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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования 

Глобальный отчет Всемирной организации здравоохранения о сахарном 

диабете показывает, к 2045 году число людей во всем мире, страдающих 

сахарным диабетом, может вырасти до почти 700 млн [103, 127]. Множество 

гипогликемических препаратов с различными механизмами действия сейчас 

представлены в клинике, которые позволяют продлевать достойное качество 

жизни, имея сахарный диабет (СД) [38, 163, 164]. Однако каждый 

гипогликемический препарат имеет свои ограничения в применении и имеется 

потребность в расширении выбора терапевтической стратегии [1]. Особое 

внимание в терапии СД необходимо уделять контролированию 

постпрандиального уровня глюкозы, так как частые гипергликемические 

состояния могут приводить к развитию ряда осложнений [50, 76, 77, 101, 131, 

142, 156].  

Степень разработанности выбранной темы  

Совсем недавно начались исследования с применением протеомного, 

транскриптомного и геномного подходов в поиске противодиабетических 

препаратов. Tysoe и др. впервые описали хелиантамид, высокоэффективный 

ингибитор панкреатической а-амилазы, который был выделен из актинии 

Stichodactyla helianthus. Он является первым представителем нового 

структурного класса ингибиторов гликозидаз, который является эффективным 

относительно амилаз млекопитающих. Обладает термической и 

кислотоустойчивостью. Хелиантамид таким образом становится пептидом, 

который может успешно применяться как пероральный гипогликемический 

препарат в терапии сахарного диабета 2 типа (СД2) [137].  

Несмотря на различия в протоколах по выделению и очистке пептидов, 

достижения в области геномики, протеомики и, в основном, метагеномики, 

расширяют возможности выделения биоактивных пептидов. Использование 

метагеномики открыло понимание, что многие морские симбионты способны 
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синтезировать даже больше биоактивных пептидов, чем предполагалось или 

выделялось ранее [116].  

Большое количество пептидов Кунитц-типа из яда морской анемоны 

Heteractis magnifica было выделено и аннотировано в Тихоокеанском институте 

биоорганической химии им. Г.Б. Елякова ДВО РАН [22]. При проведении 

протеомного анализа было обнаружено, что два пептида Кунитц-типа, 

магнификамид (Mgf) (4770 Да, 44 а.о.) и магнификамид-II (MgfII) (4785,5 Да, 44 

а.о.), имеют аналогичную на 84% хелиантамиду структуру, ранее открытому 

высокоэффективному ингибитору α-амилаз [22, 42, 114]. Как и предполагалось, 

Mgf и MgfII проявили высокую ингибиторную активностью in vitro в отношении 

панкреатической и слюнной α-амилаз. Константа ингибирования (Ki) для 

панкреатической α-амилазы человека у Mgf и MgfII составляют 3.1×10−9М и 

7.40×10−10М, что на порядки ниже, чем у акарбозы (Ki=0.866×10−6М), 

низкомолекулярного ингибитора α-амилаз. Mgf и MgfII стабильны в условиях, 

свойственных для желудочной среды, что позволяет применять их перорально 

[66, 114]. Исследование безопасности Mgf демонстрирует отсутствие острой 

токсичности при внутривенном и пероральном введении мышам в дозах до 2 

мг/кг [66]. Открываются перспективы изучения эффективности Mgf и MgfII на in 

vivo моделях сахарного диабета, что имеет научный и прикладной потенциал и 

является областью интереса в разработке новых противодиабетических 

препаратов. 

Цель исследования 

Исследовать эффективность пептидных ингибиторов α-амилаз из 

Heteractis magnifica в отношении физиологических и биохимических 

показателей на экспериментальном сахарном диабете 2 типа у мышей C57BL/6J 

при пероральном введении. 
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Задачи исследования 

1. Определить антигипергликемическую активность диапазона доз 

пептидных ингибиторов альфа-амилаз из Heteractis magnifica при их 

однократном пероральном введении in vivo. 

2. Исследовать эффективность 2-х и 4-х недельного перорального введения 

пептидного ингибитора α-амилаз MgfII на обмен глюкозы при моделировании 

экспериментального сахарного диабета 2 типа у мышей C57BL/6J. 

3. Исследовать эффективность 4-х недельного перорального введения 

пептидного ингибитора α-амилаз MgfII в отношении липидного обмена при 

моделировании экспериментального сахарного диабета 2 типа у мышей 

C57BL/6J. 

4. Исследовать эффективность 4-х недельного перорального введения 

пептидного ингибитора α-амилаз MgfII при развитии полинейропатии у мышей 

C57BL/6J при моделировании экспериментального сахарного диабета 2 типа. 

Научная новизна 

1. Впервые in vivo обнаружена антигипергликемическая активность 

Mgf и MgfII при их пероральном однократном введении. 

2. Впервые показано, что MgfII при многократном пероральном 

введении на фоне моделирования экспериментального СД2 улучшает обмен 

глюкозы и облегчает инсулинорезистентность аналогично препарату сравнения 

метформину.  

3. Впервые показано, что пептидный ингибитор α-амилаз Mgfll 

предотвращает развитие признаков ожирения при его многократном 

пероральном введении на фоне моделирования экспериментального СД2 

аналогично препарату сравнения метформину. 

4. Впервые показано, что пептидный ингибитор α-амилаз Mgfll при его 

ежедневном пероральном введении в течение 2 и 4 недель эффективно снижает 

степень развития диабетической нейропатии при моделировании 

экспериментального СД2 в течение 19 и 21 недели в отношении 

чувствительности к нагреванию и охлаждению. 
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Теоретическая и практическая значимость работы 

Работа по изучению эффективности ингибиторов α-амилаз in vivo является 

одним из этапов открытия и регистрации новых противодиабетических средств. 

Результаты, полученные экспериментальным путем, подтверждают 

эффективность Mgf и MgfII в коррекции метаболических нарушений. 

Результаты, полученные в работе, позволяют продолжать исследования MgfII в 

качестве перорального антигипергликемического средства для лечения СД2. 

MgfII может стать высокоэффективной и безопасной альтернативой для 

пероральных ингибиторов α-амилаз в лечении СД2. 

Методология и методы диссертационного исследования 

На первом этапе осуществлялся поиск эффективных доз Mgf и MgfII при 

их однократном введении у гипергликемических мышей. Гипергликемия у 

мышей моделировалась путем однократного введения стрептозотоцина (СТЗ) в 

дозе 150 мг/кг, внутрибрюшинно. Активность ингибирования α-амилаз 

определялась с помощью проведения крахмального теста: снижение 

постпрандиального уровня глюкозы при введении крахмала после введения 

ингибиторов α-амилаз свидетельствует о замедлении расщепления крахмала.  

Активность различных доз Mgf и MgfII оценивалась в сравнении с акарбозой. 

На втором этапе проводилось изучение эффективности ингибиторов 

альфа-амилаз в выявленной in vivo эффективной дозе при длительном 

применении на модели СД2. Для определения эффективности тестируемых 

веществ при метаболических нарушениях в работе применялись клинические 

лабораторные методы, отслеживание изменения массы тела животных, 

потребления корма, уровня глюкозы в крови, проводились глюкозотолерантный 

и инсулинорезистентный тесты, висцеральная жировая ткань взвешивалась и 

проводился подсчет диаметра адипоцитов. Эффективность Mgf и MgfII 

оценивалась в сравнении с акарбозой, имеющей аналогичный механизм 

действия, и в сравнении с метформином, гипогликемическим пероральным 

препаратом первой линии для лечения СД2. Для определения эффективности 
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тестируемых веществ в развитии осложнений, связанных с метаболическими 

нарушениями, у животных проводились функциональные тесты.  

Положения, выносимые на защиту 

1. Изученные пептидные ингибиторы альфа-амилаз Mgf и MgfII, 

выделенные из Heteractis magnifica снижают постпрандиальный уровень 

глюкозы. Магнификамид-II обладает наиболее выраженными 

гипогликемическими свойствами. 

2. MgfII при многократном пероральном введении эффективно 

корригирует обмен глюкозы (снижает постпрандиальную концентрацию 

глюкозы, концентрацию глюкозы натощак, инсулинорезистентность), 

предотвращает ожирение (снижает прирост массы тела, коэффициент массы 

висцерального жира и диаметр адипоцитов), а также предотвращает развитие 

диабетической нейропатии (нормализует чувствительность к нагреванию и 

охлаждению) у диабетических мышей. 

Личный вклад автора 

Научные положения и выводы диссертации базируются на результатах 

собственных исследований автора и на данных, полученных при его 

непосредственном участии на всех этапах исследования. Автор лично проводил 

поиск и изучение литературных источников, проводил планирование 

исследований, составлял дизайны и хронологии экспериментов, принимал 

участие в выполнении экспериментов. Автором проводился статистический 

анализ всех полученных данных в проведенных исследованиях, описание 

результатов исследований, подготовка научных публикаций и текста 

диссертации. Автор принимал участие в публикации результатов и 

представлении результатов на конференциях.  
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Степень достоверности и апробация результатов 

В представленной работе были использованы современные методы 

исследования. Исследование проводилось в Лаборатории биологических 

испытаний Государственного научного центра Института биоорганической 

химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова, соответствующей 

международным требованиям по работе с лабораторными животными и 

принципам надлежащей лабораторной практики (GLP). Результаты, 

приведенные в работе, воспроизводимы и проанализированы соответствующими 

статистическими методами. 

Публикации 

По теме диссертационного исследования были опубликованы 4 статьи в 

научных журналах, входящих в перечень ВАК, Scopus и/или Web of Science, 7 

тезисов докладов научных конференций международного уровня, и 1 патент 

Российской Федерации на изобретение. 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, четырех глав, заключения и списка 

литературы. Общий объем диссертации 112 страниц, включая 3 таблицы, 23 

рисунка. Список использованной литературы содержит 174 наименования, из 

них – 133 зарубежных. 
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Глава 1. Обзор литературы 

 

1.1 Сахарный диабет 

 

Около 422 миллионов человек во всем мире живут с диабетом, 

большинство из них проживает в странах с низким и средним уровнем дохода. 

1,5 миллионов смертей ежегодно напрямую связаны с диабетом. Как число 

случаев, так и распространенность диабета неуклонно растут в течение 

последних десятилетий. Глобальный отчет Всемирной организации 

здравоохранения о сахарном диабете показывает, что число взрослых, живущих 

с диабетом, увеличилось почти в четыре раза с 1980 года, до 422 миллионов 

взрослых и ожидается что их число возрастет до 693 миллионов к 2045 году 

[103, 127]. Заболевание характеризуется высоким уровнем сахара в крови из-за 

дефицита концентрации и/или активности инсулина, гормона поджелудочной 

железы, участвующего в обмене глюкозы [26, 163]. 

 

1.2 Типы сахарного диабета 

 

Сахарный диабет 1 типа в первую очередь индуцируется нарушением 

функции β-клеток поджелудочной железы иммунной системой организма, и 

известен как инсулинозависимый сахарный диабет [88]. Диабет 1 типа возникает 

в результате аутоиммунного разрушения островка поджелудочной железы 

вследствие совокупности множества факторов, таких как генетическая 

предрасположенность, нарушение иммунного ответа и воздействия окружающей 

среды. Ряд исследований подтвердил ассоциации диабета 1 типа с аллельными 

вариантами в областях генов человеческого лейкоцитарного антигена (HLA) 

класса I и класса II, генов не-HLA восприимчивости и генов врожденного 

иммунитета [170].  1 тип сахарного диабета встречается во всех возрастных 

группах, но среди детей распространенность выше [88].  

СД2 является одним из наиболее распространенных метаболических 

нарушений во всем мире, и его развитие в первую очередь обусловлено 

сочетанием двух основных факторов: нарушением секреции инсулина β-
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клетками поджелудочной железы и неспособностью инсулиночувствительных 

тканей реагировать на инсулин [29, 75, 133]. СД2 и его осложнения являются 

классическими примерами полигенных и сложных заболеваний, возникающих в 

результате взаимодействия множества генетических факторов и факторов 

окружающей среды. На сегодняшний день более 128 различных сигналов в 113 

локусах связаны с диабетом 2 типа. Большинство этих локусов связаны с 

развитием β-клеток и чувствительностью к глюкозе, а также с синтезом 

инсулина, секрецией, передачей сигналов или резистентностью к инсулину. В то 

время как другие локусы связаны с метаболическими нарушениями, такими как 

ожирение. Аномальная биология β-клеток является специфичным для диабета 

фактором, который на фоне ожирения, слабовыраженного воспаления и старения 

возможно идентифицировать [20, 170]. Избыточный вес или ожирение являются 

основными факторами риска развития СД2, так как они повышают вероятность 

развития резистентности к инсулину. Это в свою очередь снижает усваивание 

глюкозы сердцем или скелетно-мышечными тканями, с одновременным 

увеличением выработки глюкозы в печени [4, 145]. В связи с этим усиливается 

секреция инсулина β-клетками. И ранних стадиях сахарного диабета 2 типа 

гипергликемия и гиперинсулинемия часто сосуществуют [2, 33, 168]. При 

прогрессировании заболевания функция β-клеток остается сниженной, поэтому 

терапевтические средства, направленные на функционирование β-клеток и 

снижающие резистентность к инсулину, являются одним из способов 

контролирования гипергликемии. Некоторые из факторов, которые 

контролируют функционирование β-клеток, включают окислительный стресс, 

стресс эндоплазматического ретикулума и аутофагию [5, 23, 88]. 

Гестационный сахарный диабет определяется как гипергликемия, впервые 

проявляющаяся во время беременности. Это диабетогенное состояние, 

характеризующееся множественными гормональными изменениями с 

повышенной резистентностью к инсулину. У женщин с генетической 

предрасположенностью к гестационному сахарному диабету это может быть 

первым проявлением высокого риска развития диабета в последующем. 
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Потомство имеет повышенный риск родовых травм, а также более высокий риск 

развития проблем с ожирением и диабетом в более позднем возрасте [88]. В 

отличие от диабета 2 типа, многочисленные генетические исследования выявили 

локусы, связанные с гестационным сахарным диабетом или показателями 

глюкозы во время беременности, которые перекрываются с таковыми для 

диабета 2 типа [170].  

Диабет зрелого возраста у молодых является редкой формой 

моногенетического диабета из-за изменения одного гена и составляет 1-2% всех 

случаев диабета. Это группа аутосомно-доминантных заболеваний, 

характеризующихся некетотической и/или неострой манифестацией, типичной 

для СД2, но возникающей в более молодом возрасте, обычно до 25 лет. Из-за 

быстрой неэффективности пероральных препаратов и/или ранних проявлений у 

пациентов с диабетом зрелого возраста у молодых может быть ошибочно 

диагностирован диабет 1 типа. В качестве альтернативы, из-за низкого риска 

кетоза их можно просто классифицировать как пациентов с СД2. На 

сегодняшний день большинство данных указывает на множественные мутации и 

варианты генов, связанные с путями регуляции функционирования β-клеток 

[170].  

 

1.3 Осложнения сахарного диабета 

 

Вследствие дисфункции инсулина концентрация внеклеточной глюкозы 

значительно повышена или плохо контролируется. Повышенный уровень 

внеклеточной глюкозы, или гипергликемия, является отличительной чертой 

метаболических нарушений при сахарном диабете [74, 76, 77].  Хронические 

осложнения СД, возникающие в результате гипергликемии, можно разделить на 

сосудистые и несосудистые. Сосудистые осложнения включают 

микрососудистые и макрососудистые осложнения [16]. Микрососудистыми 

осложнениями являются нейропатия, ретинопатия и нефропатия. 

Макрососудистые осложнения включают заболевания периферических сосудов, 
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заболевания коронарных артерий и цереброваскулярные заболевания [7]. 

Гастропарез, изменения кожи и сексуальная дисфункция из-за диабета, 

классифицируются как несосудистые осложнения. Многонациональное 

исследование, в которое были включены 28 стран, показало, что 

макрососудистые осложнения появляются в 27,2% случаев, и микрососудистые 

осложнения – в 53,5% случаев [81, 138]. 

Гипергликемия тесно связана с патологией сетчатки, включая 

прогрессирование от раннего нарушения перфузии сетчатки для надлежащего 

снабжения кислородом, и до развития отека и накопления жидкости на поздних 

стадиях заболевания [95, 101, 152]. По актуальным прогнозам, более 60% 

пациентов с СД2 будут страдать ретинопатией после 20 лет диабета. 

Окислительный стресс отчетливо наблюдался в сетчатке крыс Льюиса в модели 

диабета. 

Наиболее часто гипергликемия приводит к развитию диабетических 

нейропатий [6, 79]. Диабетическая нейропатия представляет собой уникальное 

нейродегенеративное заболевание периферической нервной системы, 

поражающее преимущественно сенсорные аксоны, вегетативные аксоны и, в 

меньшей степени, моторные аксоны. Повышение уровня глюкозы приводит к 

метаболизму глюкозы через полиоловый и гексозаминовый пути, что приводит к 

увеличению активных форм кислорода (АФК) и воспалению, в основном из-за 

повреждения митохондрий, что способствует нарастанию неврологического 

дефицита. Гипергликемия способствует более активному гликированию 

функциональных белков, что в свою очередь провоцирует выброс 

провоспалительных цитокинов. Гиперлипидемия в свою очередь также 

способствует образованию активных форм кислорода, выработке цитокинов, и 

вызывает развитие местного воспаления [19, 78].  

