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Аннотация. Дисбаланс между пролиферацией и гибелью клеток органов иммунной системы может 
иметь решающее значение для развития различных заболеваний человека, в том числе онкологических 
и аутоиммунных. Кроме того, подобные нарушения могут встречаться и у животных, имеющих важное 
значение для сельского хозяйства и обеспечения продовольственной безопасности. Выявление 
биологически активных молекул, влияющих на клеточные процессы пролиферации и апоптоза, 
является актуальной проблемой современной физиологии, медицины и ветеринарии. Целью настоящего 
исследования было выявление действия полипептидных комплексов (ППК) и коротких пептидов 
на клеточную пролиферацию в органотипической культуре тканей органов иммунной системы крыс — 
селезенки и щитовидной железы. Селезенка и щитовидная железа играют важную роль в функционировании 
иммунной системы организма, стимулируя клетки иммунной системы, с помощью которых организм 
борется с инфекцией. При исследовании влияния ППК (тималина) и коротких пептидов Lys-Asp-Glu-
Gly, Glu-Asp-Pro, Glu-Asp-Arg, Lys-Glu-Asp в эффективных концентрациях на иммунные ткани крыс 
установлено, что эти пептиды статистически достоверно cтимулируют клеточную пролиферацию 
в эксплантатах селезенки и щитовидной железы. Полученные данные создают базу для целенаправленной 
разработки новых лекарственных препаратов для лечения патологии иммунной системы.

Ключевые слова: клеточная пролиферация, апоптоз, полипептидные комплексы, короткие пептиды, 
органотипическая культура тканей, селезенка, щитовидная железа
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Abstract. An imbalance between cell proliferation and death in the immune system organs is crucial to the 
pathogenesis of various human diseases, including cancer and autoimmune disorders. Similar dysregulations also 
occur in agriculturally significant animals, impacting food security. Identifying biologically active molecules that 
modulate proliferation and apoptosis is, therefore, a pressing concern in physiology, medicine, and veterinary 
science. This study aims to identify the effects of polypeptide complexes (PPCs) and short peptides on cell 
proliferation in organotypic cultures of rat immune tissues — the spleen and thyroid gland. These organs are 
central to the functioning of the body’s immune system, stimulating immune cells to combat infection. We investigated 
AUC (thymalin) and the short peptides Lys-Asp-Glu-Gly, Glu-Asp-Pro, Glu-Asp-Arg, and Lys-Glu-Asp impact 
the immune tissue of rats at effective concentrations. The peptides are found to induce a statistically significant 
stimulation of cellular proliferation in explants of both the spleen and thyroid gland. These findings provide 
a foundation for the targeted development of novel therapeutics for immune system pathologies.

Keywords: cell proliferation, apoptosis, polypeptide complexes, short peptides, organotypic tissue culture, 
spleen, thyroid gland

Введение

Актуальной проблемой биологии и медицины 
является понимание процессов регуляции физио
логических функций различных органов. Регуля-
торные механизмы возникли в процессе эволю-
ции как результат различных стимулирующих 
и ингибирующих биохимических реакций, затем 
развилась гормональная и нервная регуляция 
многоклеточных систем. В регуляции жизнедея
тельности организма огромную роль играет 
иммунная система. Селезенка — самый крупный 
орган иммунной системы у позвоночных. Главная 
ее функция — выработка лимфоцитов, основных 
клеток иммунной системы. Также в регуляции 
функционирования иммунной системы организ-
ма важную роль играет щитовидная железа.

Для контролирования пролиферации клеток 
был создан ряд биорегуляторов, влияющих 
на процессы роста и развития различных тканей 
организмов. Так, в Санкт-Петербургском ин-
ституте биорегуляции и геронтологии была 
разработана технология выделения из различных 
органов и тканей телят полипептидных ком-
плексов (ППК), оказывающих стимулирующее 
влияние на клеточную пролиферацию в орга-
нотипической культуре тканей эксперименталь-
ных животных (Чалисова и др. 2001). В составе 
ППК содержатся короткие пептиды — тетра-, 
три- и дипептиды, являющиеся минорными 
компонентами исследованных ППК и обладаю
щие такой же активностью (Хавинсон и др. 2013). 
Первым препаратом, из которого методом вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии 
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(ВЭЖХ) были выделены индивидуальные пеп-
тиды с молекулярной массой менее 1 кДа, был 
тималин (Хавинсон 2020).

