес животного, г     356±12 
 

338±14 
 

347±13 

САД, мм.рт.ст. 114±7.6 115±16.3 108.9±8.16 

ДАД, мм.рт.ст.       73±7  
 

79±3 69±3 

Na+ в плазме, ммоль/л 145.9±0.8 148.9±1.9 150.1±1.5 

К+ в плазме, ммоль/л 4.22±0.18 4.34±0.12 4.05±0.11 

МБГ в плазме, нмоль/л    0.37±0.08 
 

0.79±0.09*  

Активность эритроцитарной 

Na+/K+ -АТФазы, µмоль 

/Pi/мл/ч 

14.2±0.35 12.6±0.3 * 13.93±0.54 # 

Суточный диурез, мл 9.7±1.5 27.4±6.2* 41.7±8.8 # 

Экскреция Na+ , ммоль/24 ч 0.6±0.14 9.2±2.96* 18.9±2.4 # 

Экскреция К+, ммоль/24ч     1.19±0.11 2.23±0.12* 1.94±0.09# 

Экскреция МБГ, пмоль/24 ч 19.6±16.2 95.0±272.5 * 34.1±54.4 # 

Вес аорты, мг/кг массы тела 158±9 217±15 * 180±12 # 

Толщина стенки аорты, μм 67.2±4.0 72.7±3.5 68.3±2.9 

Коллаген в стенке аорты, % 11.37±1.56 29.7±4.93 * 16.7±5.62 # 

EC50 вазорелаксантного 

эффекта нитропруссида Na+ , 

нмоль/л 

99 ±2.0 167±19.3 * 70±1.5# 

САД – систолическое артериальное давление;  

ДАД – диастолическое артериальное давление. 
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Рисунок 8. Влияение соли и лечения моноклональными анти-МБГ антителами 

3Е9 на экскрецию МБГ (А) , уровень МБГ в плазме (Б),  систолическое 

артериальное давление (В) и активность эритроцитарной Na+/K+-АТФазы (Г). 

АНОВА и тест Ньюмана-Кюльса: * P < 0.05, Соль vs. Ктр; # P < 0.05, Соль vs. 

Соль-АТ. 

Однако, уровень МБГ в плазме, как и его экскреция, был повышен по 

сравнению с контрольной группой. Кроме того, активность Na+/K+-АТФазы в 

группе Соль была мягко заингибирована, а уровень Na+ в моче достиг 15-ти 

кратного увеличения по сравнению с контрольной группой (Рисунок 8 и Таблица 

1). Администрация анти-МБГ антител 3Е9 не повлияла на уровень артериального 

давления, но способствовала понижению количества МБГ в моче, а также 

восстановлению активности Na+/K+-АТФазы до контрольного уровня.  
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Результаты исследования способности сосудов к расслаблению обобщены 

на рисунке 9.  
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Рисунок 9. Влияние солевой нагрузки и лечение  анти-МБГ антителами 3Е9 на 

сокращение, вызванное 100 нмоль/л ЭТ-1 (А) и на расслабление нитропруссидом 

натрия (Б).  

При подобном сократительном ответе на эндотелин-1, кольца аорты из 

группы Соль продемонстрировали значительное ухудшение чувствительности к 

нитропруссиду. Способность к расслаблению была полностью восстановлена в 

группе, пролеченной моноклональными анти-МБГ антителами 3Е9. 

Толщина медии осталась неизменной по сравнению с контрольной группой 

(Таблица 1). В то же время количество коллагена в стенке аорты у животных на 

солевой нагрузке оказалось в 2.6 раза больше, чем в группе Контроль (Рисунок 10 

А, В и Таблица 1).  
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Рисунок 10. Эффект солевой нагрузки и иммунонейтрализации  с помощью анти-

МБГ антител 3Е9 на количество коллагена в стенке аорты (А) (окраска Picro Sirius 

Red/Fast Green, красный = коллаген), вес аорт (Б). Содержание коллагена в стенке 

аорты, полученное с помощью программного обеспечения Metamorph Microscopy 

Automation and Image Analysis Software (В). АНОВА и тест Ньюмана-Кюльса: * P 

< 0.05, Соль vs. Ктр; # P < 0.05, Соль vs. Соль-АТ. 

Иммунонейтрализация МБГ (группа Соль-АТ) оказала обратный эффект на 

избыточное количество коллагена в сосудистой стенке по сравнению с группой 

Соль, кроме того отмечалось понижение веса аорт после лечения 

моноклональными анти-МБГ антителами 3Е9 (Рисунок 10). 
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3.2 Результаты эксперимента “Изучение действия маринобуфагенина и 

антагонистов альдостерона на степень фиброза в эксплантах аорты крыс,                

а также на их способность к расслаблению” 

На рисунке 11 В и Г проиллюстрирован эффект активного метаболита 

сипронолактона, канренона, на активность Na+/K+-АТФазы, подавленную МБГ.  
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Рисунок 11. Структура маринобуфагенина (МБГ) (А) и канренона (КАН) (Б). 