Сама по себе гипергликемия может вызывать воспаление путем активации 

провоспалительного ядерного фактора транскрипции κB, что приводит к 

повышенному высвобождению воспалительных хемокинов и цитокинов, 

включая интерлейкин-6, интерлейкин-8, и фактор некроза опухоли-α [153]. 
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Высокий уровень глюкозы усиливает окислительный стресс, когда скорость 

производства оксидантов превышает скорость удаления оксидантов [18, 131]. В 

случае гипергликемии наблюдается как повышенная продукция оксидантов, так 

и нарушение антиоксидантной защиты за счет множественных 

взаимодействующих путей [50, 156]. Эти патологические процессы связаны с 

дисфункцией многих жизненно важных органов: почки, сердечно-сосудистая 

система, сетчатка и нервная система. Фиброз печени и фиброз легких, 

когнитивная дисфункция появляются как развивающиеся вторично патологии 

[78, 123, 142].  

Для сахарного диабета характерно замедление заживления ран, так как 

гипергликемия способствует снижению выработки фактора роста эндотелия 

сосудов. Такие процессы приводят к гипоксии, которая в свою очередь запускает 

выработку металлопротеиназ и скорость заживления ран снижается. 

Несвоевременное лечение ран может приводить к образованию язв у людей с 

сахарным диабетом. Медленное заживление ран у больных сахарным диабетом 

иногда сопровождается тяжелыми бактериальными инфекциями [110].  

Распространенность сердечно-сосудистых осложнений остается важной 

проблемой у больных с сахарным диабетом 2 типа [21, 86]. Было подсчитано, 

что 68% взрослых с диабетом в возрасте старше 65 лет умерли от той или иной 

формы ишемической болезни сердца, тогда как 16% умерли от инсульта [169]. 

Гипергликемия часто обнаруживается у больных, госпитализированных по 

поводу острого ишемического инсульта [35, 89]. На фоне гипергликемии 

повышенная активность каналов L-типа в гладких мышцах сосудов может 

способствовать изменению миогенного тонуса и сосудистой реактивности, 

нарушению тканевой перфузии и артериального давления. Гипергликемия может 

изменять возбудимость гладких мышц сосудов, влияя на программу 

сократительных генов [63, 83, 162]. Кроме того, гестационный сахарный диабет 

связан с повышенным риском развития ишемической болезни сердца у их детей 

[91]. 
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Помимо традиционных осложнений, в результате СД могут возникать 

новые осложнения. Популяционные исследования 2018 и 2021 года показывают, 

что сосудистые заболевания больше не являются причиной большинства 

смертей среди людей с сахарным диабетом, как это было ранее. В настоящее 

время рак является основной причиной смерти людей с сахарным диабетом в 

некоторых странах или регионах, а доля смертей от деменции возросла с начала 

века. В том числе стоит упомянуть аффективные расстройства и когнитивные 

нарушения, приверженность к инфекционным заболеваниям, ассоциированные с 

СД [160]. 

 

1.4 Терапия сахарного диабета 

 

Симптомы сахарного диабета 1 типа (СД1) купируются регулярным 

введением инсулина и модификацией диеты и образа жизни больных [88, 135]. В 

соответствии с традиционным иммуноцентрическим взглядом на патогенез 

диабета 1 типа, многие иммуномодулирующие стратегии сосредоточены на 

антителах, нацеленных на Т-эффекторные клетки. Многие препараты находятся 

в активной разработке, однако до сих пор эти подходы были лишь частично 

успешными [70]. Однако имеется информация о том, что стратегии, нацеленной 

на изменение высвобождения B-клеток, недостаточно. Агенты, направленные на 

B-клетки, не были протестированы на ранней стадии заболевания, что не 

позволяет сделать вывод о полезности таких вмешательств для отсрочки или 

даже предотвращения прогрессирования сахарного диабета на более поздние 

стадии [58]. Долгосрочные вмешательства в функционирование B- и T-клеток 

сопряжены с неотъемлемым риском внесения столь же долгосрочных или даже 

необратимых изменений в иммунную систему за счет истощения системного 

пула клеток. Такие изменения могут приводить к менее благоприятному 

прогнозу при хронических вирусных инфекциях у пациентов с сахарным 

диабетом 1 типа. Поэтому в терапии активно используются 

противовоспалительные цитокин-специфические соединения. Блокада или 
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антагонизм центрального провоспалительного цитокина фактор некроза 

опухоли α (TNF-α) с помощью инфликсимаба, адалимумаба или этанерцепта с 

признаками улучшения гликемического контроля и секреции С-пептида. Совсем 

недавно сообщалось о сохранении С-пептидного эффекта блокады TNF-α при 

использовании голимумаба через 1 год у детей и молодых людей с диабетом 1 

типа [51]. TNF-α, IL-6 (интерлейкин-6) и IL-21 (интерлейкин-21) 

рассматриваются как перспективные мишени для контролирования иммунного 

ответа при сахарном диабете 1 типа. Было показано, что ингибирование IL-21 

предотвращает СД1 у мышей [106].  

В терапии СД2 на данный момент распространенной стратегией является 

лечение осложнений или предотвращение развития осложнений конкретных 

органов или тканей-мишеней [31, 36, 37]. В последнее десятилетие было открыто 

много мишеней в качестве новых пероральных средств для пациентов с СД2. 

Среди них четыре основных типа мишеней известны как стимуляторы секреции 

инсулина, имитаторы и сенсибилизаторы инсулина, и блокаторы расщепления 

крахмала [32, 125]. 

Стимуляторы секреции инсулина индуцируют секрецию большего 

количества инсулина β-клетками. Препараты сульфонилмочевины связываются с 

рецепторами сульфонилмочевины на β-клетках поджелудочной железы и 

стимулируют их секрецию инсулина. Препараты сульфонилмочевины 

эффективно снижают осложнения со стороны микроциркуляторного русла, 

вызванные гликированным гемоглобином, у пациентов с сахарным диабетом 2 

типа. Однако их основным недостатком является длительное время связывания с 

β-клетками, что приводит к длительному высвобождению инсулина [28, 129, 

143]. 

Имитаторы и сенсибилизаторы инсулина – это агенты, которые помогают 

снизить уровень глюкозы в крови и обычно встречаются в виде пищевых 

добавок. Они работают, активируя переносчики глюкозы в мышечных и 

жировых клетках, имитируя таким образом функцию инсулина. 

Сенсибилизаторы инсулина повышают чувствительность тканей организма к 
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инсулину. Также было показано, что показатели, такие как повышенный риск 

свертывания крови, повышенное кровяное давление, липидный профиль, С-

реактивный белок, липопротеины низкой плотности, сывороточный фибриноген 

и аномальное утолщение сердечной мышцы, улучшаются при использовании 

сенсибилизаторов инсулина [3, 9, 25, 111]. Метформин в настоящее время 

является препаратом первого выбора и наиболее часто используемым 

противодиабетическим лекарственным средством. Первоначально метформин 

был получен из галегина, обнаруженного в Galega officinalis [56]. 

GLP-1 (глюкагоноподобный пептид-1) и GIP (глюкозозависимый 

инсулинотропный пептид) являются важными инкретиновыми гормонами, 

которые оказывают хорошо охарактеризованное действие на высвобождение 

инсулина [128] и их ингибитором дипептидилпептидазой-4. GLP-1 является 

одним из инкретиновых гормонов, отщепляется от про-глюкагона и 

секретируется L-клетками в дистальном отделе подвздошной кишки и толстой 

кишке. GLP-1 высвобождается после приема пищи и обнаруживается в жировой 

ткани. GLP-1 задерживает опорожнение желудка, увеличивает секрецию 

инсулина и снижает секрецию глюкагона. Более глубокое понимание биологии и 

метаболизма инкретинов ускорило разработку и использование аналогов, 

миметиков и агонистов инкретинов и ингибиторов дипептидилпептидазы-4.  

Сообщается, что GIP стимулирует глюкозозависимую секрецию инсулина у 

людей. Кроме того, он играет роль в метаболизме жиров в адипоцитах и 

оказывает пролиферативное действие на β-клетки [8, 13]. 

Натрийзависимые котранспортеры глюкозы (SGLT) представляют собой 

семейство переносчиков глюкозы, обнаруженных в слизистой оболочке 

кишечника тонкой кишки (SGLT1) и проксимальных канальцах нефрона (SGLT2 

и SGLT1). Они способствуют реабсорбции основного количества глюкозы в 

почках. Ингибиторы SGLT2 снижают реабсорбцию глюкозы в проксимальных 

канальцах почек, что выводит ее с мочой. Селективное ингибирование SGLT2 в 

проксимальных канальцах увеличивает экскрецию глюкозы с мочой, но эти 

препараты эффективны только при состояниях гипергликемии. Ингибиторы 
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натрий-глюкозного котранспортера типа 2 (SGLT2) представляют собой еще 

один недавно открытый класс препаратов, изменяющих метаболизм глюкозы 

[88]. 

Другим важным классом являются ингибиторы α-гликозидазы и 

ингибиторы α-амилазы, действие которых заключается в замедлении 

расщепления и всасывания углеводов. Наиболее распространенными 

препаратами ингибиторов α-гликозидаз являются акарбоза и миглитол [15, 118]. 

Α-амилаза представляет собой фермент, который может гидролизовать α-D-(1,4)-

гликозидные связи в крахмале или полисахаридах, расщепляя их до 

олигосахаридов. Крахмал и полисахариды должны быть гидролизованы до 

дисахаридов и олигосахаридов, которые затем гидролизуются ферментом α-

гликозидазы до молекул моносахаридов, которые всасываются в портальную 

вену печени через тонкий кишечник [52, 60]. Ингибиторы α-амилаз и α-

гликозидаз могут препятствовать активности амилазы. Ли и др. [140] 

обнаружили тип флавона, который может ингибировать α-амилазу, α-

гликозидазу и альдозоредуктазу. Акарбоза, природный ингибитор α-гликозидаз, 

была обнаружена у бактерии [61]. Акарбоза структурно похожа на природные 

олигосахариды, но имеет в 104-105 раз большее сродство к α-гликозидазам. То 

есть, эти комплексы ферментов конкурентно ингибируются и их доступность 

для олигосахаридов из пищевого крахмала снижается, в следствие чего 

снижается образование моносахаридов, и для дальнейшего метаболизма 

требуется меньше инсулина, что приводит к уменьшению постпрандиального 

повышения уровня глюкозы и инсулина в крови, вызванного приемом пищи [37]. 

Эффективность α-гликозидаз представляет собой не классическое снижение 

уровня глюкозы в крови за счет увеличения секреции инсулина как реакции на 

повышение уровня глюкозы в крови, а снижение подъема уровня глюкозы в 

крови. Поскольку снижение концентрации глюкозы в крови приводит к 

значительному снижению стимуляции синтеза и секреции инсулина, 

гиперинсулинемия, вызванная резистентностью к инсулину, также уменьшается 

[144]. Учитывая, что акарбоза действует в кишечнике, при длительном лечении 
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ее можно комбинировать со всеми другими противодиабетическими средствами 

для усиления эффективности без появления нежелательных явлений [143]. 

Результаты крупномасштабных контролируемых испытаний и исследований по 

наблюдению, а также постмаркетинговый опыт показывают, что акарбоза 

является одним из самых безопасных противодиабетических средств, как 

отдельно, так и в комбинации [143]. Однако акарбоза имеет некоторую 

токсичность и побочные эффекты, такие как диарея, боль и дискомфорт в 

животе, из-за чего длительное применение подходит не всем пациентам [140]. 

Наиболее частыми побочными эффектами акарбозы являются вздутие живота и 

повышенное утомление [54]. Вероятность возникновения отсроченных 

гепатотоксических явлений при длительном применении акарбозы по-прежнему 

высока [44]. Вздутие живота является наиболее распространенной побочной 

реакцией пищеварительной системы на акарбозу. Однако в сочетании с 

сульфонилмочевиной, метформином или инсулином акарбоза может легко 

привести к гипогликемии [43]. Комбинированное лечение метформином и 

акарбозой оказалось более эффективным у больных СД2, чем монотерапия 

метформином или акарбозой. Кроме того, с увеличением сроков лечения до 6 

месяцев различия в эффективности между комбинированной терапией и 

монотерапией метформином уменьшались [121].  

Несмотря на существующие терапии сахарного диабета, ведутся поиски 

более эффективных лекарственных средств с минимальными побочными 

эффектами при их длительном применении, а также мишеней для разработки 

новых терапевтических стратегий. В качестве перспективной мишени для 

терапии сахарного диабета 2 типа рассматривается фермент 11β-

гидроксистероиддегидрогеназа, которая катализирует превращение неактивного 

кортизона в активный кортизол [70]. Фермент глутаминфруктозо-6-

фосфатаминотрансфераза считается важной терапевтической мишенью против 

СД2, так как он играет центральную роль в пути биосинтеза гексозамина, и 

участвует в катализе первой и ограничивающей скорость стадий образования 

гексозамина [148]. Протеинтирозинфосфатаза 1B и тирозинфосфатаза 
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регулируют инсулинорезистентность [151]. Протеинтирозинфосфатаза 1B 

дефосфорилирует остатки фосфор-тирозина в сегментах активации киназы 

рецептора инсулина, что приводит к негативной регуляции передачи сигналов 

инсулина [150]. Сверхэкспрессируемый ген нефробластомы представляет собой 

богатый цистеином белок, который участвует в функциях регуляции роста 

клеток. При исследовании сверхэкспрессируемого гена нефробластомы в 

сыворотке у пациентов с недавно диагностированным СД2 в сравнении со 

здоровыми субъектами контроля замечено, что уровни сверхэкспрессируемого 

гена нефробластомы были значительно повышены у пациентов с СД2. Эти 

данные позволяют предположить, что сверхэкспрессируемый ген 

нефробластомы может быть вовлечен в резистентность к инсулину, связанную с 

ожирением, и может служить важной мишенью для терапии СД2 [149]. FoxO1 

(forkhead box protein O1) в поджелудочной железе ответственен за дисфункцию 

β-клеток, индуцируя стресс и апоптоз. FoxO1 активируется в диабетической 

печени во время состояний, подобных окислительному стрессу, и увеличивает 

активацию многих генов глюконеогенеза и детоксикации АФК [107]. Свободные 

жирные кислоты (FFA) связываются с рецепторами FFA1, FFA2 и FFA3. Так как 

FFA1 экспрессируются на β-клетках поджелудочной железы, то он может играть 

роль в регуляции выработки инсулина. Танг и др. показали, что рецепторы FFA2 

и FFA3 на β-клетках поджелудочной железы человека ингибируют секрецию 

инсулина [113]. Эпоксиэйкозатриеновые кислоты вырабатываются в ответ на 

действие агонистов ацетилхолина или брадикинин, а также при выработке 

арахидоновой кислоты. Введение эпоксиэйкозатриеновых кислот мышам с 

ожирением вызывало уменьшение висцерального подкожного жира и 

повышение чувствительности к инсулину [172]. Коактиватор гамма-рецептора, 

активируемого пролифератором пероксисом 1-альфа, регулирует выработку 

инсулина, поддерживает энергетический обмен в митохондриях, регулирует 

метаболические нарушения в адипоцитах [11, 73, 136]. Гама-рецептор, 

активируемый пролифератором пероксисом (Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptors, PPARs) является одной из важнейших ядерных мишеней для 
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тиазолидиндионов. Специфическое удаление PPARs из различных клеток-

мишеней, таких как жировая ткань, мышцы, макрофаги и мозг, изменяет обмен 

глюкозы. Однако тиазолиндионы могут провоцировать развитие сердечной 

недостаточности, ожирение, рак мочевого пузыря [107]. Глюкокортикоидный 

рецептор повышает инсулинорезистентность как при воздействии эндогенных, 

так и синтетических глюкокортикоидов [157]. Глюкокортикоиды повышают 

уровень глюкозы в крови в моменты адаптации и стресса, но хроническая 

активация этих рецепторов может вызывать инсулинорезистентность [107]. 

Ядерный фактор, связанный с эритроидным фактором 2, обеспечивает 

цитопротекцию при многих заболеваниях и является ключевым игроком в 

адипогенезе или других метаболических нарушениях, и поэтому 

рассматривается как новая терапевтическая мишень [161]. 

 

1.5 Природные источники лекарственных препаратов для лечения 

сахарного диабета 

 

Необходимость в разработке терапевтических препаратов с меньшим 

количеством побочных эффектов до сих пор не удовлетворена из-за 

ограниченной эффективности или неприемлемых недостатков, включая 

побочные эффекты и лекарственную устойчивость в имеющихся в настоящее 

время терапевтических препаратах [165]. Традиционно целью разработки 

лекарств было выборочное воздействие на один биологический объект, чтобы 

избежать влияния других взаимодействий, которые потенциально могли 

привести к нежелательным побочным эффектам. В прошлом терапевтические 

средства растительного происхождения широко игнорировались как возможные 

экономически эффективные средства лечения диабета, и поэтому доказательная 

документация эффективности обычно недоступна [70, 117]. Однако этот подход 

в настоящее время считается устаревшим, и за последние годы основные усилия 

в разработке лекарственных препаратов были направлены на разработку 

соединений, способных оказывать многочисленные физиологические действия, 
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особенно при заболеваниях сложной этиологии, в том числе при сахарном 

диабете [12, 163]. В последнее время прослеживается тенденция поиска 

природных антидиабетических препаратов из природного сырья, в том числе 

белковой природы. Некоторые из них уже показали потенциал в снижении 

гипергликемии [115, 134, 139, 140, 163]. 

Природные компоненты становятся многообещающим пулом для 

открытия структур с высоким разнообразием и различной биологической 

активностью, которые могут быть непосредственно разработаны или 

использованы для поиска новых лекарств. Разработка лекарств по-прежнему 

сталкивается жестким отсевом, ограниченной доступность и устойчивостью 

поставки. Тем не менее, уже сегодня научно-технические достижения позволяют 

трансформировать традиционную медицину в источник для поиска лекарств на 

основе природных компонентов [12, 31, 102]. 