Для исследования биологически активных 
веществ одним из наиболее удобных и быстрых 
методов является органотипическое культиви-
рование различных тканей. Целью настоящего 
исследования было выявление методом орга-
нотипического культивирования действия ППК 
(тималина) и коротких пептидов (тетрапептида 
Lys-Asp-Glu-Gly, трипептидов Glu-Asp-Pro, Glu-
Asp-Arg, Lys-Glu-Asp) на клеточную пролифе-
рацию тканей органов иммунной системы крыс.

Материалы и методы

Культивировали ткани селезенки и щитовид-
ной железы крыс линии Вистар из ЦКП «Био-
коллекция ИФ РАН для исследования интегра-
тивных механизмов деятельности нервной 
и висцеральных систем». Животных содержали 
в стандартных условиях вивария при свободном 
доступе к воде и пище и световом режиме 12 : 12 ч.

Исследовали влияние ППК тималина и ко-
ротких пептидов (тетрапептида Lys-Asp-Glu-Gly, 
трипептидов Glu-Asp-Pro, Glu-Asp-Arg, Lys-Glu-
Asp) на селезенку и щитовидную железу в куль-
туре ткани крыс. В экспериментах использовано 
250 эксплантатов щитовидной железы, 230 экс-
плантатов селезенки крыс. Для выделения и пре-
парирования ткани использовали бинокулярный 
стереоскопический микроскоп МБС-10. Для 
взятия материала и его препаровки пользовались 
набором инструментов для глазной хирургии. 
Отпрепарированные в стерильных условиях 
фрагменты тканей крыс разделяли на более 
мелкие части величиной около 1 мм3, которые 
помещали в чашки Петри с полилизиновым по-
крытием дна. На дно одной чашки помещали 
18–20 эксплантатов на расстоянии 3 мм друг 
от друга. Для прикрепления эксплантатов к под-
ложке герметически закрытые чашки Петри 
с эксплантатами помещали в термостат при 
температуре 36,8 °С на 30 мин и заливали 3 мл 
питательной среды. Используемая культуральная 
среда (рН = 7,2) содержала 35% раствора Хенкса, 
35% среды Игла, 25% фетальной сыворотки телен-
ка, глюкозу (0,6%), инсулин (0,5 ЕД/мл), гента-
мицин (100 ЕД/мл). В чашки Петри с экспери-
ментальными эксплантатами добавляли 3 мл 
питательной среды, содержавшей исследуемые 
пептиды в эффективных концентрациях 1 нг/мл. 
В чашки Петри с контрольными эксплантата-
ми — 3 мл питательной среды. Культивирование 
эксплантатов тканей происходило в термостате 
при температуре 37 ± 0,1 °С, 5% СО2 в течение 
трех суток (Иванова и др. 2022).

Рост эксплантатов ткани в органотипической 
культуре исследовали прижизненно с помощью 
фазово-контрастного микроскопа. Для количе-
ственной оценки влияния исследуемых препара-
тов использовали морфометрический метод 
и пакет программ «PhotoM 1.2». Рассчитывали 
индекс площади (ИП) как отношение площади 
всего эксплантата, включая периферическую зону 
роста, к площади центральной зоны. За условную 
единицу площади принимали квадрат окуляр-
сетки микроскопа. Сторона квадрата при увели-
чении 3,5 × 10 равнялась 150 мкм. Значения ИП 
выражали в процентах по сравнению со значе-
ниями ИП контрольных эксплантатов, которые 
принимали за 0%. Достоверность различий ИП 
контрольных и экспериментальных образцов 
оценивали с помощью t-критерия Стьюдента  
(р < 0,05). Статистическую обработку произво-
дили с помощью пакета программ Microsoft 
Excel. Для проверки нормальности распределения 
применяли критерий Шапиро — Уилка.

Результаты и обсуждение

В культуре ткани щитовидной железы крыс 
при действии ППК и всех исследуемых коротких 
пептидов наблюдалось статистически достовер-
ное увеличение ИП на 25–31% по сравнению 
с контролем (табл. 1). При этом значимых раз-
личий между изменением ИП при действии 
разных пептидов не выявлено.

Табл. 1. Влияние пептидов на индекс площади  
(ИП, %) эксплантатов щитовидной железы

Пептиды ИП

Тималин +28 ± 6*
Lys-Asp-Glu-Gly +31 ± 2*

Lys-Glu-Arg +29 ± 3*
Lys-Glu-Asp +25 ± 5*
Glu-Asp-Arg +27 ± 8*

Примечание: * — отличия по сравнению с индексом 
площади в контроле (р < 0,05).