Эффект канренона (10 µмоль/л) на МБГ-индуцированное подавление активности 

Na+/K+-ATФазы в мозговом слое почки (В). Восстановление активности Na+/K+-

АТФазы, подавленной МБГ (100 нмоль/л), с помощью канренона (10 μмол/л) (Г). 

Статистический анализ представлен АНОВА с поправкой по Бонферонни: * - 

P<0.01 vs. Контроль (КТР); # - P<0.01 vs. MБГ. 
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МБГ заингибировал Na+/K+АТФазу в мозговом слое почки крысы в 

дозозависимой манере, а добавление 10 µмоль/л канренона в инкубационную 

среду значительно понизило чувствительность Na+/K+-АТФазы к МБГ (IC50 = 

1.9±0.5 µмоль/л and 113±11 µмоль/л, соответственно; Рисунок 11 В). Так как 

активность эритроцитарной Na+/K+-АТФазы является маркером циркулирующего 

МБГ, было проверено влияние канренона на ингибирующий эффект МБГ. 

Канренон, активный метаболит спиронолактона, продемонстрировал способность 

восстанавливать активность эритроцитарной Na+/K+-АТФазы в присутствии МБГ, 

и в то же время не оказал никакого действия на Na+ насос в отсутствии данного 

кардиотонического стероида (Рисунок 11 Г).  

На рисунке 12 А и Б проиллюстрированы результаты исследования 

способности колец аорты к расслаблению.  
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Рисунок 12. Влияние МБГ, канренона и результат их взаимодействия на 

сократительную способность колец аорты (А) и способность к расслаблению 

нитропруссидом натрия (Б). 

Кольца аорты, предварительно проинкубированные в присутствии МБГ, 

канренона, и их комбинации, показали похожие по величине сокращения в ответ 

на эндотелин-1 (ЭТ-1) (Рисунок 12 А) . Способность колец аорты к расслаблению 

была заметно нарушена в группе МБГ (Рисунок 12 Б). Кроме того, помимо 

снижения способности к расслаблению, гистохимическое исследование показало 



66 
 

значительное увеличение количества коллагена в стенке аорты в результате 

инкубации с МБГ (Рисунок 13 А, Б).  
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Рисунок 13. А - Репрезентативные изображения гистохимического исследования, 

демонстрирующие эффект канренона на фиброз сосудистой стенки, вызванный 

24-х часовой инкубацией с МБГ. Окраска Sirius Red позволяет визуализировать 

волокна коллагена-1 и коллагена-3 (красные волокна). Средние значения ± 

стандартная ошибка среднего из 6-7 изображений в каждой группе. 

Статистический анализ проводился с использованием АНОВА с поправкой по 

Бонферонни: * - P<0.01 vs. контроль (КТР); # - P<0.01 vs. MБГ. 

Канренон в свою очередь восстановил способность к расслаблению 

сосудов, преинкубированных в присутствии МБГ до уровня, соответствующего 

контрольной группе (Рисунок 12 Б), что было ассоциировано с заметным 

снижением количества коллагена в стенке сосуда (Рисунок 13). Инкубация 

эксплантов аорты в присутствии только канренона не оказала какого-либо 

эффекта ни на способность к расслаблению, ни на количество коллагена по 

сравнению с контрольной группой. 

Согласно результатам белкового иммуноблота, инкубация эксплантов аорты 

с МБГ привела к снижению количества белка Fli-1 в аорте, что сопровождалось 

повышением количества коллагена-1 (Рисунок 14), что также было подтверждено 

визуализацией фиброза с помощью специфичной окраски Sirius Red (Рисунок 13).  
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Рисунок 14. Эффект 24-х часовой инкубации колец аорты в присутствии 

канренона, МБГ и их комбинации на уровень Fli-1(А) и коллагена-1(Б). 

Статистический анализ проводился с использованием АНОВА с поправкой по 

Бонферонни: * - P<0.01 vs. контроль (КТР); # - P<0.01 vs. MБГ. 

Однако, в присутствии канренона МБГ не оказал блокирующего действия в 

отношении Fli-1, а количество коллагена-1 не превышало величины 

соответствующей контрольной группе (Рисунок 14). 

3.3 Результаты исследования “Эффект моноклональных антител к 

маринобуфагенину 3Е9 на фиброз сосудистой стенки у нормотензивных крыс                                                 

c экспериментальным диабетом на солевой нагрузке” 

Как показано на рисунке 15 А, через 8 недель от момента инъекции 

стрептозотоцина толерантность к глюкозе у этих животных была нарушена.  
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Рисунок 15. Сахарная кривая, иллюстрирующая уровень гликемии натощак и 

через 15, 30, 60, 120 минут после перорального введения глюкозы (А), уровень 

инсулина в плазме крови (Б), суточная экскреция МБГ (В) и активность Na+/K+ -

АТФазы в эритроцитах (Г). t-тест: * P < 0.01, СД2+Соль vs. КТР. 

Нарушение толерантности к глюкозе в сочетании с солевой нагрузкой 

сопровождалось двухкратным увеличением экскреции МБГ, а также угнетением 

эритроцитарной Na+/K+-АТФазы (Рисунок 15 Б, В). 