 

1.5.1 Ингибиторы α-амилаз 

 

Амилаза широко распространена почти во всех организмах. В 

соответствии с различными способами действия амилаз на крахмал их 

классически делят на три основные категории: α-амилаза, β-амилаза и γ-амилаза. 

Среди этих категорий α-амилаза (1,4-α-D-глюкан-глюканогидролаза) является 

наиболее распространенным типом и представляет собой внеклеточный 

фермент, гидролизующий молекулы крахмала и гликогена. Этот фермент 

расщепляет α-1,4-гликозидные связи в длинноцепочечных сахаридах на глюкозу, 

мальтозу, мальтотриозу и α-предельный декстрин. Амилаза играет важную роль 

в углеводном обмене in vivo, поэтому гены α-амилазы могут быть обнаружены у 

различных организмов, от бактерий, грибов и растений до животных [90].  

В связи с широкой распространенностью амилазы, участвующей в 

усваивании из пищи сложных углеводов, у многих организмов выработался 

механизм защиты от определенных амилаз других организмов, стоящих выше 

них в пищевых цепочках. Так, ингибиторы α-амилаз широко распространены в 
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семенах злаков, которые защищают их от плесени, бактерий и травоядных 

животных, которым необходима амилаза для усваивания крахмала из семян [84]. 

Ингибиторы α-амилазы уже давно предлагаются в качестве возможного важного 

оружия против вредителей, диета которых делает их сильно зависимыми от 

активности α-амилазы [124]. Некоторые из этих пептидов развились как 

специфические ингибиторы α-амилаз конкретного хищника, в то время как 

другие были разработаны с дополнительной функцией, такой как сопутствующее 

ингибирование протеазы. В то время как большинство пептидных ингибиторов 

амилазы получают из высших растений, наиболее сильнодействующий из 

известных ингибиторов человеческой панкреатической α-амилазы (HPA), 

тендамистат, представляет собой пептид из Streptomyces tenae. Тендамистат 

представляет собой пептид из 74 остатков с двумя дисульфидными связями. По 

крайней мере, он равен эффективности тендамистата (Ki оценивается в 9–200 

пМ). Тендамистат в клинических испытаниях продемонстрировал значительное 

снижение уровня глюкозы в плазме крови, однако он иммуногенен и его 

структура легко разрушается, что препятствует его применению в клинике [141].  

 

1.5.1.1 Типы белковых ингибиторов α-амилаз 

 

Белковые ингибиторы α-амилазы подразделяются на семь типов, в 

зависимости от их происхождения и структуры: микробный тип, узелковый тип, 

γ-тиониноподобный тип, зерновой тип, Кунитц-тип. Из-за своей консервативной 

природы в эволюции α-амилаза имеет сходные каталитические остатки с 

амилазами из разных источников. Активные центры амилаз обычно состоят из 

трех аминокислот, а именно Asp, Glu и Asp. Сайт связывания α-амилазы может 

содержать не менее шести моносахаридных структур и расщепляет связи между 

третьим и четвертым остатками пиранозы по механизму двойного смещения. 

Например, тройной каталитический сайт Glu233 в α-амилазе поджелудочной 

железы свиньи и Arg19 в тендамистате (ингибиторе стрептомицетов) образуют 
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солевой мостик, а Arg7 в аминокислотной идентичности ингибитора α-амилазы 

амаранта образует солевой мостик с Asp287 [140].  

Большое разнообразие белковых ингибиторов α-амилазы происходит от 

генов α-амилазы рода Streptomyces, таких как тендамистат, парвуластат, AI-409, 

AI-3688, Т-76, MA-4680. Ингибиторы α-амилазы Streptomyces обычно состоят из 

75 аминокислот, которые были выделены из различных стрептомицетов [100]. 

Они имеют примерно 30% сходства последовательностей со структурой, которая 

демонстрирует две β-бочкообразные складки и состоит из пары скрученных 

листов. Каждый скрученный лист состоит из трех антипараллельных β-листов и 

соединяется дисульфидными мостиками [173]. В одном исследовании 

тендамистата, когда белок был расщеплен для получения различных пептидов, 

было изучено взаимодействие амилазы между циклическим и линейным 

пептидом, и была обнаружена важность орбитали [67]. Ингибиторы α-амилазы 

получают путем переноса генов, ингибирующих амилазу, в бактерии. Остатки 

содержат консервативную аминокислоту, включая Try-Arg-Tyr, где ингибитор 

взаимодействует с амилазой млекопитающих, а также оказывает ингибирующее 

действие на амилазу насекомых [140]. 

AAI (Alpha-Amylase Inhibitor) узелкового типа является наименьшим из 

когда-либо найденных ингибиторов α-амилазы, имеет 32 остатка и 3 

дисульфидные связи. Методом ядерного магнитного резонанса, в структуре 

белка определена десминовая укладка, три антипараллельные цепи и 

характерная дисульфидная топология [140]. AAI оказывает специфическое 

ингибирующее действие только на α-амилазу насекомых [57]. 

γ-Тионин представляет собой богатый цистеином пептид массой 5 кДа с 

определенной долей гидрофобной аминокислоты, вторичная структура состоит 

из трехцепочечного антипараллельного β-листа, соединенного тремя 

дисульфидными связями с α-спиралью, конфигурация представляет собой мотив 

αβ (CSαβ), стабилизированный цистеином. Структура α-ядра представляет собой 

петлю, состоящую из первой β-цепи и спирали, тогда как структура γ-ядра 
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представляет собой область, содержащую петлю-шпильку и соединяющую 

вторую и третью β-цепи [140].  

Наиболее изученными являются экзогенный ингибитор α-амилазы 

пшеницы 0.19 и бифункциональный ингибитор α-амилазы/трипсина Eleusine 

coracana Gaertn. Ингибитор α-амилазы пшеницы 0.19 состоит из 124 

аминокислот, включает пять спиралей и пять дисульфидных связей. 

Бифункциональный ингибитор трипсина α-амилазы представляет собой 

стабильный мономер, состоящий из 122 аминокислот, который может 

конкурентно ингибировать различные амилазы, нарушая контакт между 

субстратом и ферментом и снижая сродство фермента к субстрату [140, 147]. 

Ингибиторы α-амилаз Кунитц-типа содержат около 180 аминокислот и 

четыре цистина. Результаты исследования с использованием кругового 

дихроизма показали, что доля β-листов во вторичной структуре ингибитора 

Кунитц-типа составляет 39%, и белок обладает высокой термостабильностью с 

сохранением дисульфидной связи между Cys44 и Cys91. Наиболее широко 

изучен ингибитор α-амилазы/субтилизина ячменя, структура которого имеет две 

дисульфидные связи и β-листы сложены в узел-трилистник. Механизм, с 

помощью которого ингибитор α-амилазы/субтилизина ячменя ингибирует 

амилазу, отличается от механизма некоторых других ингибиторов, которые не 

вступают в прямой контакт с сайтами связывания амилазы, вместо этого образуя 

12 водородных связей, два солевых мостика и множественные 

электростатические силы. Полость на границе раздела фермент-ингибитор 

содержит ион кальция, который может укрепить сеть молекул воды на границе 

раздела комплекса и улучшить стабильность комплекса [140]. 

 

1.5.1.2 Белковые ингибиторы α-амилаз из морских организмов 

 

Морские организмы являются наиболее многообещающим известным 

источником биоактивных пептидов, поскольку они представляют более 

половины биоразнообразия в мире [116]. Океаны представляют собой набор 
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уникальных условий для развития жизни с точки зрения вариаций давления, 

солености, освещения и температуры, которые позволили спонтанно появиться 

различным классам морских пептидов, выделены из рыб, ракообразных, 

моллюсков, водорослей, кораллов и других морских видов [146]. В условиях 

водной среды высокая степень конкуренции и антагонизма между видами и 

воздействие патогенных микроорганизмов позволили появиться пептидам с 

существенно отличающимися составом, последовательностью, структурой и 

конформацией пептидов с аналогичной функцией, обнаруженных в наземных 

организмах [158, 159]. Исходя из широких и многогранных взаимодействий 

организмов между собой, на данный момент организмы становятся источником 

большого количества разнообразных ингибиторов α-амилаз [90].  

Таким образом, морские пептиды обычно обладают множественными 

биологически активными свойствами. Так, совсем недавно начались 

исследования с применением протеомного, транскриптомного и геномного 

подходов. Из водоросли Porphyra spp. Habtamu Admassu и др. выделили 

ингибитор α-амилазы. Porphyra spp. является традиционной пищей в азиатских 

странах и долгое время считалась полезной для снижения уровня сахара в крови.  

В эксперименте in vitro продемонстрирована ингибиторная активность экстракта 

водоросли по отношению к α-амилазе [102]. Tysoe и др. впервые описали 

хелиантамид, высокоэффективный ингибитор панкреатической а-амилазы, 

который был выделен из актинии Stichodactyla helianthus. Он является первым 

представителем нового структурного класса ингибиторов гликозидаз, который 

является эффективным относительно амилаз млекопитающих, и обладает 

термической и кислотоустойчивостью. Хелиантамид таким образом становится 

пептидом, который может успешно применяться как пероральный 

гипогликемический препарат в терапии сахарного диабета [137]. Хелиантамид 

обладает равной или большей активностью, чем тендамистат, но в отличие от 

предшественника, его структура невероятно стабильна благодаря своему β-

дефенсиновому фолду. Эта структурная особенность может устранить проблемы 

иммуногенности, возникающие при применении тендамистата. Кроме того, 
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хелиантамид устойчив к протеолитическому расщеплению, длительному 

воздействию низкого pH и высокой температуры, что открывает возможность 

использования пептида для перорального введения [137, 174].  

Скрининговые библиотеки пополняются природными компонентами, а 

также их гибридами, аналогами и молекулами, вдохновленными структурой и 

функционированием природных компонентов [130].  

Хотя большое количество биоактивных пептидов уже выделено из 

морских организмов, считается, что в океанах еще предстоит открыть много 

новых молекул [116]. Комбинаторная химия, высокопроизводительный 

скрининг, биоинформатика, протеомика и геномика широко применяются в 

области поиска полезных пептидов. Применяются методы ядерно-магнитного 

резонанса (ЯМР), количественная взаимосвязь между пространственной 

структурой и активностью (3D-QSAR), физико-химическое моделирование и 

компьютерный дизайн с использованием различного программного обеспечения, 

открываются возможности предсказания токсичности и метаболизма веществ. В 

целом, подходы направлены на определение мишеней лекарственных средств и 

определение структур новых мишеней. Программные обеспечения для докинга 

можно найти в свободном доступе, например, Zinc.docking.org. Он используется 

для расчета физико-химических свойств лекарств, формулы системы 

упрощённого представления молекул в строке ввода (SMILES), свойств сходства 

лекарств и многого другого [130]. Технологии открытия лекарств значительно 

продвинулись и диверсифицировались. Однако некоторыми из узких мест в 

поиске новых природных полезных молекул для выделения и характеристики 

морских пептидов являются необходимость улучшения протоколов экстракции и 

очистки этих молекул из их первичных источников, а также ограничения 

существующих производственных технологий, которые ограничивают 

использование большего количества морских пептидов для человека. здоровье и 

питание [159]. Несмотря на различия в протоколах по выделению и очистке 

пептидов, достижения в области геномики, протеомики и, в основном, 

метагеномики расширяют возможности выделения биоактивных пептидов. 
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Использование метагеномики открыло понимание, что многие морские 

симбионты способны синтезировать даже больше биоактивных пептидов, чем 

предполагалось или выделялось ранее [116]. 

Диабет является хроническим заболеванием, где пациенты осведомлены о 

том, что лечение требуется соблюдать на протяжении всей жизни, и это в свою 

очередь может повлиять на приверженность к длительной терапии [143]. В 

настоящее время недостаточно исследованы побочные реакции 

комбинированных препаратов, поэтому следует уделять больше внимания 

вопросам безопасности при длительном применении, особенно исследованиям 

лекарственных взаимодействий [43]. Перспектива исследования новых лекарств 

должна включать изучение влияния на смертность, развитие сердечно-

сосудистых и микрососудистых осложнений. Необходимы исследования, 

обеспечивающие восполнение пробела в изучении долгосрочной сравнительной 

эффективности и безопасности лекарств от сахарного диабета [88]. 

 

1.5.1.2.1 Магнификамид и магнификамид-II 

 

Магнификамид с молекулярной массой 4770 Да, был выделен в 2018 году из 

яда морской анемоны Heteractis magnifica наряду с нейротоксинами, его 

структура была охарактеризована Синцовой и др. в Тихоокеанском институте 

биоорганической химии ДВО РАН им. Г. Б. Елякова [14, 42]. Также коллективом 

авторов из в Тихоокеанском институте биоорганической химии ДВО РАН им. Г. 

Б. Елякова из яда актинии Heteractis magnifica выделен новый близкий гомолог 

хелиантамида и Mgf, названный магнификамидом-II, который ингибирует α-

амилазы [10]. 

Рекомбинантный Mgf был получен из синтетического гена, который 

экспрессировался в бактериальной системе Escherichia coli в составе гибридного 

белка с тиоредоксином и полигистидиновой последовательностью (Рисунок 1). С 

помощью металлоаффинной хроматографии белок выделялся из клеточного 

лизата, и для увеличения выхода использовалась стадия рефолдинга с 
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использованием окисленного и восстановленного L-глутатиона. Методом 

обращено-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии (ОФ-

ВЭЖХ) на колонке Jupiter C4 рекомбинантный Mgf очищали дважды, время 

удерживания целевого пептида составляло 30 мин. С помощью масс-

спектрометрии была подтверждена чистота рекомбинантного Mgf, так как 

полученная молекулярная масса пептида, составляющая 4770,6 Да, 

соответствовала расчетной массе (Рисунок 2) [22, 114].  
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Рисунок 1 – Синтез рекомбинантного Mgf [14] 

 

 

 

Рисунок 2 – Очистка рекомбинантного Mgf [14] 

Методом ЯМР-спектроскопии проведена рентгеноструктурная 

характеристика Mgf, где было определено наличие упорядоченной бета-

структуры Mgf [114]. Mgf представляет собой пептид из 44 аминокислотных 

остатков, имеющий три дисульфидные связи (Рисунок 1), что обеспечивает его 

высокую стабильность, но также препятствует получению пептида с правильной 

укладкой при экспрессии.  
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Структура Mgf аналогична на 84% с хелиантамидом, первым описанным 

ингибитором α-амилаз. Последовательность четырех аминокислот YIYH, 

входящая в состав Mgf и хелиантамида, взаимодействует с консервативными 

остатками активного центра α-амилазы [114, 137]. Монбретин А, сложное 

производное флавонолгликозида из семейства растений Crocosmia, был 

обнаружен при скрининге экстрактов наземных растений и имеет Ki 8 нМ 

против панкреатической амилазы человека. Было показано, что фенольные 

мотивы необходимы для ингибирования и непосредственно взаимодействуют с 

консервативными карбоновыми кислотами активного центра амилазы. 

Наложение связанной структуры монбретина А с ингибирующим мотивом 

хелиантамида показывает схожую ориентацию ингибирующих фрагментов, их 

гидроксильные группы выстраиваются так, что обе взаимодействуют с 

каталитическим нуклеофилом Asp197 амилазы. Это слияние ингибирующих 

мотивов из отдаленных природных источников указывает на очень 

многообещающий фармакофор для специфического ингибирования амилаз. 

Наложение ингибиторного мотива хелиантамида на структуру 

низкомолекулярного ингибитора α-глюкозидазы акарбозы приводит к очень 

небольшому перекрытию функциональных групп. В отличие от акарбозы, 

монбретин А и хелиантамид не имитируют олигосахаридный субстрат по 

структуре или связыванию, что, вероятно, играет роль в их специфичности в 

отношении α-амилазы [137]. 

Структуры новых пептидных ингибиторов стабилизированы тремя 

дисульфидными связями (Рисунок 3), что также играет важную роль в 

проявлении ингибиторной активности пептидов, так как ранее обнаружено, что 

нарушение дисульфидных связей заменой цистеинов в хелиантамиде сильно 

снижает эффективность по сравнению с диким типом [137]. Этот факт 

свидетельствует о том, что взаимодействие может быть связано не только с 

узнаванием и связыванием остатков реактивного центра, но и с участием более 

протяженного интерфейса на молекулах ингибитора и α-амилазы [114].  
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Рисунок 3 – Изображения получены Синцовой и др. в 2023 году: (А) 

выравнивание аминокислотных последовательностей: Mgf (UniProtKB 

C0HK71) из H. magnifica и хелиантамида (UniProtKB A0A0X1KGZ5) из S. 

helianthus [137], (Б) трехмерная структура Mgf (UniProtKB C0HK71) [66] 

 

Термическую стабильность Mgf изучали как с помощью спектроскопии 

кругового дихроизма, так и методом ферментативного ингибирования. Спектры 

кругового дихроизма Mgf, растворенного в воде, не показали существенных 

изменений после нагревания до 50 °С (Рисунок 4, а). Содержание α-спиралей в 

структуре Mgf невелико и, по-видимому, они не имеют решающего значения для 

проявления активности. Эти данные были подтверждены анализом 

ингибирования панкреатической свиной α-амилазы (PPA). Показано, что Mgf 

полностью ингибирует α-амилазу после нагревания в диапазоне температур до 

80 °С. Его активность снизилась на 3% после нагревания до 90°С и на 12% после 

нагревания до 100°С (Рисунок 4) [114].  
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Рисунок 4 – Влияние температуры на вторичную структуру (А) и биологическую 

активность Mgf (Б) [66] 

Высокая устойчивость к нагреванию Mgf, и других пептидов Кунитц-типа 

из актиний связана со стабилизацией структуры тремя дисульфидными связями. 