Table 1. Effect of peptides on the area index (AI, %)  
of thyroid explants

Peptides AI

Thymalin +28 ± 6*
Lys-Asp-Glu-Gly +31 ± 2*

Lys-Glu-Arg +29 ± 3*
Lys-Glu-Asp +25 ± 5*
Glu-Asp-Arg +27 ± 8*

Note: * — differences compared to the area index in the 
control (p < 0.05)
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Аналогичным образом в культуре ткани се-
лезенки крыс при действии ППК и всех иссле-
дуемых коротких пептидов ИП статистически 
значимо возрастал на 20–25% по сравнению 
с контролем (табл. 2). Различия между измене-
нием ИП при действии разных пептидов не яв-
лялись достоверными.

Табл. 2. Влияние пептидов на индекс площади  
(ИП, %) эксплантатов селезенки

Пептиды ИП

Тималин +22 ± 9*
Lys-Asp-Glu-Gly +25 ± 5*

Lys-Glu-Arg +20 ± 2*
Lys-Glu-Asp +23 ± 7*
Glu-Asp-Arg +22 ± 6*

Примечание: * — отличия по сравнению с индексом 
площади в контроле (р < 0,05)

Table 2. Effect of peptides on the area index (AI, %)  
of spleen explants

Peptides AI

Thymalin +22 ± 9*
Lys-Asp-Glu-Gly +25 ± 5*

Lys-Glu-Arg +20 ± 2*
Lys-Glu-Asp +23 ± 7*
Glu-Asp-Arg +22 ± 6*

Note: * — differences compared to the area index in the 
control (p < 0.05)

Таким образом, исследованные пептиды 
стимулировали пролиферацию иммунной ткани 
щитовидной железы и селезенки. При этом реак
ция ткани щитовидной железы на 2–11% превы-
шала реакцию ткани селезенки, что, однако, 
не было статистически достоверно.

Выбор пептидов в данной работе неслучаен. 
Тималин представляет собой комплекс пептидов 
с молекулярной массой до 10 кДа, выделенных 
из тимуса крупного рогатого скота. Препарат 
восстанавливает нарушенный иммунитет, регули
рует количество и соотношение Т- и В-лимфоци
тов, усиливает фагоцитоз, стимулирует реакции 
клеточного иммунитета и процессы регенерации 
и кроветворения, улучшает клеточный метабо-
лизм (Хавинсон и др. 2014a). Введение препара-
та способствовало увеличению длительности 
жизни и снижению частоты возникновения 
опухолей у животных (Anisimov, Khavinson 2010), 
нормализации функций иммунной системы 
у людей пожилого возраста (Khavinson, Morozov 
2003), а также устраняло гиперкоагуляцию у боль-

ных с острым абсцессом легкого (Цыбиков и др. 
2012).

Трипептид Lys-Glu-Asp (везуген) стимули-
рует рост эксплантатов стенки периферической 
артерии крыс in vitro и способствует восста-
новлению микроциркуляции, укреплению сте-
нок капилляров, повышая их резистентность 
и проницаемость (Хавинсон 2020). Везуген 
влияет на клеточную пролиферацию, увеличи-
вая ее в подкорковых структурах головного 
мозга, предстательной железе и печени, но умень-
шая в миокарде (Хавинсон и др. 2015). Ранее 
нами показано, что добавление его в культу-
ральную среду приводило к достоверному уве-
личению ИП ткани сосудов (Чалисова и др. 
2024). При действии на ткани почки Lys-Glu-Asp 
также стимулировал клеточную пролиферацию, 
как при моновоздействии, так и в комбинации 
с ослаблением магнитного поля (ОМП) (Ива-
нова и др. 2021). Данный трипептид активиру-
ет синтез белков — маркеров функциональной 
активности эндотелия сосудов (Ki67, Cx43, 
VEGF) и снижает экспрессию маркера апопто-
за р53 при репликативном старении эндотелио
цитов. Вызываемое Lys-Glu-Asp повышение 
экспрессии белка пролиферации Ki67 может 
быть обусловлено специфическим взаимодей-
ствием этого трипептида с сайтом CATC в ма-
лой бороздке ДНК (Хавинсон и др. 2014b). 