Увеличение экскреции МБГ у диабетических крыс на солевой нагрузке 

ассоциировалось с увеличением веса аорты (0.5 г/кг массы тела в группе 

СД2+Соль и 0.36 г/кг массы тела в контрольной группе, p<0.01), что 

сопровождалось увеличением количества коллагена-1 (Рисунок 16 А) и 

инактивацией Fli-1 (Рисунок 16 Б), а также пониженной чувствительностью колец 

аорты к вазорелаксационному действию нитропруссида натрия (Рисунок 16 В). 
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Рисунок 16. Увеличение количества коллагена-1 и снижение экспрессии Fli-1 в 

аорте крыс с экспериментальным диабетом на солевой нагрузке (А, Б);  снижение 

чувствительности сосуда к нитропруссиду натрия (В, Г). t-тест: * P < 0.01, 

СД2+Соль vs. Ктр.  

Лечение моноклональными анти-МБГ антителами 3Е9 способствовало 

восстановлению активности натриевого насоса (Рисунок 17 А).  
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Рисунок 17. Восстановление активности натриевого насоса (А),чувствительности 

колец аорты к нитропруссиду натрия (В) и снижение количества коллагена-1 в 

результате иммунонейтрализации. Отсутствие изменений уровня артериального 

давления при солевой нагрузке (Б). Статистический анализ проводился с 

использованием AНOВA с последующим тестом Ньюмана-Кюльса: * - P<0.01 vs. 

контроль (КТР); # - P<0.01 vs. MБГ. 

Способность сосуда к вазорелаксации также была восстановлена (Рисунок 

17 В), что сопровождалось уменьшением веса аорты (0.42 г/кг массы тела в 

группе СД2/Соль+АТ и 0.5 г/кг массы тела в группе СД2+Соль, p<0.05), а также 

количества коллагена-1 (Рисунок 17 В), коллагена-5 и фибронектина в стенке 

аорты (Рисунок 18 Г, Е).  



71 
 

     

 



72 
 

Рисунок 18. Эффект МБГ и моноклональных анти-МБГ антител 3Е9 на 

фосфорилирование PKCδ (А), Fli-1 (Б), TGF-β (В), коллагена-5 (Г), SMAD 5 (Д) и 

фибронектина (Е) в аорте крыс с экспериментальным диабетом на солевой 

нагрузке. Статистический анализ проводился с использованием AНOВA с 

последующим тестом Ньюмана-Кюльса: * - P<0.01 vs. контроль (КТР); # - P<0.01 

vs. MБГ. 

Кроме того, в результате лечения антителами 3Е9 произошло 

восстановление экспрессии Fli-1 в аорте (Рисунок 18 Б). Систолическое 

артериальное давление оставалось без изменений как во время солевой нагрузки, 

так и после лечения моноклональными анти-МБГ антителами 3Е9 (Рисунок 17 Б). 

У животных с экспериментальным диабетом на солевой нагрузке было 

отмечено увеличение коллагена-1 (Рисунок 17 В) и коллагена-5 (Рисунок 18 Г), а 

также фибронектина (Рисунок 18 Е) в аорте. Также наблюдалось увеличение 

уровня основных белковых молекул, учавствующих в механизме развития 

фиброза сосудистой стенки при диабете, таких как TGF-β (Рисунок 18 В), SMAD 

5 (Рисунок 18 Д), а также фосфорилированной PKCδ  и Fli-1 (Рисунок 18 А, Б). 

Иммунонейтрализация МБГ была ассоциирована с заметным понижением 

количества коллагена-1, коллагена-5 и фибронектина, что сопровождалось 

снижением экспрессии TGF-β, PKCδ, SMAD-5 и увеличением Fli-1 в аорте 

(Рисунок 18). 
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4. ОБСУЖДЕНИЕ 

4.1 Профибротический эффект маринобуфагенина                                                      

и эффект моноклональных антител к маринобуфагенину 3Е9                                     

у нормотензивных крыс на солевой нагрузке 

В результате данного исследования было показано, что повышенный 

уровень МБГ в плазме нормотензивных животных, вызванный солевой нагрузкой, 

сопровождался фиброзом аорты в отсутствии подъема артериального давления. 

Иммунонейтрализация маринобуфагенина во время солевой нагрузки 

способствовала снижению степени фиброза в аорте.  

В данной работе было показано, что солевая нагрузка стимулирует 

продукцию МБГ, что согласуется с основной теорией, объясняющей функцию 

МБГ, как натрийуретического гормона [142]. Данные, представленные ранее, 

показали, что солевая нагрузка как у соль-чувствительных, так и у 

нормотензивных животных сопровождается повышением уровня МБГ в плазме, 

увеличением экскреции МБГ, а также ингибированием эритроцитарной и 

почечной Na+/K+-АТФазы [104]. В настоящем исследовании на фоне солевой 

нагрузки наблюдалось увеличение уровня МБГ в плазме, что сопровождалось 

ингибированием Na+/K+-АТФазы, а также значительным увеличением суточного 

диуреза. Снижение эффективности работы Na+/K+-АТФазы в почках способствует 

снижению реабсорбции натрия, тем самым провоцируется натрийурез [142]. При 

измерении данного электролита в моче было показано десятикратное увеличение 

его концентрации. Таким образом, солевая нагрузка стимулирует продукцию МБГ 

с компенсаторной целью выведения излишнего количества натрия для 

предотвращения нарушений электролитного баланса. Данная теория также 

согласуется с тем, что ограничение потребления соли сопровождается снижением 

экскреции МБГ у человека [209], что еще раз указывает на причинно-

следственную связь между потреблением соли и продукцией этого 

кардиотонического стероида.  
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Взаимодействие МБГ с Na+/K+-АТФазой не ограничиваеся исключительно 