При исследовании хелиантамида также была продемонстрирована наивысшая 

кислотоустойчивость β-дефензин-подобных ингибиторов [137]. Mgf, аналогично 

хелиантамиду, обладает высокой термостабильностью в дополнение к 

устойчивости к протеолитической деградации и длительному воздействию 

низкого pH [137], что делает возможным их пероральное введение в 

экспериментах in vivo [114]. 
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В эксперименте острой токсичности Mgf при однократном введении в 

дозах 0.5 мг/кг, 1 мг/кг и 2 мг/кг не оказывает видимого токсического действия 

как при пероральном, так и при внутривенном введении животным. Через 24 

часа при вскрытии и осмотре внутренних органов не обнаружено видимых 

признаков гепато-, кардио-, нефротоксичности и интоксикации желудочно-

кишечного тракта или проявлений воспалительного процесса. При пероральном 

введении Mgf в дозах 0,005 мг/кг, 0,01 мг/кг и 0,1 мг/кг не оказывает 

угнетающего или возбуждающего действия на центральную нервную систему 

животных. Отсутствие достоверных различий в «открытом поле» и 

«крестообразном лабиринте» свидетельствует об отсутствии влияния пептида на 

исследовательскую активность и эмоциональное состояние животных. Таким 

образом, Mgf во всех исследованных дозах не оказывает нейротропного или 

нейротоксического действия и безопасен для нервной системы [66]. 

Синцовой и др. в 2019 году проводилось «сравнение эффективности 

рекомбинантного Mgf с активностью акарбозы, входящей в состав 

фармацевтических препаратов PrecoseTM и GlucobayTM, были определены 

значения Ki PPA и человеческой слюнной α-амилазы (HSA). Установлено, что 

Mgf является прочно связывающимся ингибитором, а значения Ki, определённые 

по уравнению Моррисона составили 0,17 нМ для PPA и 7,7 нМ для HSA» 

(Рисунок 5). «Ингибиторная активность Mgf значительно превосходит 

активность акарбозы, действующего вещества лекарственных препаратов 

PrecoseTM и GlucobayTM, константы ингибирования Ki которой составляют 

0,797 и 1,265 мкМ для PPA и HSA соответственно. Эти значения показывают 

превосходство активности Mgf по сравнению с активностью акарбозы, у которой 

Ki составляют 1,265 и 0,797 мкМ для HSA и PPA соответственно» [14, 66, 170]. 

Константа ингибирования Mgf против HPA составляет 3,1 ± 0,65 нМ (рис. 5), что 

на два порядка выше, чем Ki хелиантамида из актинии Stichodactyla helianthus 

(0,01 нМ) [137]. Хелиантамид и Mgf являются мощными ингибиторами α-амилаз. 

Их значения Ki в отношении ферментов HPA, HSA и PPA были оценены как 10–

9M ≤Ki≤10–11M. Значение Ki является ключевым параметром, 
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характеризующим силу ингибирования, и указывает на то, что хелиантамид и 

Mgf являются ингибиторами прочного связывания [66]. 

 

 

Рисунок 5 – Ингибиторная кривая человеческой панкреатической α-амилазы 

(HPA) [66] 

 

1.6 Экспериментальные подходы изучения лекарственных средств для 

лечения сахарного диабета 

 

1.6.1 In vivo модели сахарного диабета 2 типа 

 

Патофизиология СД2 основана главным образом на снижении 

чувствительности тканей к инсулину, что приводит к гиперинсулинемии и в 

последующем – к снижению способности вырабатывать инсулин. Таким 

образом, неспособность регулировать гипергликемию инсулином приводит к 

развитию осложнений, таких как нефропатия, ретинопатия и полинейропатия 

[138]. На фоне изменений углеводного обмена, происходят нарушения 

липидного обмена: повышение в сыворотке крови триглицеридов, общего 

холестерина и липопротеинов низкой плотности (ЛПНП). 

 Создание животной модели, отражающей основные клинические 

проявления СД2, является важным этапом для поиска новых терапевтических 

стратегий. Кроме того, животные модели могут позволить более углубленно 

понять механизмы патологического изменения сигнальных путей, что является 

фундаментальным знанием [39]. Разработаны различные методы создания 
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экспериментального СД2, такие как животные модели ожирения, высокожировая 

диета (ВЖД), сахарный диабет без ожирения, генетические животные модели. 

Большинство моделей нацелены на имитацию не только внутренних факторов 

патологии развития СД2, но и на внешние факторы ожирения [19, 132]. 

 

1.6.1.1 Комбинирование стрептозотоцина и высокожировой диеты при 

моделировании сахарного диабета 2 типа 

 

Распространенным методом моделирования СД2 является комбинация ВЖД и 

инъекции СТЗ в невысоких дозах у крыс и мышей. Дозы для внутрибрюшинного 

введения СТЗ более 45 мг/кг на фоне ВЖД вызывали гипергликемию у крыс, но 

эти животные не реагировали на стандартное лечение метформином, что может 

быть связано с возникновением СД1 [97]. Имеются данные о комбинации ВЖД с 

другими дозами СТЗ, такими как 25 мг/кг [49], 35 мг/кг и 40 мг/кг [65, 53]. В 

таких случаях СТЗ вводится однократно, и ВЖД соблюдается в течение 5-8 

недель. При таких дозах СТЗ авторы наблюдали развитие стандартных 

признаков экспериментального СД2, таких как ожирение, повышение 

постпрандиального уровня глюкозы, повышение инсулинорезистентности, 

маркеры нарушения липидного обмена в сыворотке крови [49]. С дозой СТЗ, 

равной 35 мг/кг, в сочетании с ВЖД, авторам удалось достичь развития 

остеопороза у животных, что также является осложнением при СД2. Авторы 

связывают развитие такого осложнения с лептинорезистентностью [71]. 

Повышение дозы СТЗ до 50 мг/кг при однократном введении у крыс и 

комбинация с ВЖД также демонстрирует  повышение уровня гликированного 

гемоглобина (HbA1c), и повышение в сыворотке крови холестерина, ЛПНП и 

липопротеинов очень низкой плотности (ЛПОНП), что является маркерами 

метаболических нарушений при СД2 [167]. 
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1.6.1.2 Применение высокожировой диеты на мышах линии C57BL/6J 

 

Проанализировав опубликованные исследования по моделированию СД2, 

можно заметить наличие большого количества исследований именно на мышах 

линии C57BL/6. Выбор исследователей останавливается на этих мышах в связи с 

их предрасположенностью к развитию лептинорезистентности. Например, 

опубликована модель, в которой мышам линии C57BL/6J СТЗ вводили 

однократно дозе 65 мг/кг, и содержали их на ВЖД в течение 8 недель. 

Результатом стали гипергликемия и гиперинсулинемия, а также ожидаемое 

повышение уровня резистина и лептина [55]. Встречаются введения СТЗ мышам 

дважды или многократно, в более низких дозах. Так, при введении СТЗ в дозах 

40 мг/кг дважды, в комбинации с ВЖД в течение 7 недель, у мышей линии 

C57BL/6 также наблюдались вышеперечисленные метаболические нарушения, 

кроме того, адипонектин также был значительно повышен в сыворотке [154]. 

В случае применения СТЗ у животных обязательно необходимо проводить 

гистологический анализ поджелудочной железы. При введении стрептозоцина в 

вышеперечисленных дозах у крыс и мышей наблюдались нарушения формы и 

снижение числа островков, что характерно для развития СД1. Применение СТЗ 

больше описывает патофизиологию при развитии диабета 1 типа у крыс и 

мышей для изучения иммунного ответа в поджелудочной железе, поскольку 

многократные инъекции низких доз СТЗ могли вызывать постепенное 

аутоиммунное разрушение β-клеток. Поэтому достижение картины СД2 часто 

достигается путем комбинирования ВЖД и низких доз СТЗ. Так, Zhang и др. 

[155] изучили различные дозы и режимы СТЗ (25, 30, 35, 45 мг/кг, вводимые 

внутрибрюшинно) на фоне ВЖД у крыс, с целью найти наиболее схожие 

патофизиологические проявления, характерные именно для СД2. Инъекция СТЗ 

(45 мг/кг, внутрибрюшинно) после 4 недель ВЖД вызывала выраженную 

гипергликемию у всех крыс с инсулинозависимостью, что в большей степени 

напоминает СД1. Напротив, СТЗ в дозе 30 мг/кг и 35 мг/кг, не вызывал 

значительной гипергликемии у крыс на фоне ВЖД.  Многократные низкие дозы 
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СТЗ (30 мг/кг внутрибрюшинно с недельным интервалом в течение 2 недель) 

вызывали выраженную гипергликемию и инсулинорезистентность у крыс, 

получавших ВЖД, но не вызывали гипергликемию у крыс на стандартной диете 

[155]. Таким образом, подтверждается необходимость применения диеты как 

экологического фактора для достижения инсулинорезистентности у животных 

при моделировании СД2. 

В ряде недавних публикаций и обзоров в фокусе внимания находится 

применение ВЖД у животных при моделировании СД2. Этот фактор внешней 

среды демонстрирует сходство между мышиной моделью и людьми, 

страдающими СД2. Отмечается и полезность использование ВЖД для 

испытания лекарств для СД2. Heydemann указывает на развитие 

инсулинорезистентности и хронического воспаления у мышей при соблюдении 

только ВЖД, что прямо коррелирует с длительностью диеты [96]. Применение 

только ВЖД у крыс Wistar в течение 6 месяцев приводит к развитию 

преддиабета, что проявлялось в гипергликемии, нарушении липидного обмена и 

повышении уровня инсулина, нарушение транспорта GLUT-4 Достижение СД2 у 

крыс с помощью только ВЖД является сложной и высокозатратной задачей [47].  

У мышей линии C57BL/6J в связи с их генетическими особенностями 

имеется возможность сочетания генетического фактора вместе с экологическим 

фактором при моделировании СД2, что создает патогенез, свойственный 

клиническим случаям. Мыши C57BL/6J являются одной из наиболее широко 

используемых генетических линий в области исследований диабета. Эти мыши 

проявляют симптомы непереносимости глюкозы уже в возрасте 6 недель и очень 

восприимчивы к развитию ожирения, инсулинорезистентности и явного СД2 на 

фоне ВЖД. У мышей линии C57BL/6J обнаружен фенотип нарушенной секреции 

инсулина и клиренса глюкозы, тем самым подтвердив потерю функции гена 

никотинамид-нуклеотид-трансгидрогеназы, как источника непереносимости 

глюкозы. Считается, что отсутствие активности гена нуклеотид-

трансгидрогеназы увеличивает воздействие митохондриального пероксида в β-

клетках в ответ на поглощение и метаболизм глюкозы, тем самым снижая 
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соотношение АТФ (аденозинтрифосфат)/АДФ (аденозиндифосфат), задерживая 

закрытие АТФ-чувствительного калиевого канала и, в конечном итоге, ухудшая 

секрецию инсулина. Мутация потери функции в гене нуклеотид-

трансгидрогеназы происходит исключительно от субштамма 6J, полученного в 

лаборатории The Jackson Laboratory. Другие субштаммы, такие как C57BL/6NTac 

и C57BL/6N, экспрессируют функциональный ген нуклеотид-трансгидрогеназы 

и проявляют лучшую толерантность к глюкозе, однако эти субштаммы 

демонстрируют ожирение, непереносимость глюкозы и резистентность к 

инсулину на фоне ВЖД [46]. Сообщается и о различиях в метаболическом ответе 

на ВЖД внутри одного субштамма 6J от разных производителей, что выражается 

в разнице набора веса у животных, проценте массы висцерального жира, ответе в 

глюкозотолерантном тесте [62].  Например, после применения ВЖД у мышей 

линии C57Bl/6J в течение 13 недель, наблюдалось развитие 

инсулинорезистентности и гиперлипидемии, гиперплазия клеток в островках 

Лангерганса [48]. Мыши линии C57BL/6J проявляли развитие хронического 

воспаления, развитие ожирения и инсулинорезистентности после 16-20 недель 

ВЖД [64]. 
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Глава 2. Материалы и методы 

 

2.1 Объект исследования 

 

Проводилось изучение эффективности пептидных ингибиторов α-амилаз, 

рекомбинантного Mgf в дозах 0,1 мг/кг, 0,01 мг/кг, 0,005 мг/кг, 0,0025 мг/кг и 

0,001 мг/кг и рекомбинантного MgfII в дозах 0,01 мг/кг, 0,005 мг/кг, 0,001 мг/кг, 

0,0005 мг/кг и 0,0001 мг/кг при пероральном способе введения.  

В качестве носителя для Mgf и MgfII применялся натрий-фосфатный буфер 

(PBS). Сначала готовились стоковые растворы Mgf и MgfII концентрацией 1 

мг/мл, и из них последовательным разведением получали необходимые растворы 

для введения. Концентрации пептидов 1 мг/мл хранились при -20○С до момента 

разведения в день введения, растворы необходимой концентрации готовились в 

день введения, и хранились при +4○С.  

 

2.2 Изучение эффективности Mgf и MgfII на модели гипергликемии при 

однократном пероральном введении 

 

2.2.1 Животные 

 

В эксперименте были использованы 130 самцов мышей ICR возрастом 7-8 

недель, свободных видоспецифичных патогенов. Перед проведением 

эксперимента животные проходили период адаптации в течение 14 дней, во 

время которого находились в комнате содержания животных барьерного типа 

(по 5 особей в клетке площадью 845 кв. см). В адаптационный период 

проводился ежедневный осмотр животных для регистрации и исключения из 

эксперимента животных с отклонениями здоровья. Перед формированием групп 

проводился клинический осмотр. В 1 день эксперимента проводилось 

формирование групп. Животные распределялись по группам так, чтобы масса 

тела у животных между группами статистически не различалась. Каждому 
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животному был присвоен индивидуальный номер, в соответствии с которым 

животному ставилась цветная метка на шерсти. 

Животных содержали в стандартный условиях вивария, определенные 

Директивой 2010/63/EU по защите животных, используемых в научных целях. В 

качестве приемлемых границ параметров микроклимата в комнатах содержания 

животных приняты границы, определенные руководством The Guide for Care and 

Use of Laboratory Animals (National Academy Press, Washington D.C., 2011). 

Животные содержались в комнате содержания животных барьерной зоны в 

контролируемых условиях окружающей среды (температура воздуха 20-24°C, 

относительная влажность 30–70%, 12-часовой цикл освещения (08:00-20:00 – 

«день», 20:00-08:00 – «ночь») и, по крайней мере, 10-ти кратная смена объема 

воздуха комнаты в час). Температура и влажность постоянно контролировались 

в комнате содержания животных автоматически с помощью системы Eksis Visual 

Lab (EVL, ОАО «Практик-НЦ», Россия). 

Во время эксперимента животные содержались по 5 особей в клетках 

площадью 845 кв. см на подстиле. В качестве подстила использовался 

автоклавированный беспылевой подстил для грызунов, представляющий собой 

древесную крошку (LIGNOCEL BK8/15, JRS, Германия). 

Животным давался стандартный гранулированный корм для содержания 

лабораторных грызунов Mmucedola Standard Diet 4RF25 (автоклавируемый), ad 

libitum, в кормовое углубление крышки клетки. Специально подготовленная 

системой Milli-RO (Millipore, США) вода давалась ad libitum в стандартных 

автоклавированных питьевых бутылочках со стальными крышками-носиками. 

 

2.2.2 Дизайн эксперимента 

 

2.2.2.1 Моделирование гипергликемии 

 

Гипергликемия индуцировалась у 130 самцов мышей ICR путем 

однократной внутрибрюшинной инъекции стрептозоцина (Merck, Китай) в дозе 

150 мг/кг, объем введения 10 мл/кг. Стрептозотоцин растворялся в холодном 
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0,1М цитратном буфере, рН=4,5, непосредственно перед введением. В день 

перед введением стрептозоцина у животных была измерена начальная 

концентрация глюкозы натощак (через 4 часа после лишения корма, со 

свободным доступом к воде). Развитие гипергликемии отслеживалось на 7 и 14 

день исследования путем измерения концентрации глюкозы в крови натощак. 

Перед измерением концентрации глюкозы на 1, 7 и 14 дни исследования 

животных лишали корма на 4 часа. После введения СТЗ, у животных ежедневно 

проводился клинический осмотр и выявление случаев смертности. На 14 день 

исследования из эксперимента были исключены животные, у которых 

концентрация глюкозы в крови не достигла 15 ммоль/л. Также до 14 дня 

исследования было досрочно подвергнуто эвтаназии 2 животных, у которых 

потеря массы тела составляла боле 20%. Таким образом, для проведения 

крахмального перорального теста на 14 день в каждую группу были включены 

по 7 животных. 