Трипептид Glu-Asp-Pro (кристаген) стиму-
лирует процессы пролиферации и дифферен-
цировки лимфоцитов за счет восстановления 
синтеза тканеспецифических белков, нормали-
зации метаболизма при возрастных нарушени-
ях клеточного и гуморального иммунитета 
(Хавинсон 2020). Кристаген влияет на клеточную 
пролиферацию, увеличивая ее в коре головного 
мозга и предстательной железе (Хавинсон и др. 
2015). Пептид способствует продукции моно-
нуклеарными фагоцитами цитокинов IL-1, IL-6, 
TNF-α, а также усиливает пролиферацию эпи-
телиальных клеток тимуса при старении. Кри-
стаген также способствует деконденсации ге-
терохроматина в лимфоцитах лиц старческого 
возраста, что коррелирует с восстановлением 
экспрессии генов. Это убедительно свидетель-
ствует о выраженном иммуногеропротекторном 
действии данного трипептида (Хавинсон 2020). 

Трипептид Glu-Asp-Arg (пинеалон) обладает 
нейропротекторным действием в культуре кле-
ток коры головного мозга крыс, снижает уровень 
апоптоза нейронов и повышает синтез серото-
нина (Хавинсон 2020). Пинеалон влияет на 
клеточную пролиферацию, увеличивая ее в коре 
головного мозга, но уменьшая в миокарде (Ха-
винсон и др. 2015). Ранее нами показано, что 
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добавление его в культуральную среду приво-
дило к достоверному увеличению ИП эксплан-
татов коры головного мозга (Чалисова и др. 
2023). Воздействие ОМП на культуру тканей 
селезенки крыс также стимулировало клеточную 
пролиферацию (Ivanova et al. 2018). При этом 
действие Glu-Asp-Arg на селезенку в условиях 
ОМП вызывало угнетение клеточного роста 
(Иванова и др. 2021). Вероятным объяснением 
может служить синергический эффект двух 
стимулирующих факторов (ОМП + пептид), 
вызывающий в тканях процессы контактного 
торможения, т. е. угнетения клеточной проли-
ферации (Стефанов и др. 2015). Это необходи-
мо учитывать при разработке схем терапевти-
ческого воздействия, включающих сочетанное 
действие факторов. Добавление пептида в куль-
туру нейронов стриатума мышей линии YAC128 
(модель болезни Хантингтона) и в культуру 
нейронов гиппокампа мышей линий C57BL/6 
и PS1-M146VKI (модели болезни Альцгеймера) 
приводило к достоверному увеличению коли-
чества шипиков дендритов нейронов по срав-
нению с контролем, что позволяет говорить 
о способности пинеалона восстанавливать 
нейронную сеть мозга при нейродегенеративных 
заболеваниях (Khavinson et al. 2017). Введение 
пептида животным способствовало возрастанию 
содержания адренергических нейромедиаторов: 
в коре больших полушарий — ДОФА и дофа-
мина, а в стволовых структурах мозга — адре-
налина (Хавинсон 2020). Применение пинеа- 
лона привело к сокращению длительности  
обучения и повышению устойчивости внимания 
при выполнении поиска информативного при-
знака в зрительных стимулах у обезьян (Macaca 
mulatta) (Кузнецова и др. 2019). С помощью 
молекулярного моделирования были выявлены 
два сайта связывания для данного трипепти-
да — d(CCTGCC)2 и d(CCAGC)2, с которыми 
он образует стабильные комплексы. В генах 
TPH1 и CALM1 выявлен один сайт связывания, 
а в гене VIM1 — два сайта. Анализ промоторных 
участков генов, кодирующих белки, регулирую
щие функциональную и антиоксидантную ак-
тивность клеток (PPARA, PPARG, HSPA1A, 
SOD2, GPX1), также указывает на наличие сай-
тов связывания для пинеалона. При исследо-
вании связывания пептида с FITC-мечеными 
гистонами было обнаружено его взаимодействие 
с гистонами H1.1, H1.3, H1.6, H2b, H3, H4. Вы-
явлен антигипоксический, антистрессорный 
и нейропротекторный эффект пинеалона (Мен-
джерицкий и др. 2015).

Таким образом, исследуемые пептиды влия-
ют на баланс убыль/пополнение клеток в раз-