почечной тканью, специфическая для эндогенного лиганда субъединица также 

экспрессируется в гладкомышечных клетках сосудов [101]. Связывание МБГ с 

Na+/K+-АТФазой гладкомышечных клеток сосудистой стенки in vitro вызывает 

вазоконстрикторный эффект [100, 148]. А у соль-чувствительных животных 

продукция МБГ способствует развитию стойкого гипертензивного ответа в ответ 

на солевую нагрузку [101]. Объясняется это наличием у соль-чувствительных 

животных мутированной а1 субъединицы Na+/K+-АТФазы, которая не способна 

эффективно производить Na+/K+ обмен, за чем и следует задержка жидкости и 

гипертензия [101]. У нормотензивных животных, не обладающих соль-

чувствительностью, как показано в настоящем исследовании, солевая нагрузка 

сопровождалась натрийуретическим эффектом МБГ в отсутствии подъёма 

артериального давления. Данное наблюдение не отличается новизной, так как 

было замечено ранее. Так, у нормотензивных животных на высокосолевой диете 

наблюдалось повышение экскреции МБГ и Na+ почками в отсутствии подъема 

артериального давления [145]. Кроме того, в той же работе было отмечено, что в 

отсутствии изменений артериального давления солевая нагрузка была 

ассоциирована с увеличением массы миокарда и почек, что является одним их 

признаков ремоделирования органов. В настоящем исследовании так же 

наблюдался повышенный уровень МБГ при солевой нагрузке, который 

инициировал фиброз сердечно-сосудистой системы, в частности аорты. Таким 

образом, данное наблюдение было названо АД-независимым профибротическим 

эффектом МБГ.  

Данные о фиброзе аорты в отсутствии изменений артериального давления 

позволяют исключить компенсаторное увеличение фиброза сосудистой стенки в 

ответ на подъем артериального давления. Жесткость крупных артерий 

увеличивается с возрастом даже у здоровых субъектов, не страдающих сердечно-

сосудистыми заболеваниями [217]. Известно, что увеличение периферического 

сопротивления сосудов в сочетании с повышенной жесткостью ведет к развитию 

изолированной артериальной гипертензии [96]. Кроме того, изолированная 
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гипертензия, увеличенное пульсовое давление, а также повышенная скорость 

распространения пульсовой волны являются факторами риска развития инсульта, 

инфаркта миокарда, сердечной недостаточности и смертности в общем у пожилых 

людей [218-227]. Возможность улучшить комплаентность сосудистой стенки с 

превентивной целью является важной задачей в профилактике сердечно-

сосудистых заболеваний, а также одной из целей антигипертензивной терапии.  

В настоящей работе была продемонстрирована возможность снижения 

степени фиброза в стенке аорты иммунонейтрализацией МБГ. Моноклональные 

анти-МБГ антитела 3E9, блокируя МБГ-Na+/K+-АТФаза взаимодействие, 

предотвращают запуск внутриклеточного каскада, ведущего к увеличению 

количества коллагена-1. Ранее был показан антигипертензивный эффект 

моноклональных антител у соль-чувствительных крыс на солевой нагрузке [150]. 

Гипотензивный эффект был ассоциирован со снижением экскреции этого 

кардиотонического стероида, а также восстановлением активности Na+/K+-

АТФазы. В нашей работе моноклональные анти-МБГ антитела 3E9 не оказали 

гипотензивного эффекта за отсутствием гипертензии. Ранее был показан их 

антифибротический эффект в миокарде на модели почечной недостаточности [32] 

и у Dahl соль-чувствительных крыс [28]. В настоящем исследовании был 

продемострирован антифибротический эффект моноклональных антител в 

сосудистой стенке. Повлияв на морфологическую структуру сосудистой стенки, 

анти-МБГ антитела 3E9 улучшили способность сосуда к расслаблению, то есть 

восстановили комплаентность сосуда. Таким образом, моноклональные анти-МБГ 

антитела 3E9 являются одним из способов снижения степени фиброза сосудистой 

стенки.  

В заключении, у нормотензивных животных в ответ на высокое 

потребление соли повышенный уровень МБГ в плазме индуцировал фиброз 

сосудистой стенки, а также ухудшил вазорелаксацию колец аорты в отсутствии 

подъема артериального давления. Иммунонейтрализация МБГ понизила степень 

фиброза сосудистой стенки и улучшила ее способность к расслаблению. Так, 

высокосолевая диета инициировала МБГ-опосредованный сосудистый фиброз в 
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АД-независимой манере, и это ремоделирование было остановлено 

иммунонейтрализацией.  