 

2.2.2.2 Определение эффективных доз Mgf и MgfII 

 

Эффективность Mgf и MgfII изучалась при проведении крахмального теста 

на экспериментальной модели гипергликемии у самцов мышей ICR. Животных 

взвешивали перед введением веществ на 1 и 14 дни исследования. Крахмальный 

тест проводился через 14 дней после введения стрептозоцина. В день проведения 

крахмального теста животные лишались корма на 4 часа до момента введения 

крахмала (с 9:00 до 13:00 часов). За 45 минут до перорального введения 

крахмала, животным в зависимости от групповой принадлежности (Таблица 1) 

перорально вводились носитель (Фосфатный буфер, Пущинские лаборатории, 

Россия), акарбоза в дозе 24 мг/кг (Merck, Китай), Mgf или MgfII в объеме 5 мл/кг 

в диапазоне доз. Доза акарбозы для перорального введения у мышей была 

рассчитана, исходя из суточной дозы для человека, составляющей 150 мг, с 

учетом коэффициента перерасчета площадей тела человека и мыши [126]. 
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Таблица 1 – Дизайн эксперимента по поиску эффективных доз Mgf и MgfII 

на модели гипергликемии 

 

2.2.3. Манипуляции с животными 

 

2.2.3.1 Глюкометрия 

 

Процедура выполнялась для определения уровня глюкозы в крови - 

забирали каплю крови небольшим надрезом кончика хвоста и определяли 

концентрацию глюкозы глюкометром Сателлит®Экспресс (ЭЛТА, Россия).  

 

2.2.3.2 Крахмальный тест 

 

Крахмальный тест проводится на 14 день исследования. Кукурузный 

крахмал (ООО Гарнец, Россия) вводился перорально зондом в желудок в дозе 3 

г/кг, объемом 5 мл/кг. Измерение концентрации глюкозы в крови проводилась 

натощак непосредственно перед введением крахмала, и каждые полчаса после 

введения крахмала (30, 60, 90 и 120 минут). 

Группа 
Индукция 

гипергликемии 

 Введение препарата 

Тестируемое 

вещество 
Доза 

Время введения 

до теста 

1 

0.1М цитратный 

буфер, рН 4.5, 

введение 

внутрибрюшинно 

однократно 10 мл/кг 

Носитель 

- 
45 мин 

2 

Стрептозоцин 150 

мг/кг, введение 

внутрибрюшинно 

однократно 

10 мл/кг 

Носитель 45 мин 

3 Акарбоза 24 мг/кг 45 мин 

4 Mgf 0,1 мг/кг 45 мин 

5 Mgf 0,01 мг/кг 45 мин 

6 Mgf 0,005 мг/кг 45 мин 

7 Mgf 0,0025 мг/кг 45 мин 

8 Mgf 0,001 мг/кг 45 мин 

9 MgfII 0,01 мг/кг 45 мин 

10 MgfII 0,005 мг/кг 45 мин 

11 MgfII 0,001 мг/кг 45 мин 

12 MgfII 0,0005 мг/кг 45 мин 

13 MgfII 0,0001 мг/кг 45 мин 
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2.2.4 Статистический анализ 

 

Статистический анализ проводился с использованием программы GraphPad 

Prism 5. Перед проведением сравнения контрольных и опытных групп, выборки 

были проанализированы на нормальность распределения в тесте Shapiro-Wilk. 

Для установления межгрупповых различий применялся однофакторный 

дисперсионный анализ ANOVA с post-hoc тестом Tukey. Результаты считали 

статистически значимыми при уровне доверительной вероятности p<0,05.  

 

2.3 Изучение эффективности Mgf и MgfII на модели экспериментального 

сахарного диабета 2 типа 

 

В результате эксперимента на мышах ICR с индуцированной 

гипергликемией путем однократного введения СТЗ, соединением-лидером в 

эксперименте in vivo определен MgfII в дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг при 

однократном введении перед глюкозотолерантным крахмальным тестом. В 

продолжении исследования эффективности MgfII использовалось его 

многократное введение на экспериментальной модели СД2. Для этого была 

экспериментально воспроизведена модель СД2 у мышей C57BL/6 путем 

соблюдения ВЖД в течение 18-21 недели. После достижения метаболических 

нарушений у мышей на 18 неделю, вводился MgfII в дозах 0,005 мг/кг и 0,01 

мг/кг, в течение 4-х недель ежедневно перорально, в качестве препаратов 

сравнения с аналогичным пероральным режимом введения использовались 

метформин в дозе 200 мг/кг/сут и акарбоза в дозе 24 мг/кг/сут. Дозы метформина 

и акарбозы для перорального введения у мышей были рассчитаны, исходя из 

суточной дозы метформина для человека, составляющей 1000-1500 мг/сут, а 

также для акарбозы – 150 мг/сут, с учетом коэффициента перерасчета площадей 

тела человека и мыши [126]. 
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2.3.1 Животные 

 

Исследование по изучению эффективности MgfII на экспериментальной 

модели СД2 проводилось на 145 половозрелых самцах мышей C57BL/6 

возрастом 5-6 недель массой 20-22 г, свободных видоспецифичных патогенов. 

Перед проведением эксперимента животные проходили период адаптации в 

течение 14 дней, во время которого находились в комнате содержания животных 

барьерного типа (по 5 особей в клетке площадью 845 кв. см). В адаптационный 

период проводился ежедневный осмотр животных для регистрации и 

исключения из эксперимента животных, с отклонениями здоровья. Перед 

формированием групп проводился клинический осмотр. В 1 день эксперимента 

проводилось формирование групп. Животные распределялись по группам так, 

чтобы масса тела у животных между группами статистически не различалась. 

Каждому животному был присвоен индивидуальный номер, в соответствии с 

которым животному ставилась метка проколом ушной раковины.  

За стандарты содержания животных приняты стандарты, определенные 

Директивой 2010/63/EU по защите животных, используемых в научных целях. В 

качестве приемлемых границ параметров микроклимата в комнатах содержания 

животных приняты границы, определенные руководством The Guide for Care and 

Use of Laboratory Animals (National Academy Press, Washington D.C., 2011). 

Животные содержались в комнате содержания животных барьерной зоны в 

контролируемых условиях окружающей среды (температура 20-24°C, 

относительная влажность 30–70%, 12-часовой цикл освещения (08:00-20:00 – 

«день», 20:00-08:00 – «ночь») и, по крайней мере, 10-ти кратная смена объема 

воздуха комнаты в час). Температура и влажность постоянно контролировались 

в каждой комнате содержания животных автоматически с помощью системы 

Eksis Visual Lab (EVL, ОАО «Практик-НЦ», Россия). 

Животные содержались по 1 особи в клетках площадью 370 кв. см на 

автоклавированном подстиле. Фильтрованная системой Milli-RO (Millipore) вода 

давалась ad libitum. 
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2.3.1.1 Стандартная диета 

 

Животным контрольной группы на стандартной диете давался 

стандартный гранулированный корм для содержания лабораторных грызунов 

Velaz FORTI 1324 Maintenance Diet (Altromin Spezialfutter GmbH & Co KG, Im 

Seelenkamp 20, D-32791 Lage, Германия) (автоклавируемый) давался ad libitum в 

кормовое углубление крышки клетки.  

 

2.3.1.2 Высокожировая диета 

 

Животным из групп с моделированием экспериментального СД2 готовился 

высокожировой корм на основе стандартного гранулированного корма. 

Высокожировой корм давался животным в течение 21 недели, начиная с 1 дня 

эксперимента после периода адаптации. Для приготовления 1 кг 

высокожирового корма использовалось 700 г перемолотого корма Velaz FORTI 

1324 Maintenance Diet (Altromin Spezialfutter GmbH & Co KG, Im Seelenkamp 20, 

D-32791 Lage, Германия), 300 г свиного растопленного лярда (ЯНЬКОВЪ, 

Россия), подготовленная системой Milli-RO (Millipore, США) вода (350 мл) с 

добавлением 10 г пищевой соли (ОАО «Мозырьсоль», Беларусь) и 28,5 г 

глутамата натрия (Баба Клава, Россия). Формировались пищевые гранулы, 

которые подсушивались при температуре 50-60○С в течение 10-12 часов. Корм 

хранился в холодильнике при 4○C не более недели. Содержание жиров в рационе 

ВЖД было рассчитано, исходя из определенной производителем мышей 

C57BL/6J (Jackson Laboratory), использованных в данном исследовании, 

процента энергии, которую животные должны получить из жиров для 

достижения  диет-индуцированного ожирения, что составляет 60% калорий [80]. 

 

 

 



48 
 

2.3.2 Дизайн эксперимента 

 

2.3.2.1 Моделирование экспериментального сахарного диабета 2 типа 

 

Животным контрольной группы давалась стандартная диета (СТД). 

Животным экспериментальных групп давался высокожировой корм в течение 21 

недели. Для контроля развития метаболических нарушений, начиная со 2 недели 

диеты и далее еженедельно, у всех животных измерялся уровень глюкозы из 

цельного образца венозной крови. Взвешивание животных проводилось каждую 

неделю. 

 

2.3.2.2 Изучение эффективности MgfII на экспериментальной модели 

сахарного диабета 2 типа 

 

На 18 неделю проводилось повторное формирование групп, основываясь 

на массе тела животных. Из эксперимента были исключены животные на ВЖД, 

которые не достигли массы тела, равной 28 г. Таким образом, в эксперимент 

были включены по 18 животных для групп на ВЖД. Контрольная группа также 

состояла из 18 животных. 

Начиная с 18-й недели эксперимента животным ежедневно вводились 

дистиллированная вода, метформин (ООО НПО «ФармВИЛАР», Россия) в дозе 

200 мг/кг, акарбоза (Merck, Китай) в дозе 24 мг/кг или MgfII в дозах 0,01 мг/кг и 

0,005 мг/кг в зависимости от групповой принадлежности в течение 4-х недель 

(Таблица 2). Носитель (Фосфатный буфер, Пущинские лаборатории, Россия) 

вводился перорально группам № 1 и 2, в объеме 5 мл/кг. Метформин вводился 

перорально в дозе 200 мг/кг, в объеме 5 мл/кг. Акарбоза также вводилась 

перорально, в дозе 24 мг/кг, в объеме 5 мл/кг. MgfII вводился перорально в дозах 

0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг, в объеме 5 мл/кг. 

В период введения тестируемых веществ у животных еженедельно 

измерялось потребление корма и проводилось взвешивание. 
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Крахмальный тест и анализ мочи, инсулинорезистентный тест и 

функциональные тесты: локомоторная активность, сила хватания, ацетоновый 

тест (холодовая чувствительность), Фон-фрей (механическая чувствительность), 

Hot Plate (чувствительность к нагреванию) проводились на 17, 19 и 21 неделю 

исследования.  

На 17, 19 и 21 неделю исследования по 6 животных из каждой группы 

подвергали плановой эвтаназии. Перед эвтаназией животных анестезировали 

смесью Телазол100® (Зоэтис, Испания)/Ксила® (Interchemie werken "De Adelaar" 

BV, Нидерланды) внутримышечно, до достижения хирургической стадии 

анестезии. Проводился терминальный забор крови из нижней полой вены для 

биохимического анализа, взвешивание и коллекция органов и тканей. 

Таблица 2 – Группы и дозы животных в эксперименте по изучению 

эффективности MgfII на экспериментальной модели СД2 

 

№ Группа 
Диета Тестируемые 

вещества 
Доза 

1 Контроль СТД Носитель - 

2 СД2 ВЖД Носитель - 

 

3 
Метформин 200 мг/кг 

ВЖД 
Метформин 200 мг/кг 

4 Акарбоза 24 мг/кг ВЖД Акарбоза 24 мг/кг 

5 MgfII 0,005 мг/кг ВЖД MgfII 0,005 мг/кг 

6 MgfII 0,01 мг/кг ВЖД MgfII 0,01 мг/кг 

 

2.3.3 Манипуляции с животными 

 

Методы глюкометрии и крахмального теста описаны выше в пунктах 

«2.2.3.1 Глюкометрия» и «2.2.3.2 Крахмальный тест». 

 

2.3.3.1 Инсулинорезистентный тест 

 

Перед проведением инсулинорезистентного теста животные лишались 

корма на 4 часа. Тестирование проводилось во второй половине дня. Инсулин 

Апидра® (Sanofi-Aventis Deutschland GMBH, Германия) вводился подкожно в 
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дозе 0,75 МЕ/кг, объемом 5 мл/кг. Измерение глюкозы в образце крови из 

сосудов хвоста проводили через 0, 15, 30, 60 и 120 минут после введения 

инсулина. 

 

2.3.3.2 Регистрация локомоторной и исследовательской активности 

 

Регистрацию параметров общей локомоторной активности и 

исследовательской активности проводили в первой половине дня. Измерения 

выполнялись с помощью компьютерной установки OPTO-VARIMEX с 

программой Auto-Trek Version 4.2 (Columbus Instruments, США). При 

нахождении животного на открытой площадке актометра измеряли 

вертикальную активность и горизонтальную активность. 

 

2.3.3.3 Регистрация мышечной силы в тесте хватания Grip Strength 

 

Оценка мышечной силы хватания проводилась на приборе GRIP 

STRENGTH METER (Columbus Instruments, США). Животное помещалось над 

решеткой, подсоединенной к динамометру. Животному давали зацепиться 

передними, и затем задними лапами за решетку трижды, вследствие чего 

отображалась максимальная сила натяжения динамометра. Измерения 

выполняли после регистрации локомоторной и исследовательской активности. 

 

2.3.3.4 Изучение чувствительности к холоду 

 

Ацетон (Ясхим, Россия) наносили в объеме до 100 мкл на подошву задней 

конечности животных. Длительность реакций на охлаждение оценивалась в 

секундах. Количество реакций оценивалось по общей сумме облизываний и 

потряхиваний лапы. 
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2.3.3.5 Изучение чувствительности к механическому стимулу 

 

Механическая аллодиния по методу фон Фрея оценивалась электронным 

способом на приборе BIO-EVF (Bioseb, США). Так как прибор электронным 

способом регистрирует давление с помощью плетизмографа, использовался один 

наконечник. Перед оценкой чувствительности животному давали адаптироваться 

на мелкой решетке в течение 5 минут. Далее, когда животное спокойно 

располагало задние лапы на решетке, к подошвам обеих лап поочередно 

подносился наконечник прибора и производилось надавливание. При 

увеличении силы давления животное отдергивало лапу, и на приборе 

отображалась сила давления. Для увеличения точности измерения надавливание 

повторялось 3 раза. 

 

2.3.3.6 Изучение чувствительности к нагреванию 

 

Тест выполняли с помощью прибора Hot-Plate analgesia meter (Columbus 

Instruments, США). Для проведения теста животное помещали в камеру на 

нагретую площадку прибора (с температурой 50 ± 0,1°C и размером 25.3 × 25.3 

см) и регистрировали латентное время облизывания передней лапы, 

отдергивания задней лапы и первый прыжок. После прыжка животное 

извлекалось из прибора и тестирование оканчивалось.  

 

2.3.3.7 Диурез 

 

За день перед крахмальным тестом животных помещали в метаболические 

клетки (Tecniplast, США) на ночь, на период 19-22 часов для регистрации 

спонтанного диуреза и сбора мочи. При нахождении в метаболической клетке 

корм животным не давался, предоставлялся свободный доступ к воде. Объем 

выделенной мочи замеряли на следующий день для определения суточного 

диуреза. 
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2.3.3.8 Офтальмоскопия 

 

Офтальмоскопия проводилась на 17 неделю эксперимента с помощью pen-

scope® Riester (Германия). 

 

2.3.3.9 Забор крови 

 

Животных анестезировали смесью Телазол100® (Зоэтис, Испания) / 

Ксила® (Interchemie werken "De Adelaar" BV, Нидерланды), внутримышечно, для 

достижения хирургической стадии анестезии. Образец крови забирался из 

нижней полой вены. Кровь помещали в пробирку и давали свернуться в течение 

40-60 минут. После свертывания крови, пробы центрифугировали в течение 15 

минут при +4○С для получения сыворотки. Для последующего биохимического 

анализа сыворотку замораживали и хранили при -20○С до момента измерения. 

Для иммуноферментного анализа сыворотку замораживали и хранили при -70○С 

до момента измерения. 

 

2.3.3.10 Биохимический анализ 

 

В сыворотке крови определяли показатели: аланинаминотрансфераза (АЛТ), 

аспартатаминотрансфераза (АСТ), креатинин, щелочная фосфатаза (ЩФ), 

мoчевину, триглицериды, билирубин общий, неэтерифицированные жирные 

кислоты (НЭЖК), липопротеины высокой плотности (ЛПВП), холестерин. 

Измерения проводили на автоматическом биохимическом анализаторе Sapphire-

400 (Tokyo Boeki LTD, Япония) с использованием соответствующих для каждого 

параметра наборов реагентов Randox GB.  

 

2.3.3.11 Иммуноферментный анализ сыворотки 

 

В сыворотке крови иммуноферментным методом определяли показатели: 

HbA1c, инсулин при помощи коммерческих наборов для мышей Cloud-Clone 
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Corp (БелкиАнтитела, Россия). Измерения проводили с использованием и 

спектрофотометра Multiskan™ GO (Termo Scientific). 

 

2.3.3.12 Общий анализ мочи 

 

Общий анализ мочи выполняли полуколичественно и качественно с 

помощью стрип-теста полосками Pocketchem Aution Sticks 10 EA (ARKRAY 

Factory, Inc., Япония) по следующим показателям: Глюкоза, мг/дл, Удельный 

вес, Общий белок, мг/дл, Кровь, мг/дл, pH Билирубин, мг/дл, Кетоны, мг/дл, 

Уробилиноген, мг/дл, Нитриты, качественно, Лейкоциты, кл/мкл. 

 

2.3.3.13 Масса органов 

 

У всех животных при некропсии взвешивали сердце, печень, селезенка, 

семенники, почки и жировую ткань, окружающую придатки семенников. Почки 

и семенники взвешивали вместе. Масса тела животного, зарегистрированного 

перед некропсией, использовалась для расчета относительной массы взвешенных 

органов. 