личных тканях. Количество клеток в тканях 
регулируется двумя процессами: пролифера- 
цией клеток и «программированной» или фи-
зиологической гибелью клеток — апоптозом. 
В этой связи крайне интересен наблюдаемый 
нами стимулирующий эффект данных пептидов 
на пролиферацию клеток тканей иммунной 
системы. Щитовидная железа и селезенка уча-
ствуют в обмене веществ и являются депо для 
эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов, кон-
тролируя также их формирование и циркуляцию 
в крови. Нормальный баланс между пролифе-
рацией и апоптозом крайне важен для функцио
нирования щитовидной железы. Дисбаланс 
между этими процессами может иметь решаю-
щее значение для образования зоба или раз-
вития и прогрессирования рака. Апоптоз игра-
ет важную роль в патогенезе аутоиммунных 
и пролиферативных заболеваний щитовидной 
железы человека, таких как хронический ауто-
иммунный тиреоидит (тиреоидит Хашимото) 
и диффузный токсический зоб (болезнь Грейв-
са) (Vargas-Uricoechea 2023). Этот механизм 
имеет большое значение не только для челове-
ка, но и для различных сельскохозяйственных 
животных, заболевания которых могут нанести 
существенный урон животноводству и пищевой 
промышленности. Нарушение баланса клеток 
тканей селезенки вовлечено в патогенез афри-
канской чумы свиней — апоптоз неинфициро-
ванных лимфоцитов был вызван цитокинами 
или апоптотическими медиаторами, высвобож-
даемыми из макрофагов, инфицированных 
вирусом африканской чумы свиней (Oura et al. 
1998). Птичий аденовирус II типа, вирус гемор-
рагического энтерита (HEV) индеек, индуциро-
вал апоптоз в клетках селезенки индеек (Rauten-
schlein et al. 2000). Гусиный нефритический 
астровирус (GNAstV) вызывает истощение 
лимфоцитов, некроз ретикулярных клеток, 
апоптоз лимфоцитов и снижение уровней CD8, 
что способствует повреждению селезенки (Ding 
et al. 2021). Инфекция Mycoplasma gallisepticum 
вызывает выраженную воспалительную реакцию 
в дыхательных путях, а также генерацию окис-
лительного стресса и апоптоз в селезенке кур 
(Ishfaq et al. 2019). Подобные негативные эффек-
ты могут быть вызваны не только инфекцион-
ными агентами, но несоблюдением условий 
содержания. Тепловой стресс, обусловленный 
нарушением температуры кормления, может 
приводить к увеличению количества апоптоти-
ческих клеток и патологическому повреждению 
селезенки и тимуса бройлеров (Mao et al. 2024).

В этой связи для медицины и ветеринарии 
крайне важен поиск лекарственных средств, 

Daria
Выделение
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способных нормализовать баланс процессов 
клеточной пролиферации и апоптоза органов 
иммунной системы. В качестве таких агентов 
могут выступать пептидные биорегуляторные 
препараты. Так, влияние пептидных биорегуля-
торов эпиталона и вилона на динамику апопто-
тической гибели лимфоцитов селезенки крыс, 
вызванной облучением, свидетельствует о том, 
что эти агенты ингибируют физиологически 
запрограммированную гибель клеток. При этом 
антиапоптотический эффект вилона был более 
выражен, что подтверждает концепцию о тка-
неспецифическом действии пептидных биоре-
гуляторов (Khavinson, Kvetnoii 2000). Настоящее 
исследование расширяет спектр пептидных 
препаратов — потенциальных антиапоптотиче-
ских средств, тканеспецифичных для органов 
иммунной системы.

Заключение

В настоящее время исследование различных 
биорегуляторных пептидов привело к понима-
нию процессов развития клеток, воспроизведе-
ния генетической информации. На этой основе 
созданы новые препараты для профилактики 
и лечения ряда заболеваний, в том числе ассо-
циированных с возрастом (Журкович и др.  
2020; Хавинсон 2020). Короткие пептиды пред- 
ставляют собой систему сигнальных молекул,  
регулирующих функции организма на молеку-
лярно-генетическом, субклеточном, клеточном 
и тканевом уровнях (Caputi et al. 2019; Vanyushin, 
Khavinson 2016). Исследованные в культуре 
ткани ППК и короткие пептиды, разработанные 
в Санкт-Петербургском институте биорегуляции 
и геронтологии, регулируют экспрессию генов 
и синтез белков, стимулируют пролиферацию, 
дифференцировку и подавляют апоптоз клеток, 
что приводит к восстановлению функций орга-
нов при патологии и старении.

В данной работе выявлена способность ППК 
и коротких пептидов увеличивать физиологиче-
ский ресурс тканей органов иммунной системы 
от 20 до 31%. Таким образом, появляется воз-
можность при использовании этих пептидов 
поддерживать функционирование органов им-
мунной системы при различных патологических 
процессах. Применение пептидных биорегуля-
торов также является одним из научно обосно-
ванных методов повышения продолжительности 
и качества жизни (Хавинсон и др. 2003; Khavinson 
et al. 2015). Использование этих пептидов, изучен-
ных в органотипической культуре тканей, созда-
ет базу для синтеза новых лекарственных пре-
паратов, приводящих к восстановлению функций 
органов иммунной системы при патологии.
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