4.2 Профибротический эффект маринобуфагенина                                                        

и антагонистический эффект канренона  

Главным наблюдением данного эксперимента является антагонистическое 

воздействие антагониста альдостерона, канренона, на МБГ-индуцированный 

фиброз сосудистой стенки. Ранее была продемонстрирована способность 

канренона подавлять миокардиальный фиброз у крыс [8]. В настоящем 

исследовании впервые было показано, что активный метаболит спиронолактона, 

канренон, снижает количество коллагена в сосудистой стенке, а также улучшает 

способность сосудов к расслаблению, что говорит об улучшении комплаентности 

сосуда. Нарушение способности сосуда расслабляться является одной из 

характеристик сосудистой жесткости.  

На основе результатов этого эксперимента было проведено пилотное 

исследование, в котором спиронолактон был добавлен к основной 

антигипертензивной терапии с целью улучшения упруго-эластических свойств 

сосудов у пациентов с резистентной артериальной гипертензией [228]. У 

пациентов с резистентной артериальной гипертензией наблюдалось повышенное 

систолическое и диастолическое артериальное давление, скорость 

распространениия пульсовой волны, высокий уровень креатинина в плазме, 

пониженная скорость клубочковой фильтрации, более высокий уровень 

циркулирующего МБГ и подавленная активность Na+/K+-АТФазы по сравнению с 

группой контроля, куда входили нормотензивные пациенты той же возрастной 

категории. В результате дополнительной терапии спиронолактоном в дозе 50 мг в 

день в течение полугода у пациентов с резистентной гипертензией отмечалось 

восстановление активности натриевого насоса, что было ассоциировано со 

снижением скорости распространения пульсовой волны [228].  
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Идея об антагонизме между спиронолактоном и кардиотоническими 

стероидами зародилась задолго до идентификации МБГ. Селье в своих работах 

сообщал об ослаблении экспериментальной дигиталисной токсичности у крыс 

после лечения спиронолактоном [229]. Позже было показано, что канренон 

взамодействует с Na+/K+-АТФазой в том же месте связывания, где и КТС [33], а 

также способен ослаблять ингибиторный эффект дигиталис-подобных веществ на 

активность эритроцитарной  Na+/K+-АТФазы [168]. Таким образом, пониженная 

активность эритроцитарной Na+/K+-АТФазы является маркером циркуляции МБГ 

[16,150]. В настоящей работе проводилось измерение активности эритроцитарной 

и почечной Na+/K+-АТФазы в присутствии МБГ и канренона, в результате чего 

был подтвержден факт ингибирования Na+/K+-АТФазы маринобуфагенином и 

продемонстрировано отсутствие ингибиторного эффекта канренона на активность 

натриевого насоса (Рисунок 11 В, Г). Однако, канренон восстановил активность 

заингибированной маринобуфагенином Na+/K+-АТФазы до нормального уровня, 

что говорит о конкурентном отношении МБГ и канренона за связывание с 

натриевым насосом.  

В настоящей работе впервые было показано, что антагонист 

минералокортикоидных рецепторов, канренон, восстанавливает МБГ-

индуцированное нарушение вазорелаксации. МБГ-индуцированное нарушение 

вазорелаксации может объясняться как дисрегуляцией цГМФ-зависимого 

внутриклеточного каскада [231], так и измененной морфологией сосуда, т.е. 

повышенным содержанием коллагена в стенке сосуда, что делает сосуд менее 

комплаентным [232]. Активный метаболит спиронолактона, канренон, блокируя 

действие МБГ предотвращает нарушение функции сосуда. Эти данные также 

согласуются с результатами измерения скорости распространения пульсовой 

волны у пациентов, где была продемонстрирована взаимосвязь между 

повышенным уровнем МБГ в плазме и увеличением скорости распространения 

пульсовой волны, а лечение спиронолактоном способствовало улучшению 

упруго-эластических свойств сосудистой стенки [228].  
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Интересно отметить, что наличие огромного количества публикаций о 

профибротическом эффекте альдостерона [233-236] входит в противоречие с 

показанным эффектом спиронолактона на МБГ-индуцированный фиброз. Однако, 

Tian и др. для дифференцировки данных механизмов провели исследование, в 

котором у животных выполнялась частичная нефрэктомия, что стимулировало 

подьем артериального давления, повышение уровня альдостерона, а также 

ремоделирование миокарда [237]. Лечение спиронолактоном способствовало 

понижению уровня артериального давления, фиброза миокарда, а также 

улучшению диастолической функции. Параллельно другая группа животных была 

подвержена инфузии МБГ, в результате чего произошло ремоделирование 

миокарда в отсутствии изменения уровня альдостерона. В то же время, лечение 

спиронолактоном, ослабило фиброз и восстановило диастолическую функцию в 

данной группе, также как и в группе нефрэктомии,  Кроме того, было показано, 

что солевая нагрузка способствует снижению экспрессии альдостерон-синтазы 

CYP11b2 в zona glomerulosa надпочечников у крыс, а также понижает количество 

альдостерона в плазме, в то время как недостаток соли стимулирует продукцию 

альдостерона [237]. Ранее было описано явление отсутствия потребления соли у 

людей, что также сопровождалось активацией РААС [200]. Согласно природе 

КТС, их продукция стимулируется высоким потреблением соли. Таким образом, 

фиброз, вызванный солевой нагрузкой, не вовлекает РААС, и опосредован 

продукцией МБГ и одним из его эффектов. Спиронолактон, конкурируя за 

связывание с Na+/K+-АТФазой, местом связывания с МБГ, ослабляет его 

профибротический эффект. Таким образом, спиронолактон имеет анти-

фибротическое действие, выступая в качестве антагониста МБГ. 