 

2.3.3.14 Коллекция органов 

 

Почки, сердце, аорта, печень, поджелудочная железа и жировая ткань, 

окружающая придатки семенников, были помещены в 10% формалин. Ткани 

собранных органов заливались в парафин и резались на срезы, окрашивались 

гематоксилином. Полученные срезы были изучены с помощью световой 

микроскопии на микроскопе DMLA Leica (Германия). Микрофотографии 

гистологических препаратов получали с помощью камеры высокого разрешения 

Axiocam 305 color (Carl Zeiss, Германия) и программного обеспечения ZEN 2.6 

lite (Carl Zeiss, Германия). 
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2.3.3.15 Подсчет диаметра адипоцитов 

 

На срезах висцерального жира производили измерение размеров 100 адипоцитов 

в 15–20 случайных полях зрения. Измерение проводилось с помощью 

программного обеспечения ImageJ (США).  
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Глава 3. Результаты 

 

3.1 Эффективность ингибиторов α-амилаз на экспериментальной модели 

гипергликемии 

 

Гипергликемия достигалась путем введения стрептозоцина (СТЗ), β-

клеточного токсина, самцам мышей ICR. У животных, которым вводился 

стрептозоцин, наблюдалось повышение концентрации глюкозы в крови натощак 

на 7 день исследования до 16,6 ммоль/л, по сравнению с концентрацией глюкозы 

до введения СТЗ, составляющей 6,9 ммоль/л в среднем (Рисунок 6). На 14 день 

после введения СТЗ, у животных наблюдалось значительное повышение 

концентрации глюкозы в среднем до 19,6 ммоль/л. 

 

Рисунок 6 – Концентрация глюкозы при моделировании гипергликемии после 

введения СТЗ, ммоль/л.  

Примечание – результаты представлены как средние значения ± стандартное 

отклонение. *p<0,05 относительно контрольной группы (t-тест Стьюдента). 

Через 14 дней после введения стрептозотоцина, из эксперимента были 

исключены 30% животных, у которых концентрация глюкозы в крови натощак 

не достигла 15 ммоль/л. Оставшиеся животные были распределены на 

экспериментальные группы так, чтобы концентрация глюкозы в крови 

статистически не различалась между группами.  

Животные были лишены корма на 4 часа перед началом крахмального 

теста. Во время крахмального теста у животных гипергликемической группы 

наблюдалось повышение абсолютного значения концентрации глюкозы в 
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течение 2 часов после введения крахмала (Таблица 3). Введение препарата 

сравнения акарбозы в дозе 24 мг/кг проявило эффективность в снижении 

постпрандиальной концентрации глюкозы (Рисунок 7). 

Животные, которым вводился Mgf в дозе 0,005 мг/кг перорально за 45 

минут до крахмального теста, показали снижение абсолютного значения 

концентрации глюкозы через 90 и 120 минут после введения крахмала по 

сравнению с гипергликемическими животными. MgfII, вводимый в дозе 0,01 

мг/кг за 45 минут до крахмального теста, снижал постпрандиальный уровень 

глюкозы с 30 минуты крахмального теста. При введении MgfII в дозе 0,01 мг/кг 

за 45 минут до крахмального теста, постпрандиальная концентрация глюкозы в 

течение 2 часов проведения теста была значительно ниже, чем у животных с 

введением носителя и индуцированной гипергликемией. MgfII в дозе 0,005 мг/кг, 

который вводился за 45 минут до начала крахмального теста, снизил 

концентрацию глюкозы на 30 и 90 минутах по сравнению гипергликемическими 

животными, и не привел к повышению уровня глюкозы после введения крахмала 

относительно начального уровня глюкозы. 
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Таблица 3 – Абсолютные значения концентрации глюкозы в крахмальном тесте, 

ммоль/л 

Группа 

(препарат, доза, время введения до 

теста) 

До введения 

крахмала 30 минут 

60 

минут 

90 

минут 

120 

минут 

1 – контроль 6,6±0,7 7,7±0,8 7,8±1,3 7,4±0,7 7±0,7 

2 – гипергликемия 19,2±1,6 23,8±1,8 24,1±2,9 24±2,3 23,2±3 

3 – Mgf 0,1 мг/кг, 45 минут 18,4±2,8 22,1±3,3 21,6±2,7 21,2±2,7 20,5±2,8 

4 – Mgf 0,01 мг/кг, 45 минут 21±3,2 24,1±3 23,6±3 23,8±2,7 23,6±2,9 

5 – Mgf 0,005 мг/кг, 45 минут 19,2±3,9 21,2±3,2 21,5±3,4 20,4±3,6# 19,6±3,4# 

6 – Mgf 0,0025 мг/кг, 45 минут 21,8±2,5 24,7±2,1 24,7±1,8 24,4±2,4 23,2±3,4 

7 – Mgf 0,001 мг/кг, 45 минут 21,1±2,3 23,9±2,4 25,1±2,9 24,5±3 23,7±2,3 

8 – MgfII 0,01 мг/кг, 45 минут 20±2,1 20,7±1,2# 20,6±1,5# 20,1±2# 17,3±5,2# 

9 – MgfII 0,005 мг/кг, 45 минут 19,1±2,8 18,9±4,5# 18,5±5,9 18,9±5,3# 18±5,3 

10 – MgfII 0,001 мг/кг, 45 минут 19±1,9 21,5±3,9 25±2,6# 23,6±3,5# 22,7±4,1# 

11 – MgfII 0,0005 мг/кг, 45 минут 20,2±1,7 23±2,5# 23,5±3,4# 23,1±3,8# 21,9±4,4 

12 – MgfII 0,0001 мг/кг, 45 минут 20,4±1,5 24,9±1 26,2±1,5# 25,9±0,9# 22,2±3,2 

Примечание – результаты представлены как средние значения ± стандартное 

отклонение. #p<0,05 относительно группы гипергликемии согласно t-тесту 

Стьюдента. 

На рисунке 7 представлены концентрации глюкозы в крови при 

проведении крахмального теста с эффективными дозами исследуемых пептидов. 

А 

 

Б 

 

Рисунок 7 – Концентрация глюкозы в крахмальном тесте, ммоль/л. Тестируемые 

вещества вводились за 45 минут до начала теста. Введение эффективной дозы 

Mgf (А) и введение эффективных доз MgfII (Б).  

Примечание – результаты представлены как средние значения ± стандартная 

ошибка среднего. *p<0,05 относительно группы гипергликемии (t-тест 

Стьюдента). 
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Исходя из абсолютных значений концентрации глюкозы в крахмальном 

тесте на 0, 30, 60, 90 и 120 минуту, подсчитывались площади под графиками 

концентрации глюкозы (Рисунок 8). Обнаружено, что акарбоза, и дозы Mgf и 

MgfII, снижавшие постпрандиальный уровень глюкозы в крахмальном тесте, 

аналогично снижают площадь под графиком концентрации глюкозы 

относительно гипергликемических животных. Однако, Mgf проявляет 

эффективность в дозе 0,005 мг/кг, но при исследовании более низких доз не 

проявляет антигипергликемической активности. В то же время, MgfII проявляет 

антигипергликемическую активность в дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг. Также 

стоит отметить, что MgfII в дозе 0,01 мг/кг проявляет большую активность в 

снижении постпрандиального уровня глюкозы, чем акарбоза, в то время как Mgf 

в дозе 0,005 мг/кг проявляет активность сопоставимо с акарбозой (Рисунок 7). 
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Рисунок 8 – Площадь под графиком (AUC) концентрации глюкозы при 

проведении крахмального теста, ммоль/л. Тестируемые вещества вводились за 

45 минут до начала теста – перорального введения крахмала. Исследуемые дозы 

Mgf (А) и исследуемые дозы MgfII (Б).  

Примечание – результаты представлены как средние значения ± стандартная 

ошибка среднего. *p<0,05 относительно группы гипергликемии (t-тест 

Стьюдента). 

Таким образом, соединением-лидером стал MgfII в дозах 0,01 мг/кг и 0,005 

мг/кг. Эффективная доза Mgf при однократном пероральном введении составила 

0,005 мг/кг, однако при повышении или понижении дозы гипогликемическая 

активность Mgf снижается, в отличие от MgfII (Рисунок 7). Поэтому дальнейшее 

исследование эффективности проводилось для пептида MgfII в дозах 0,005 мг/кг 
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и 0,01 мг/кг при его 4-х недельном пероральном введении на экспериментальной 

модели СД2. 

 

3.2 Моделирование экспериментального сахарного диабета 2 типа 

 

Для изучения эффективности MgfII была воспроизведена 

экспериментальная модель СД2. На втором этапе использовались мыши 

C57BL/6J, которые содержались на высокожировой диете в течение 21 недели. 

Введение MgfII и препаратов сравнения начиналось с 18 недели исследования. В 

процессе моделирования у животных еженедельно отслеживалась масса тела и 

уровень глюкозы натощак. На протяжении всего эксперимента гибели животных 

не наблюдали.  

В начале исследования средняя масса тела животных во всех группах была 

одинаковой. Начиная с 14 недели нахождения животных на высокожировой 

диете (группа СД2), наблюдалось значительное увеличение прироста массы тела 

по сравнению с животными на стандартной диете группы контроль (Рисунок 9). 

При содержании животных на ВЖД наблюдалось достоверное увеличение массы 

тела: к концу 17-й недели масса тела составляла в среднем 31 г. 
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Рисунок 9 – Масса тела (А) и прирост массы тела (Б) в период моделирования 

сахарного диабета 2 типа; масса тела на 17 неделю исследования (В). 

Примечание – результаты представлены как средние значения ± стандартное 

отклонение.  p<0,05 относительно контрольной группы (t-тест Стьюдента). 

Повышение концентрации глюкозы натощак в крови у животных группы 

СД2 наблюдалось уже со 2 до 21 недели исследования, и составляло на 2 

неделю исследования в среднем 10 ммоль/л. На 17 неделю, перед введением 

тестируемых веществ, среднее значение уровня глюкозы у животных натощак 

составляло в среднем 12 ммоль/л (Рисунок 10). 
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Рисунок 10 – Концентрация глюкозы в крови в период моделирования СД2 (А) 

и концентрация глюкозы в крови на 17 неделю моделирования сахарного 

диабета 2 типа (Б).  

Примечание – результаты представлены как средние значения ± стандартное 

отклонение.  p<0,05 относительно контрольной группы (t-тест Стьюдента). 

На 17 неделю исследования из групп, находящихся на ВЖД, были 

исключены животные с массой тела менее 27 г. Далее в эксперименте 

участвовали по 22 животных в группах на ВЖД (Таблица 1).   

Животные на ВЖД демонстрировали повышение не только тощакового 

уровня глюкозы, но и постпрандиального уровня глюкозы. После введения 

крахмала животным группы СД2 пиковое значение глюкозы было более 

выражено по сравнению с контрольной группой. Аналогично, площадь под 

графиком концентрации глюкозы при проведении крахмального теста была 

значительно выше в группе СД2 на 17 неделю ВЖД по сравнению с контролем 

(Рисунок 11). 
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Рисунок 11 – Крахмальный тест у животных на 17 неделю моделирования 

экспериментального СД2. Абсолютные значения концентрации глюкозы в крови 

после введения крахмала (А); площадь под графиком концентрации глюкозы при 

проведении крахмального теста (Б).  

Примечание –  p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-

Whitney). 

При соблюдении ВЖД в течение 17 недель, животные демонстрировали 

снижение чувствительности к инсулину. При введении инсулина, концентрация 

глюкозы в крови восстанавливалась более выражено у животных на ВЖД, 

начиная с 60 минуты теста, чем в контрольной группе. Однако площадь под 

кривой концентрации глюкозы при проведении инсулинорезистентного теста не 

отличалась контрольной группы (Рисунок 12). Таким образом, у животных на 17 

неделю ВЖД намечается тенденция к снижению чувствительности к инсулину: 

по нормированным значениям концентрации глюкозы заметно более 

выраженное повышение ее концентрации через 60 и 120 минут после введения 

инсулина по сравнению с контролем. 
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Рисунок 12 – Инсулинорезистентный тест у животных на 17 неделю 

исследования, в группе СД2 применение ВЖД в течение 17 недель. Абсолютные 

значения концентрации глюкозы после введения инсулина (А); нормированные 

значения концентрации глюкозы после введения инсулина (Б); площадь под 

графиком (AUC) абсолютных значений концентрации глюкозы после введения 

инсулина (В).  

Примечание – *p<0,05 относительно контрольной группы согласно тесту Mann-

Whitney. 

Итак, на 17 неделю ВЖД у мышей наблюдались признаки метаболических и 

физиологических нарушений, характерных для развития СД2: гипергликемия 

при измерении тощакового и постпрандиального уровня глюкозы, увеличение 

массы тела и прироста массы тела, тенденция к развитию 

инсулинорезистентности. В связи с такими результатами, было решено начать 

введение тестируемых веществ на фоне моделирования экспериментального СД2 

с 18 недели ВЖД. 
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3.3 Эффективность MgfII на экспериментальной модели сахарного диабета 

2 типа 

 

Для исследования эффективности MgfII, при достижении метаболических 

нарушений на 18 неделю животные, содержащиеся на ВЖД, были повторно 

разделены на четыре экспериментальные группы: с введением MgfII в дозах 

0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг, а также препаратов сравнения. В качестве одного 

препарата сравнения использовалась акарбоза, ингибитор α-амилаз, 

лекарственный препарат с механизмом действия, аналогичным MgfII. Вторым 

препаратом сравнения был выбран метформин, представляющий собой 

противодиабетический препарат, способный контролировать глюконеогенез и 

чувствительность тканей к инсулину. Препараты сравнения имеют разные 

механизмы действия, но относятся к пероральным антигипергликемическим 

препаратам, которые применяются на регулярной основе при СД2. Таким 

образом, на фоне развития экспериментального СД2, животным с 18 недели 

перорально ежедневно вводились MgfII, метформин или акарбоза в течение 4-х 

недель. 

 

3.3.1 Влияние MgfII на прирост массы тела 

 

Метформин в дозе 200 мг/кг, и MgfII в дозе 0,01 мг/кг при ежедневном 

пероральном введении значительно снижали массу тела животных на 4 неделе 

введения. У животных группы контроля и СД2 наблюдался положительный 

прирост массы тела в период с 18 по 21 неделю исследования, с увеличением 

прироста массы тела в группе СД2 (Рисунок 13). Все тестируемые вещества при 

ежедневном пероральном введении демонстрировали отрицательный прирост 

массы тела как через 2, так и через 4 недели. Прирост массы тела был 

значительно снижен у группы с введением метформина в дозе 200 мг/кг как по 

сравнению с диабетическими животными, так и контрольными. Введение 

акарбозы и MgfII в обеих дозах привело к значительному снижению прироста 
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массы тела относительно группы СД2, в то же время прирост массы тела был 

сопоставим с контрольными значениями.  

А 
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Рисунок 13 – Масса тела в период введения тестируемых веществ (А) и 

относительный прирост массы тела в сравнении с 18 неделей эксперимента (Б). 

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение.  p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney); 

#p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). 

 

3.3.2 Влияние MgfII на потребление корма 

 

 Потребление корма было значительно снижено у всех групп, которым в 

течение недели вводились тестируемые вещества, относительно групп контроль 

и СД2. Через 2, 3 и 4 недели введения тестируемых веществ замечено 

повышение потребления корма у групп с введением тестируемых веществ 

относительно первой недели, однако во всех группах на ВЖД потребление корма 

остается сниженным по сравнению со стандартной диетой. Однако если 

рассмотреть перерасчет потребления корма в энергетическую ценность, то 

группы животных на ВЖД потребляли такое же количество калорий, что и 
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животные на стандартной диете, за исключением метформина через одну неделю 

введения (Рисунок 14). 

 

Рисунок 14 – Потребление корма в период введения тестируемых веществ (А) 

г/кг/сут, (Б) ккал/кг/сут.  

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney). 

 

3.3.3 Антигипергликемические свойства MgfII 

 

Гипергликемия наблюдалась во всех группах животных на ВЖД. 

Пероральное введение в течение 2 и 4 недель метформина, акарбозы и MgfII в 

дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг значительно снижало концентрацию глюкозы в 

крови натощак, но концентрация глюкозы в крови не достигала контрольных 

значений на фоне применения тестируемых веществ (Рисунок 15). 
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Рисунок 15 – Уровень глюкозы натощак в период введения тестируемых 

веществ. Примечание – данные представлены как среднее значение ± 

стандартное отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-

Whitney); #p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). 

 Крахмальный тест проводился на 19 и 21 неделю эксперимента, через 2 и 4 

недели введения тестируемых веществ. В день крахмального теста метформин, 

акарбоза и MgfII вводились за 45 минут до начала тестирования. В группе 

прослеживалось СД2 значительное повышение постпрандиального уровня 

глюкозы и общей площади под графиком концентрации глюкозы на 19 и 21 

неделю ВЖД (Рисунок 16). В то время как препараты сравнения метформин и 

акарбоза демонстрировали значительное снижение пиковой концентрации 

глюкозы через 2 и 4 недели их введения. MgfII в дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг 

проявил антигипергликемический эффект наравне с акарбозой. На основании 

полученных результатов можно заключить, что MgfII снижает концентрацию 

глюкозы в крови не только постпрандиально, но и натощак, при многократном 

пероральном введении. 
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Рисунок 16 – Крахмальный тест. Абсолютные значения концентрации глюкозы 

в крови после введения крахмала на 19 неделю (А) и 21 неделю (В) 

исследования. Общая площадь под графиком концентрации глюкозы при 

проведении крахмального теста на 19 неделю (Б) и 21 неделю (Г) исследования.  

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney); 

#p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). 
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3.3.4 Влияние MgfII на инсулинорезистентность 

 

 Инсулинорезистентный тест проводился на 19 и 21 неделю эксперимента, 

когда введение тестируемых веществ происходило в течение 2 и 4 недель. ВЖД 

в течение 19 недель и 21 недели привело к более выраженному повышению 

концентрации глюкозы после введения инсулина по сравнению с контрольной 

группой (Рисунок 17). Площадь под графиком концентрации глюкозы после 

введения инсулина была значительно выше в группе СД2. Итак, площадь под 

графиком у группы СД2 была значительно выше на 19 неделе и 21 неделе 

исследования по сравнению с контрольной группой, что может 

свидетельствовать о развитии инсулинорезистентности на 19 и 21 неделю 

применения ВЖД. Введение в течение 4 недель метформина, акарбозы и MgfII в 

дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг привело к значительному снижению концентрации 

глюкозы в крови при моделировании экспериментального СД2 после введения 

инсулина в инсулинорезистентном тесте. Введение MgfII и препаратов 

сравнения в течение 2 недель не привело к снижению инсулинорезистентности, 

однако площадь под графиком концентрации глюкозы была значительно ниже у 

групп с введением метформина, акарбозы и MgfII в дозе 0,01 мг/кг. Таким 

образом, MgfII снижает инсулинорезистентность при его длительном 

пероральном введении на фоне ВЖД у мышей с экспериментальным СД2. 
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Рисунок 17 – Инсулинорезистентный тест. Абсолютные значения концентрации 

глюкозы в крови после введения инсулина на 19 неделю (А) и 21 неделю (В) 

исследования. Площадь под графиком концентрации глюкозы при проведении 

инсулинорезистентного теста на 19 (Б) и 21 (Г) неделю исследования. 

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney); 

#p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). 



72 
 

3.3.5 Эффективность MgfII на чувствительность к холоду, механическому 

стимулу и нагреванию 

 

Применение ВЖД в течение 17, 19 и 21 недели привело к повышению 

чувствительности к холоду у животных. При нанесении ацетона на заднюю 

конечность, у животных группы СД2 отмечалось значительное увеличение 

продолжительности реакций относительно контрольной группы. Пероральное 

введение MgfII в дозе 0,01 мг/кг в течение 4 недель привело к значительному 

снижению продолжительности реакций на охлаждение на фоне 

экспериментального СД2 (Рисунок 18). 

 

Рисунок 18 – Чувствительность животных к охлаждению при нанесении 

ацетона на заднюю конечность до введения и в период введения тестируемых 

веществ в течение 2 и 4 недель на фоне экспериментального СД2.  

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney); 

#p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). 

Применение ВЖД в течение 19 и 21 недели привело к значительному 

повышению чувствительности задних конечностей животных к механической 

стимуляции филаментами фон Фрея. Введение тестируемых веществ не оказало 

значимого влияния на предотвращение развития чувствительности к 

механическим стимулам, однако при пероральном введении MgfII в дозе 0,01 
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мг/кг в течение 4 недель не наблюдалось значительных отличий от контрольной 

группы в силе давления филаментов (Рисунок 19). 

 

Рисунок 19 – Чувствительность к механическому стимулу до введения и в 

период введения тестируемых веществ в течение 2 и 4 недель на фоне 

экспериментального СД2.  

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney). 

Чувствительность к нагреванию была повышена у животных с 

экспериментальным СД2: латентное время подпрыгивания на горячей пластине 

было значительно снижено при моделировании экспериментального СД2 по 

сравнению с контролем. Введение метформина в течение 4 недель привело к 

повышению времени нахождения животных на горячей пластине до уровня 

контрольных животных. Введение MgfII в дозе 0,005 мг/кг в течение 2 и 4 недель 

и в дозе 0,01 мг/кг – в течение 2 недель, привело к повышению времени 

нахождения животных на горячей пластине при моделировании 

экспериментального СД2 (Рисунок 20). 
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Рисунок 20 – Чувствительность к нагреванию у животных в тесте Hot Plate 

(температура нагревания 50○С) до введения и в период введения тестируемых 

веществ в течение 2 и 4 недель на фоне экспериментального СД2.  

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney); 

#p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). 

 Таким образом, у животных на ВЖД наблюдается характерная картина 

развития диабетической полинейропатии: повышение чувствительности к 

охлаждению и нагреванию конечностей, механическим стимулам, что может 

быть связано с микрососудистыми осложнениями на фоне гипергликемии. 

Введение MgfII на фоне развития экспериментального СД2 наметило тенденции 

к восстановлению нормальной реакции животных к нагреванию и охлаждению 

конечностей, в то время как метформин проявил более слабый эффект только в 

тесте на горячей пластине.  

 

3.3.6 Влияние MgfII на биохимические показатели липидного обмена в 

сыворотке крови 

 

Применение ВЖД в течение 17, 19 и 21 недели у животных группы СД2 

привело к значительному повышению уровня холестерина, триглицеридов и 

ЛПНП (Рисунок 21). Введение тестируемых веществ не оказало влияния на 
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концентрацию холестерина и ЛПНП. Пероральное введение MgfII в дозе 0,01 

мг/кг в течение 4 недель привело к снижению триглицеридов на фоне ВЖД. 

Таким образом, как предполагалось, длительное применение ВЖД 

нарушает липидный профиль сыворотки крови у животных. Однако 

гипогликемические пероральные препараты не позволили восстановить 

нормальный уровень холестерина и ЛПНП, за исключением MgfII, который 

снизил концентрацию триглицеридов. 

А 

 

Б 

 

В 

 

Рисунок 21 – Параметры биохимии сыворотки крови до введения и при 

введении тестируемых веществ в течение 2 и 4 недель на фоне 

экспериментального СД2. Концентрация холестерина (А); концентрация ЛПНП 

(Б); концентрация триглицеридов (В) в сыворотке крови.  

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney); 

#p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). 
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3.3.7 Влияние MgfII на патофизиологические показатели ожирения 

 

 У животных группы СД2, начиная с 17 недели ВЖД, наблюдалось 

значительное повышение коэффициента массы висцеральной жировой ткани 

относительно контрольной группы (Рисунок 22). Введение метформина, начиная 

со 2 недели снизило коэффициент массы жировой ткани по сравнению с группой 

СД2. Пероральное введение MgfII в дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг привело к 

значительному снижению коэффициента массы жировой ткани с 4 недели его 

применения на фоне ВЖД. 

 

Рисунок 22 – Коэффициент массы жировой ткани, окружающей придатки 

семенников до введения и при введении тестируемых веществ в течение 2 и 4 

недель.  

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney); 

#p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). 

 У животных, находящихся на ВЖД в течение 17-21 недели, значительно 

увеличился средний диаметр адипоцитов висцерального жира (Рисунок 23). 

Пероральное введение метформина, акарбозы и MgfII в дозах 0,005 мг/кг и 0,01 

мг/кг через 4 недели снизило диаметр адипоцитов висцерального жира на фоне 

ВЖД. 

Таким образом, исследуемые гипогликемические пероральные препараты 

позволили снизить массу висцеральной жировой ткани на фоне ВЖД, несмотря 

на отсутствие эффективности в отношении липидных показателей сыворотки.
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Рисунок 23 – Показатели ожирения до введения и при введении тестируемых 

веществ в течение 2 и 4 недель. А – диаметр адипоцитов висцерального жира. 

Примечание – данные представлены как среднее значение ± стандартное 

отклонение. p<0,05 относительно контрольной группы (тест Mann-Whitney); 

#p<0,05 относительно группы СД2 (тест Mann-Whitney). Б – микрофотографии 

висцеральной жировой ткани, окраска гематоксилином и эозином, увеличение 

100х. 
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Глава 4. Обсуждение результатов 

 

Отличительной характеристикой сахарного диабета является повышенный 

уровень глюкозы в крови из-за дефицита концентрации и/или чувствительности 

к инсулину [163]. Значительное повышение глюкозы в крови после приема пищи 

у людей с сахарным диабетом является причиной нарушения антиоксидантной 

защиты и следующего развития множества патологических процессов [50, 76, 77, 

101, 131, 142, 156]. Эти патологические процессы связаны с микро- и 

макрососудистыми нарушениями, вследствие чего снижаются функции многих 

жизненно важных органов: почек, сердечно-сосудистой системы, сетчатки и 

нервной системы, кожи. Фиброз печени и фиброз легких, когнитивная 

дисфункция появляются как новые патологии, развивающиеся при 

гипергликемии вторично [85, 110, 123, 142]. Поэтому в терапии сахарного 

диабета важно контролировать постпрандиальный уровень глюкозы с целью 

снижения образования конечных продуктов гликирования, которые 

идентифицированы как основной фактор риска сердечно-сосудистых 

осложнений у пациентов с диабетом. Потребность в разработке 

гипогликемических препаратов с меньшим количеством побочных эффектов до 

сих пор не удовлетворена из-за ограниченной эффективности или недостатков в 

имеющихся терапевтических препаратах [165]. Прослеживается тенденция 

поиска природных гипогликемических препаратов из природного сырья для 

терапии сахарного диабета, и некоторые из них уже показали свою 

эффективность in vitro и in vivo [115, 134, 139, 140, 163].  

В рамках проведенного исследования на экспериментальной модели 

гипергликемии и экспериментального СД2 была изучена эффективность 

пептидов Mgf и MgfII, которые известны своей высокой ингибирующей 

активностью в отношении слюнных и панкреатических α-амилаз in vitro [14, 66]. 

Mgf и MgfII, пептидные ингибиторы α-амилаз, обнаруженные в яде морской 

анемоны Heteractis magnifica отличаются более выраженной ингибиторной 

активностью относительно слюнной и панкреатической α-амилаз 
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млекопитающих in vitro, чем акарбоза [114]. Основным препятствием для работы 

пептидных ингибиторов α-амилаз является pH желудка и протеолитические 

ферменты. Ферменты желудочно-кишечного тракта являются основными 

источниками деградации пероральных пептидов, но для проявления их эффекта 

им необходим оптимальный рН [174]. Mgf и MgfII, аналогично недавно 

открытому пептидному ингибитору α-амилаз хелиантамиду, имеют 

превосходную устойчивость к нагреванию и низкому pH. Вероятно, эта 

устойчивость связана с наличием гидрофобных аминокислот, которые 

стабилизируют контакт активного центра с α-амилазой, а наличие дисульфидных 

мостиков делает хелиантамид, Mgf и MgfII устойчивыми к гидролазам [108]. В 

связи с высокой эффективностью ингибирования α-амилаз и высокой 

вероятностью устойчивости в желудке млекопитающих, Mgf и MgfII имеют 

потенциал перорального применения в клинике. Открывающиеся возможности 

позволили изучить эффективность Mgf и MgfII на экспериментальных моделях 

СД2 при их пероральном способе введения.  

Способность Mgf и MgfII снижать постпрандиальный уровень глюкозы in 

vivo была изучена в крахмальном пероральном тесте у гипергликемических 

животных. Стандартная методика исследования веществ, влияющих на 

всасывание глюкозы в желудочно-кишечном тракте, в том числе ингибиторов α-

гликозидаз, предполагает использование мальтозы в дозе 3 г/кг при пероральном 

введении у животных [17]. Однако в настоящем исследовании для Mgf и MgfII 

была исследована ингибиторная активность в отношении α-амилаз. Субстратом 

для α-амилаз являются полисахариды, также имеющие α-1,4 гликозидные связи, 

поэтому в качестве имитации потребления пищи животными использовался 

крахмал, а не мальтоза. 

В качестве препарата сравнения в проведенном исследовании 

использовалась акарбоза в дозе 24 мг/кг, как наиболее широко используемый 

ингибитор α-гликозидаз, имеющий также ингибиторную активность в 

отношении α-амилаз [118]. Среди существующих ингибиторов α-амилаз, еще ни 

один препарат не зарегистрирован для клинического применения, поэтому в 
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качестве препарата сравнения применялся ингибитор α-гликозидаз акарбоза, 

которая также ингибирует α-1,4 гликозидные связи, как Mgf и MgfII. С целью 

определения эффективной дозы пептидов для in vivo исследований 

использовались дозы рекомбинантного Mgf, составляющие 0,1 мг/кг, 0,01 мг/кг, 

0,005 мг/кг, 0,0025 мг/кг, 0,001 мг/кг и дозы рекомбинантного MgfII, 

составляющие 0,01 мг/кг, 0,005 мг/кг, 0,001 мг/кг, 0,0005 мг/кг и 0,0001 мг/кг при 

пероральном способе введения. Дозы вводились животным за 45 минут перед 

проведением крахмального теста. 

Было предположено, что Mgf и MgfII значительно замедляют расщепление 

крахмала, и, следовательно, снижают постпрандиальную концентрацию глюкозы 

в крови после поступления пищи. В пероральном крахмальном тесте определена 

эффективная доза Mgf – 0,005 мг/кг. При введении Mgf в дозе 0,005 мг/кг 45 

минут перед крахмальным тестом изменения в концентрации глюкозы были 

равны изменениям концентрации глюкозы у контрольных животных и у 

животных с введением акарбозы. Эффективные дозы MgfII – 0,01 мг/кг и 0,005 

мг/кг, вводимые за 45 минут до крахмального теста, снижали постпрандиальный 

уровень глюкозы эффективнее, чем акарбоза в дозе 24 мг/кг. Таким образом, 

эффективные дозы, определенные для Mgf – 0,005 мг/кг и для MgfII – 0,01 мг/кг 

и 0,005 мг/кг. Стоит отметить, что для Mgf и MgfII проводилось исследование 

безопасности и острой токсичности, в результате которого не выявлено 

нежелательных явлений в диапазонах доз до 2 мг/кг при однократном 

пероральном и внутривенном введении у мышей ICR [66]. Таким образом, 

эффективные дозы для перорального однократного введения Mgf и MgfII в 400 и 

200 раз меньше исследованных безопасных доз. 

При уменьшении доз пептидов, эффективного снижения 

постпрандиального уровня глюкозы не наблюдается, что, вероятно, связано с 

недостаточной насыщенностью α-амилазы пептидами. Однако повышение дозы 

Mgf до 0,1 мг/кг и 0,01 мг/кг также не продемонстрировало значительного 

снижения постпрандиального уровня глюкозы, что может быть связано с 

характерным куполообразным эффектом. Куполообразный эффект является 



81 
 

характерным для пептидных молекул и, вероятно, связан с принципом обратной 

связи [166]. 

В настоящей диссертационной работе не ставилась задача по изучению 

фармакокинетики Mgf и MgfII, поэтому выдвигаются следующие 

предположения по влиянию исследованных пептидов на 

инсулинорезистентность и концентрацию глюкозы натощак. Задержка 

переваривания углеводов и расщепление олигосахаридов с помощью α-

гликозидаз и α-амилаз приводит к тому, что непереваренные углеводы 

достигают нижних отделов тонкой кишки и стимулируют секрецию GLP-1. Этот 

кишечный гормон задерживает опорожнение желудка, снижает секрецию 

глюкагона и регулирует секрецию инсулина, которая фактически зависит от 

концентрации глюкозы в крови. Этот сигнальный путь может частично 

объяснить, почему длительное лечение акарбозой приводит к снижению не 

только постпрандиальной, но и тощаковой глюкозы [82]. Можно предположить, 

что введение адекватных доз высоковязкой растворимой клетчатки 

глюкоманнана или ингибирующих амилазу фитохимических веществ, будут 

имитировать эффект акарбозы или других фармацевтических ингибиторов α-

гликозидазы. Однако глюкоманнан имеет потенциальный недостаток – он 

препятствует всасыванию некоторых совместно принимаемых лекарств или 

жирорастворимых витаминов. Пребиотики могут стимулировать выработку 

GLP-1 в толстой кишке, поскольку жирные кислоты с короткой цепью 

действуют на L-клетки, стимулируя высвобождение GLP-1. Пребиотики, такие 

как инулин или резистентный крахмал, могут имитировать опосредованные 

GLP-1 эффекты акарбозы, но они не будут снижать постпрандиальный уровень 

глюкозы. Таким образом, изучение пероральных ингибиторов α-амилаз остается 

перспективным направлением в изучении контролирования постпрандиального 

уровня глюкозы с сопровождающим эффектом на секрецию GLP-1 [118]. 

Рецепторы свободных жирных кислот экспрессируются в L-клетках кишечника и 

имеют разную аффинность к свободным жирным кислотам. Вероятно, что MgfII 

воздействует на рецепторы свободных жирных кислот, которые способны 
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повышать экспрессию GLP-1 [24, 27, 93]. Есть предположение, что пептиды 

оказывают влияние на эти рецепторы, и таким образом повышают усваиваемость 

глюкозы инсулин-зависимыми тканями. Также имеются данные, что 

олигосахариды, не успевшие распасться до глюкозы в тонком кишечнике 

благодаря -гликозидазам, попадают в толстый кишечник, где они уже будут 

превращаться в свободные жирные кислоты. И полученные из олигосахаридов 

свободные жирные кислоты будут взаимодействовать с соответствующими им 

рецепторами и усиливать экспрессию GLP-1 [104]. Таким образом, существует 

несколько гипотез того, как Mgf-II может влиять на инсулинорезистентность и 

концентрацию глюкозы в крови натощак. Длительное применение ингибиторов 

α-амилаз является перспективной стратегией в терапии СД2 [82].  

Исходя из этих предположений, было продолжено изучение 

эффективности MgfII на экспериментальной модели СД2 при его курсовом 

введении в течение 4 недель. В качестве препарата сравнения использовались 

метформин и акарбоза. Метформин был выбран в качестве препарата сравнения 

как лекарственное средство первой линии при терапии СД2. Действительно, в 

результате была обнаружена эффективность длительного применения MgfII, 

перорального ингибитора α-амилаз, на модели экспериментального СД2. MgfII в 

дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг эффективно снижал концентрацию глюкозы 

натощак после 2 и 4 недель его ежедневного введения наравне с метформином и 

акарбозой. MgfII в обеих дозах значительно снижал постпрандиальный уровень 

глюкозы в крахмальном тесте на фоне моделирования экспериментального СД2. 