Механизм, отвечающий за инициацию синтеза коллагена в случае МБГ-

опосредованного фиброза, остается малоизученным. Одним из механизмов, 

предложенным в данном исследовании является инактивация Fli-1. Friend 

leukemia integration-1 (Fli-1), фактор транскрипции семейства ETS, является 

негативным регулятором промоутера гена проколлагена-1 [235]. Известно, что у 

Fli-1 нокаутных мышей повышенная продукция коллагена-1 ведет к развитию 
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миокардиального фиброза [24]. Кроме того, было продемонстрировано, что 

фосфорилирование  PKCδ ведет к деградации Fli-1, тем самым прекращая его 

лимитирующее действие на синтез проколлагена [240]. Ранее упомянутый МБГ-

Na+/K+-АТФаза-опосредованный механизм, где МБГ индуцирует PLC-

опосредованную транслокацию PKCδ в ядро клетки с последующей инактивацией 

Fli-1 и снижению его эффективности, согласуется с данными, полученными в 

настоящем исследовании. Таким образом, МБГ послужил причиной повышенного 

количества коллагена-1 посредством инактивации Fli-1 в клетках аорты 

нормотензивных крыс. Канренон, связавшись с Na+/K+-АТФазой, предотвратил 

активацию МБГ-Na+/K+-АТФаза внутриклеточного каскада, что было 

подтверждено увеличением экспрессии Fli-1 и доказано снижением количества 

коллагена в стенке сосуда, проинкубированного в присутствии МБГ и канренона 

одновременно. 

Таким образом, в данном эксперименте было продемонстрировано, что 

антагонист альдостерона, канренон, имеет обратный эффект на МБГ-

индуцированный фиброз сосудистой стенки, что восстановило упруго-

эластические свойства сосуда. Так, МБГ и МБГ-индуцированный фиброз 

сосудистой стенки являются потенциальной терапевтической мишенью для 

антагонистов минералокортикоидных рецепторов. 

4.3 Эффект моноклональных антител к маринобуфагенину 3Е9                               

на фиброз сосудистой стенки у нормотензивных крыс                                                                      

c экспериментальным диабетом на солевой нагрузке  

Основным наблюдением в данном эксперименте было увеличение 

продукции МБГ при диабете 2 типа и солевой нагрузке, что ассоциировалось с 

фиброзом стенки аорты посредством активации профибротического сигнального 

пути, индуцированного МБГ, в отсутствии изменений артериального давления. 

При этом моноклональные анти-МБГ антитела 3Е9 понизили степень фиброза 
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сосудистой стенки, что сопровождалось инактивацией ключевых участников 

профибротического внутриклеточного каскада, таких как PKCδ, TGF-β и SMAD 5, 

а также восстановлением активности Fli-1.  

Ранее было продемонстрировано, что у гипертензивных Dahl соль-

чувствительных крыс повышенный уровень МБГ сопровождается активацией 

профибротического TGF-β SMAD-зависимого сигнального пути, а 

моноклональные анти-МБГ антитела 3E9 способны реверсировать эту 

стимуляцию [28]. Также было показано, что у крыс с экспериментальным 

сахарным диабетом возрастает продукция именно МБГ, а не других эндогенных 

кардиотонических стероидов [213]. Гиперпродукция МБГ, селективного 

ингибитора α1 Na+/K+-АТФазы, преимущественно присутствующей в почечных 

канальцах, представляется компенсаторным ответом на ассоциированную с 

сахарным диабетом задержку натрия. В предыдущих исследованиях была 

продемонстрирована различная степень увеличения продукции МБГ при 

инсулинчувствительном и иснулинрезистентном диабете, где при сахарном 

диабете 1 типа продукция МБГ увеличилась более чем в 3 раза, а при сахарном 

диабете 2 типа лишь на 60% [23]. В результате нашего эксперимента, у крыс с 

индуцированным стрептозотоцином экспериментальным диабетом 2 типа на 

солевой нагрузке продукция МБГ возросла в 2.8 раз. Такое значительное 

увеличение продукции МБГ объясняется дополнением к сахарному диабету 

солевой нагрузки, которая сама по себе стимулирует продукцию натрийуретика 

МБГ. 