Таким образом, MgfII на фоне экспериментального СД2 способен 

контролировать как тощаковый, так и постпрандиальный уровень глюкозы при 

приеме сложных углеводов. Эпизодическое значительное повышение уровня 

глюкозы при приеме пищи у людей с СД2 оказывает более заметное влияние на 

развитие окислительного стресса, чем устойчивое повышение уровня глюкозы. 

Кроме того, эпизодическая гипергликемия в сочетании с повышенным 

содержанием свободных жирных кислот также оказывает оксидантное действие 

на β-клетки поджелудочной железы. У преддиабетиков эта 
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«глюколипотоксичность» может привести к нарушению стимулированной 

глюкозой секреции инсулина и апоптозу β-клеток, что без контроля диеты 

разовьется в СД2 [118]. Следовательно, снижение постпрандиального уровня 

глюкозы с помощью MgfII может быть особенно полезным в качестве стратегии 

профилактики СД2 при преддиабете.  

Изменение липидного профиля является ранним маркером нарушения 

углеводного обмена [40]. Традиционным нарушением при сахарном диабете 

считается повышение концентрации триглицеридов, секреции ЛПОНП и 

нарушение клиренса ЛПОНП и хиломикронов, повышение уровня ТГ. Все эти 

изменения относятся к атерогенным факторам риска, и неслучайно 

распространенность сердечно-сосудистых осложнений остается важной 

проблемой при сахарном диабете [86, 87]. В проведенном исследовании, у 

животных с экспериментальным СД2 прослеживалось значительное увеличение 

в сыворотке крови концентрации холестерина, триглицеридов и ЛПНП. 

Увеличение уровня триглицеридов, холестерина, ЛПНП аналогично 

наблюдается при развитии метаболического синдрома в клинической практике 

[41]. В качестве монотерапии при СД2 метформин действует непосредственно на 

глюконеогенез, а также на инсулиновые рецепторы, и таким образом регулирует 

уровень глюкозы в крови и чувствительность тканей к инсулину. Поэтому 

метформин применяется в клинической практике в сочетании с другими 

противодиабетическими препаратами для контролирования липидного обмена и 

снижения риска сердечно-сосудистых осложнений [164].  

MgfII в дозе 0,01 мг/кг при пероральном введении в течение 4 недель 

снижал концентрацию триглицеридов в крови на фоне экспериментального СД2, 

в отличие от метформина и акарбозы. Таким образом, остается актуальной 

применение сочетанной терапии в лечении СД2 –гипогликемических препаратов 

в комбинации со статинами [109, 164].  

При нарушении липидного обмена происходит избыточное накопление 

триглицеридов в адипоцитах и отложение липидных включений в гепатоцитах. 

Увеличение размера адипоцитов приводит к нарушению метаболизма, так как 
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жировая ткань является эндокринным органом, выделяющим гормоны и 

адипокины, в том числе адипонектин, лептин и резистин. При ожирении 

гиперлептинемия и лептинорезистентность обуславливают возникновение 

относительного дефицита лептина и, следовательно, снижение его 

физиологических эффектов [40]. Количество высвобождаемых IL-6, лептина и 

НЭЖК может изменяться при ожирении, что связано с увеличением размера 

адипоцитов. Размер адипоцитов влияет на передачу гормональных сигналов 

внутри самой жировой ткани и к другим органам, например мышцы и печень и, 

таким образом, также могут влиять на чувствительность к инсулину. Кроме того, 

локальные уровни IL-6 и TNF-α могут быть повышены за счет воспалительной 

реакции, опосредованной инвазией макрофагов, вызванной увеличенными 

жировыми клетками, которые демонстрируют ускоренную гибель клеток. В 

проведенном исследовании нахождение мышей C57BL/6J на ВЖД увеличило 

коэффициент массы жировой ткани по сравнению с животными на стандартной 

диете, а также диаметр адипоцитов висцеральной жировой ткани. MgfII, 

вводимый в течение 4 недель в дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг привел к снижению 

коэффициента массы висцерального жира и диаметра адипоцитов висцерального 

жира, аналогично метформину и акарбозе. В других исследованиях у акарбозы 

обнаружена способность к снижению веса, что также характерно для 

долгоживущих миметиков GLP-1, используемых в настоящее время в терапии 

СД2 [118]. 

Сочетание экологических факторов, таких как переедание, повышенная 

липолитическая активность и гипертрофия адипоцитов вместе с генетической 

предрасположенностью играют важную роль в развитии резистентности к 

инсулину, что играет центральную роль в установлении СД2. 

Инсулинорезистентность описывает ряд молекулярных фенотипов, при которых 

физиологические регуляторные функции инсулина подавлены или изменены. В 

периферических тканях, таких как скелетные мышцы и жировая ткань, инсулин 

регулирует поглощение глюкозы, тогда как в печени он подавляет 

глюконеогенез. Кроме того, инсулин стимулирует постпрандиальный липогенез 
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и синтез гликогена и белка, но ингибирует липолиз, гликогенолиз и катаболизм 

белков [98, 30]. Для моделирования экспериментального СД2 в качестве тест-

систем мыши линии C57BL/6J были выбраны в связи с их генетическими 

особенностями. Обнаружено, что у мышей линии C57BL/6J есть склонность к 

развитию лептинорезистентности. Более того, у мышей C57BL/6J имеется 

нарушение глюкозного транспорта [46, 72] что делает эту тест-систему 

подходящей именно для изучения инсулинорезистентности на фоне СД2. 

Поэтому кормление предрасположенных к метаболическим нарушениям мышей 

линии C57BL/6J высокожировым кормом в течение 19 недель позволило 

добиться развития инсулинорезистентности, и на 21 неделю кормления ВЖД 

отмечалась аналогичная тенденция. Таким же образом инсулинорезистентность 

на мышах C57BL/6J была получена у Elabi и др., где для формирования 

инсулинорезистентности применялось сочетание экологических и генетических 

факторов [99]. Многие исследования на животных и людях показали, что 

нарушение усвоения глюкозы, опосредованное GLUT4, является основным 

механизмом, лежащим в основе инсулинорезистентности. Это подтверждается 

экспериментом, где у гипертензивных крыс с метаболическим синдромом было 

обнаружено снижение экспрессии GLUT4 и инсулинорезистентность. Так же 

снижение GLUT4 наблюдалось у крыс Wistar с инсулинорезистентностью и 

значительно повышенным уровнем триглицеридов [120]. Многие исследования 

отмечают, что метформин влияет на экспрессию, транслокацию и функцию 

GLUT4, но не объясняют основные молекулярные механизмы. У крыс с 

экспериментальным СД2 лечение метформином в течение 4 недель приводило к 

значительному снижению инсулинорезистентности и значительному 

увеличению экспрессии GLUT4 в сердце, печени и висцеральном жире. В 

исследовании на мышах с диабетом лечение метформином улучшало 

экспрессию GLUT4 в скелетных мышцах [86]. При исследовании уровня 

инсулина в сыворотке крови, нами были получены неадекватные для 

статистической обработки данные, поэтому инсулинорезистентность 

регистрировалась по стандартной методике в инсулинорезистентном тесте [17]. 
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В настоящем исследовании инсулинорезистентность у мышей с 

экспериментальным СД2 также была снижена путем применения метформина в 

дозе 200 мг/кг и акарбозы в дозе 24 мг/кг в течение 4 недель, что подтверждает 

релевантность экспериментального СД2. В то же время, применение MgfII в 

дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг в течение 4 недель на экспериментальной модели 

СД2 привело к значительному снижению инсулинорезистентности, аналогично 

метформину в дозе 200 мг/кг. Можно сделать вывод, что MgfII, несмотря на 

отличающийся от метформина механизм действия, влияет на чувствительность 

тканей к инсулину при длительном применении. 

Неконтролируемая гипергликемия, возникающая при развитии 

инсулинорезистентности, ведет к формированию множества микрососудистых и 

макрососудистых осложнений. Растущий объем литературы связывает 

преддиабет, ожирение и метаболический синдром с риском диабетической 

периферической нейропатии, а также криптогенной сенсорной периферической 

нейропатии, что относится к микрососудистым осложнениям, возникающим при 

продолжительной гипергликемии [34]. В проведенном исследовании у животных 

с моделированием экспериментального СД2 наблюдалась повышенная 

чувствительность к механическому воздействию филаментами, охлаждению и 

нагреванию конечностей, что может свидетельствовать о развитии 

диабетической полинейропатии. Пероральное введение MgfII в дозе 0,01 мг/кг в 

течение 4 недель демонстрирует тенденцию к восстановлению нормальной 

чувствительности к холоду и механическому стимулу у конечностей, в то время 

как пероральное введение MgfII в дозе 0,005 мг/кг активнее восстанавливало 

чувствительность к нагреванию. Введение метформина проявило более слабую 

протективную активность в отношении развития нейропатии по сравнению с 

MgfII. Известно, что продолжительная гипергликемия влияет не только на 

периферические нервы, но и на трофику сетчатки [112]. Существует много 

сведений о развитии ретинопатии у людей с сахарным диабетом [94]. В 

настоящем исследовании в связи с этими соображениями у мышей с 

экспериментальным СД2 проводилась офтальмоскопия. Однако патологий 
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сетчатки и изменения сосудистой сетки обнаружено не было. Вероятно, для 

развития ретинопатий необходимо более длительное применение ВЖД и 

гипергликемическое состояние животных. 

Одним из очевидных признаков развития гипергликемии является 

повышение диуреза, повышение уровня глюкозы в моче, и, в связи с этим, 

полидипсия [92]. Однако в настоящем исследовании у мышей C57BL/6J, 

находящихся на ВЖД в течение 17, 19 и 21 недели, не было обнаружено 

изменений в общем анализе мочи и в диурезе, и не было отмечено повышения 

потребления воды. Введение MgfII, акарбозы и метформина так же не повлияло 

на изменение биохимических показателей мочи.  

В инкреторном отделе поджелудочной железы у отдельных животных 

отмечали вакуолизацию единичных клеток островков Лангерганса. При 

гистологическом анализе наблюдалось снижение площади островков 

Лангерганса на срезах поджелудочной железы у животных с моделированием 

экспериментального СД2 в отличие от контроля, однако судить эффективности 

метформина, акарбозы и MgfII не было выявлено. Также был проведен 

гистологический анализ аорты и сердца, почек и печени. У двух животных, 

находящихся на ВЖД, в миокарде обнаруживали немногочисленные 

кардиомиоциты с признаками мелкокапельной жировой дистрофии. В аорте 

каких-либо отклонений от нормы не наблюдалось. В печени мышей, 

содержавшихся в условиях высокожировой диеты, отмечали очаговую 

крупнокапельную жировую дистрофию гепатоцитов, наиболее выраженную в 

хвостатой доле органа. На фоне терапевтической коррекции данного состояния 

метформин продемонстрировал положительную динамику, как при 2-х, так и 

при 4-хнедельном курсе введения. В печени мышей на фоне введения акарбозы и 

MgfII в обеих дозах эффективности не наблюдали. В почках на фоне 17-

недельного применения ВЖД наблюдалась унилатеральная пиелоэктазия с 

субтотальной атрофией паренхимы органа и поликистоз у 4 из 6 мышей, при 

этом повсеместно в эпителиоцитах проксимальных почечных канальцев 

обнаруживали явления жировой дистрофии разной степени выраженности. 
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Небольшая положительная динамика в оценке жировой дистрофии 

эпителиоцитов проксимальных почечных канальцев наблюдалась в группе с 

применением MgfII в дозе 0,01 мг/кг. 

 Таким образом, результаты, представленные в настоящей работе, 

свидетельствуют о наличии эффективности перорального введения пептидных 

ингибиторов α-амилаз Mgf и MgfII in vivo в коррекции метаболических 

нарушений, возникающих при экспериментальном СД2. Полученные результаты 

позволяют продолжать исследования эффективности MgfII в качестве 

перорального антигипергликемического средства для контролирования 

постпрандиального уровня глюкозы, инсулинорезистентности, ожирения и 

развития полинейропатий при СД2. MgfII может стать высокоэффективной и 

безопасной альтернативой для пероральных ингибиторов α-амилаз в лечении 

СД2. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Пептидные ингибиторы α-амилаз Mgf и MgfII проявляют 

антигипергликемические свойства при их однократном пероральном введении 

мышам ICR. Пероральное введение Mgf в дозе 0,005 мг/кг за 45 минут до приема 

крахмала приводит к снижению площади под графиком постпрандиальной 

концентрации глюкозы у гипергликемических мышей ICR на 8,5 %. 

Пероральное введение MgfII в дозах 0,01 мг/кг и 0,005 мг/кг за 45 минут до 

приема крахмала приводит к снижению площади под графиком 

постпрандиальной концентрации глюкозы у гипергликемических мышей ICR на 

13,9 % и 12,1 % соответственно. 

2. Пероральное введение MgfII в дозе 0,005 мг/кг в течение 2 и 4 недель 

снижает концентрацию глюкозы в крови натощак на 3,3 ммоль/л и 2,8 ммоль/л 

соответственно. Пероральное введение MgfII в дозе 0,01 мг/кг в течение 2 и 4 

недель снижает концентрацию глюкозы в крови натощак на 3,1 ммоль/л и 3,9 

ммоль/л соответственно. Пероральное введение MgfII в дозе 0,01 мг/кг в течение 

2 и 4 недель снижает постпрандиальный уровень глюкозы в крахмальном тесте 

на 27,2 % и 32 % соответственно, а также снижает инсулинорезистентность на 2 

неделю и 4 неделю введения на 21,7 % и 29,7 % соответственно при подсчете 

площади под графиком концентрации глюкозы у мышей с экспериментальным 

СД2.  

3. Пероральное введение MgfII в течение 4 недель у животных с 

экспериментальным СД2 снижает развитие ожирения. Пероральное ведение в 

течение 4 недель MgfII в дозах 0,005 мг/кг и 0,01 мг/кг привело к значительному 

снижению прироста массы тела на 2,8 % и 2,4 % соответственно, к снижению 

коэффициента массы жировой ткани на 31,9 % и 32,4 % соответственно, а также 

к снижению диаметра адипоцитов на 13 % и 14,2 % соответственно у мышей 

C57BL/6J на фоне моделирования экспериментального СД2. 

4. Пероральное введение MgfII в дозе 0,01 мг/кг и 0,01 мг/кг в течение 4 

недель предотвращает повышение чувствительности к охлаждению на 67 %. 
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Пероральное введение MgfII в дозе 0,005 мг/кг в течение 2 и 4 недель 

предотвращает повышение чувствительности к нагреванию на 22,9 % и 21,4 % 

соответственно, а MgfII в дозе 0,01 мг/кг – при его пероральном введении в 

течение 2 недель на 20,7 % у мышей C57BL/6J на фоне моделирования 

экспериментального СД2 в течение 21 недели. 
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Список сокращений и условных обозначений 

 

АДФ – аденозиндифосфат  

АЛТ – аланинаминотрансфераза 

АСТ – аспартатаминотрансфераза 

АТФ – аденозинтрифосфат 

АФК – активные формы кислорода  

ВЖД – высокожировая диета 

ЛПНП – липопротеины низкой плотности 

ЛПВП – липопротеины высокой плотности 

НЭЖК – неэтерифицированные жирные кислоты 

ОФ-ВЭЖХ – обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная 

хроматография 

СД – сахарный диабет 

СД1 – сахарный диабет 1 типа 

СД2 – сахарный диабет 2 типа 

СТД – стандартная диета 

СТЗ – стрептозоцин  

ЩФ – щелочная фосфатаза 

ЯМР – ядерно-магнитный резонанс 

3D-QSAR – 3D-quantitative structure-activity relationships (количественная 

взаимосвязь между пространственной структурой и активностью) 

AAI – Alpha-Amylase Inhibitor 

AUC – Площадь под графиком 

FFA – free fatty acids (свободные жирные кислоты) 

HPA – human pancreatic α-amylase (человеческая панкреатическая α-амилаза) 

HSA – human salivary α-amylase (человеческая слюнная α-амилаза) 

GIP - glucose-dependent insulinotropic polypeptide (глюкозозависимый 

инсулинотропный пептид) 
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GLP – good laboratory practice (надлежащая лабораторная практика) 

GLP-1 – glucagon-like peptide-1 (глюкагоноподобный пептид-1) 

IL-21 – interleukin 21 (интерлейкин-21) 

IL-6 – interleukin 6 (интерлейкин-6) 

Ki – константа ингибирования 

Mgf – magnificamide (магнификамид) 

MgfII – magnificamide-II (магнификамид) 

PBS – phosphate-buffered saline (натрий-фосфатный буфер) 

PPA – porcine pancreatic α-amylase (свиная панкреатическая α-амилаза) 

PPARs – peroxisome Proliferator-Activated Receptors (Гама-рецептор, 

активируемый пролифератором пероксисом) 

HbA1c – hemoglobin A1C (гликированный гемоглобин) 

HLA – human leukocyte antigens (человеческие лейкоцитарные антигены) 

SGLT – sodium-dependent glucose cotransporters (натрийзависимые 

котранспортеры глюкозы) 

TNF-α – tumor necrosis factor alpha (фактор некроза опухоли α) 

SMILES – simplified molecular-input line-entry system (система упрощённого 

представления молекул в строке ввода) 
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