Подобно результатам, полученным в вышеописанном эксперименте, у 

нормотензивных крыс с экспериментальным диабетом 2 типа на солевой нагрузке 

наблюдалось АД-независимое увеличение степени фиброза сосудистой стенки, 

ассоциированое с гиперпродукцией МБГ. Количество коллагена-1, коллагена-5 и 

фибронектина было значительно увеличено в аорте животных с 

экспериментальным диабетом на солевой нагрузке. При этом фиброз сосудистой 

стенки сопровождался нарушением способности сосуда к расслаблению. 

Иммунонейтрализация МБГ произвела антифибротический эффект, 
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продемострировав понижение количества коллагена-1 и коллагена-5, а также 

фибронектина в аорте до уровня интактных животных, что также сопровождалось 

восстановлением упруго-эластических свойств аорты. Иммунонейтрализация, как 

способ устранения МБГ из циркуляции, еще раз доказывает ключевую роль МБГ 

в развитии фиброза аорты в данных условиях. 

Кроме того, в нашей работе повторно были получены данные об участии 

Fli-1 в профибротическом пути, инициированным взаимодействием МБГ и 

Na+/K+-АТФазы. В случае солевой нагрузки  в условиях сахарного диабета 2 типа 

деградация  Fli-1  привела  к увеличению синтеза коллагена-1, что было также 

показано при гистохимическом исследовании в виде увеличения фиброза в 

сосудистой стенке. Данный механизм вовлекает участие PKCδ, которая 

фосфорилирует Fli-1, что ведет к его транслокации в цитоплазму с последующей 

деградацией [24].  

В настоящем эксперименте было показано увеличение количества основных 

белков, предположительно принимающих участие в профибротическом 

сигнальном пути при диабете, таких как TGF-β, SMAD 5 и PKCδ в аорте 

животных с экспериментальным диабетом на высокосолевой диете. На основании 

полученных результатов и литературных данных, включая данные Федоровой 

О.В., был предложен следующий механизм (Рисунок 19).  
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Рисунок 19. Механизм активации профибротического пути при сахарном диабете 

2 типа посредством связывания МБГ и Na+/K+-АТФазы.  

Связывание КТС с Na+/K+-АТФазой способно не только ингибировать 

насосную функцию Na+/K+-АТФазы, но также имеет независимую сигнальную 

функцию. Так, Na+/K+-АТФаза вместе с Src способна образовывать 

функциональный сигнальный комплекс. Взаимодействие КТС с Na+/K+-АТФазой 

приводит к определенным конформационным изменениям, которые в свою 

очередь активируют Src [241]. Активированный Src взаимодействует с EGFR и 

фосфорилирует его в месте отличном от основного места аутофосфорилирования 

рецептора [243]. Однако, существуют доказательства того, что при связывании 

МБГ с натриевым насосом у соль-чувствительных крыс фосфорилирование EGFR 

происходит независимо от Src [28]. Активация EGFR запускает PLCγ-PKCδ 

сигнальный путь, в результате чего PKCδ транслоцируется в ядро клетки [246]. В 

ядре активированная PKCδ фосфорилирует Fli-1, фосфорилированный Fli-1 
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транслоцируется из ядра в цитоплазму клетки и разрушается [24]. Отсутствие 

ингибирующего влияния Fli-1 на промоутер гена Col1 ведет к увеличению его 

экспрессии и продукции. Повышение фосфорилированной PKCδ и реципрокная 

инактивация Fli-1 у диабетических крыс на солевой нагрузке наблюдались в 

нашей работе вместе с фиброзом и обратным развитием под действием антител.   

Повышенная экспрессия TGF-β в почке была найдена у мышей с 

экспериментальным сахарным диабетом 2 типа [29]. Позже было показано, что 

гипертрофия почки и гломерулосклероз при диабетической нефропатии также 

ассоциированы с повышенной активностью TGF-β, а иммунонейтрализация 

способствует понижению количества коллагена и фибронектина [30]. На 

экспериментальной модели сахарного диабета 2 типа было показано, что 

ключевым моментом в профибротическом механизме в почке является 

чрезмерная экспрессия SMAD 3, которая синергически увеличивает экспрессию 

фибронектина [247]. Таким образом, роль TGF-β в развитии фиброза несомненна. 

В настоящей работе мы показали, что повышенная экспрессия TGF-β 

индуцируется посредством связывания МБГ и Na+/K+-АТФазы, что  в свою 

очередь запускает SMADs сигнальный путь посредством активации SMAD 5. 

Иммунонейрализация анти-МБГ антителами 3Е9 показала снижение количества  

колагена в стенке аорты, что также сопровождалось инактивацией SMAD 5 и 

TGF-β. 

Таким образом, в нашем эксперименте было показано, что МБГ индуцирует 

фиброз сосудистой стенки у диабетических крыс на солевой нагрузке 

посредством активации 2-х сигнальных путей - PLCɣ-PKCδ-Fli-1 и  TGF-β – 

SMADs в отсутствии изменений артериального давления. Моноклональные анти-

МБГ антитела 3Е9 оказали антифибротический эффект, что сопровождалось 

инактивацией ключевых участников профибротического пути, TGF-β, SMAD 5, 

PKCδ. Результаты данного эксперимента позволили прояснить основные этапы 

внутриклеточного каскада осуществляющего МБГ-опосредованный фиброз 

сосудистой стенки в условиях сахарного диабета 2 типа. Моноклональные анти-
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МБГ антитела оставляют за собой место антифибротического агента при 

сердечно-сосудистых заболеваниях. 

Заключение 

У нормотензивных животных потребление высокосолевой диеты 

стимулирует продукцию МБГ, который в свою очередь инициирует развитие 

фиброза сосудистой стенки, а также способствует ухудшению упруго-

эластических свойств  аорты в отсутствии подъема артериального давления, что 

также наблюдалось в условиях сахарного диабета 2 типа. Иммунонейтрализация 

маринобуфагенина способствует снижению степени фиброза сосудистой стенки, 

тем самым восстанавливая способность сосуда к расслаблению. Так, 

высокосолевая диета инициирует МБГ-опосредованный сосудистый фиброз в АД-

независимой манере, который может быть реверсирован иммунонейтрализацией.  

Антагонист альдостерона, канренон, имеет обратный эффект на МБГ-

индуцированный фиброз сосудистой стенки, что сопровождается 

восстанавлением способности сосуда к вазорелаксации. Так, МБГ и МБГ-

индуцированный фиброз сосудистой стенки являются потенциальной 

терапевтической мишенью для антагонистов минералокортикоидных рецепторов. 

Фиброз аорты у нормотензивных животных в условиях сахарного диабета 2 

типа осуществляется посредством связывания МБГ и Na+/K+-АТФазы с 

последующей активацией 2-х  сигнальных путей: PLCɣ-PKCδ-Fli-1 и  TGF-β – 

SMADs. Введение моноклональных анти-МБГ антител 3Е9 предотвратило 

связывание МБГ с натриевым насосом, инактивировав профибротические 

сигнальные пути.   
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Выводы 

1. Солевая нагрузка у нормотензивных крыс инициирует продукцию МБГ, 

который оказывает АД-независимый профибротический эффект и отрицательно 

влияет на упруго-эластические свойства сосудистой стенки. 

2. В результате солевой нагрузки взаимодействие МБГ и Na+/K+-АТФазы 

запускает каскад внутриклеточных реакций, ведущих к инактивации негативного 

регулятора промоутера гена коллагена-1  Fli-1, тем самым служит причиной 

увеличения количества коллагена в сосудистой стенке, что влечет за собой 

нарушение способности сосуда расслабляться.  

3. Иммунонейтрализация моноклональными анти-МБГ антителами 3E9 ослабляет 

профибротический эффект МБГ и восстанавливает упруго-эластические свойства 

сосуда. 

4. Антагонист альдостерона, канренон, выступает в роли антагониста МБГ, 

блокируя место связывания МБГ и Na+/K+-АТФазы, тем самым оказывает 

антифибротический эффект и восстанавливает способность сосуда расслабляться. 

5. Профибротическое действие МБГ на экспериментальной модели сахарного 

диабета 2 типа осуществляется посредством активации 2-х сигнальных путей: 

PLCγ-PKCδ–Fli-1 и TGF-β - SMADs.  

6. С помощью моноклональных анти-МБГ антител 3Е9 было показано устранение 

фиброза сосудистой стенки, а также подавление экспрессии ключевых участников 

МБГ-индуцированного профибротического механизма сосудистой стенки при 

инсулин-независимом сахарном диабете. 
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Практические рекомендации 

Полученные результаты могут являться основанием для разработки и 

дальнейшего внедрения в практику измерения маринобуфагенина в плазме и моче 

в качестве маркера повышенной сосудистой жесткости.  

Полученные результаты могут являться основанием для разработки 

препаратов для антифибротической терапии на основе иммунонейтрализации 

маринобуфагенина. 

Полученные результаты могут являться основанием для разработки 

препаратов для антифибротической терапии на основе антагонизма антагонистов 

альдостерона и маринобуфагенина.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 
 

Благодарность 

Выражаю огромную благодарность моей коллеге, доктору Федоровой Ольге 

Васильевне (Лаборатория по изучению сердечно-сосудистых заболеваний, NIA, 

NIH, Baltimore, USA), за оказанную помощь в моей работе, а также за 

возможность воспользоваться её неопубликоваными данными при обсуждении 

результатов.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 
 

Список сокращений 

КТС – кардиотонические стероиды 

МБГ – маринобуфагенин 

АА - антагонисты альдостерона 

ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания 

TGF-β – трансформирующий ростовой фактор бета 

MMP - металлопротеиназа 

ПНП – предсердный натриуретический пептид 

ДОКА - дезоксикортикостерон ацетат 

цГМФ – циклический гуанозинмонофосфат 

PKG – протеинкиназа G  

PKCδ – протеинкиназа С дельта 

PLC – фосфолипаза С 

НЭ – норэпинефрин 

АΙΙ – ангиотензин ΙΙ 

АТ1 – АТ1 подтип рецептора ангиотензина ΙΙ 

ТЦБ – телоцинобуфагин 

АФК – активные  формы кисролода  

ЭТ-1 – эндотелин-1 
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