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Выведена новая перевиваемая культура клеток гепатоцитов из здоровых эмбрионов крыс и изучена чув-
ствительность данной клеточной линии к цитотоксическим коммерческим препаратам известного механизма 
действия, в том числе веществ, с гепатопротекторной активностью.
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Изучение вновь полученных биологически активных веществ, независимо от дальнейшей цели 
использования, предполагает оценить их токсичность. Модели с использованием культуры раковых 
и клеток нормальной ткани, в частности гепатоцитов, находят все более широкое применение в био-
химико-токсикологических исследованиях, включая поиск гепатопротекторных соединений [1-4]. 
Печень является жизненно важным органом, участвующим в регуляции метаболического гомеоста-
за. Следовательно, любое патологическое изменение функциональной и архитектурной структуры 
печени может привести к различным заболеваниям [5]. 

В этой связи нами была поставлена задача получение новой стабильной перевиваемой линии 
клеток гепатоцитов для биоиндикации новых биологически активных веществ, проявляющих цито-
токсическую или гепатопротектурную активности.

Материалы и методы. 
Для эксперимента использовали беременную белую беспородную крысу, которую содержалась в 

вивариии на обычной диете. Все исследования проводились в строгом соответствии с рекомендаци-
ями Европейской конвенции по защите позвоночных животных, используемых в экспериментах или 
других целях (Страсбург, 1986 г.) и ARRIVE (https://arriveguidelines.org) и были одобрены Комитетом 
по биоэтике Института биоорганической химии (Приказ о создании Этического Комитета №5/1а/х 
от 10 мая 2022). 

Выделенная из матки крысы амниотический мешок был помещен в раствор Хэнкса с содержани-
ем канамицина (50 мкг/мл). В стерильных условиях были извлечены эмбрионы из амниотического 
мешка, а затем и печень из эмбрионов, которую также отмывали трижды в растворе Хэнкса с кана-
мицином. Далее печень помещали в раствор для ферментации (0,25 % раствор трипсина и раствор 
Версена, взятые в соотношение 1:1), гомогенизировали. После этого оставляли гепатоциты в фер-
ментном растворе на 25-30 мин при 37°С при постоянном помешивании на магнитной мешалке. 
По истечении времени гепатоциты дважды промывали раствором Хэнкса для удаления трипсина. 
Гепатоциты центрифугировали в течение 5 мин при 800 об/мин, осадок с клетками промывали сре-
дой RPMI-1640, содержащий антибиотик - антимикотик (Hi Media) для удаления остатков фермен-
та, центрифугировали и осадок с клетками растворяли в среде RPMI-1640, содержащий антибио-
тик – антимикотик, добавляли L-глутамин (конечная концентрация 400 мМ) и сыворотку эмбриона 
теленка (конечная концентрация 20%). Клетки засевали в культуральный флакон в количестве 106 
клеток/мл. Суспензия клеток культивировалась при 37°С в СО2 инкубаторе. В течение недели отми-
рающие клетки удалялись сменой свежей средой, затем оставлялись до получения колонии клеток. 
После заполнения объема флакона до 1/3, был сделан первый пассаж. Для этого клетки снимались 
с поверхности флаконов 1 мМ ЭДТА, добавляли питательную среду RPMI-1640, содержащий анти-
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биотик - антимикотик, L-глутамин и 20% телячьей эмбриональной сыворотки и суспензию клеток 
переносили в матрац для культивирования. 

Цитотоксичность оценивали биохимически с помощью МТТ- метода и подсчету живых клеток 
трипановым синим.

Для оценки цитотоксического эффекта перевиваемую линию клеток Геп23 рассевали в 96-лу-
ночные планшеты в количестве 25 тыс./мл в 100 мкл среды RPMI 1640 с 10% сыворотки эмбриона 
теленка при температуре 37°С в CO2-инкубатора. , после чего добавляли исследуемые препараты в 
дозах 100, 10 и 1 мкг/мл. Цитотоксичность определялась с помощью MTT-теста [6,7], 

Определяли оптическую плотность при длине волны 620 нм с помощью планшетного анализа-
тора EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer, США). 

Контрольные клетки инкубировали в той же ростовой среде без воздействия веществ. В качестве 
положительного контроля использовали цитостатик «Цисплатин – Кемоплат» (Индия), содержащий 
цисплатин в качестве активного компонента. 

Данные, полученные в трех экспериментах, выражали в виде среднего значения трех измерений 
для каждой концентрации 

Выживаемость клеток в присутствии исследуемого соединения рассчитывали по формуле (СОП 
опытных лунок – СОП среды / СОП контрольных лунок – СОП среды) х 100%, где СОП – усреднен-
ный показатель оптической плотности с помощью пакета программ “Microsoft Excel”. Все данные 
приведены как среднее ± стандартная ошибка среднего (SE) для n экспериментов. Статическую об-
работку полученных данных проводили с использованием t-теста Стьюдента. Различия считались 
статистически значимыми при P <0,05. 

Результаты и обсуждения. При выведении перевиваемой культуры гепатоцитов были извлече-
ны эмбрионы из амниотического мешка, далее из эмбрионов извлечена печень, которую гомогени-
зировали в среде RPMI-1640, содержащий антибиотик – антимикотик, добавляли L-глутамин (ко-
нечная концентрация 400 мМ) и сыворотку эмбриона теленка (конечная концентрация 20%). Клетки 
засевали в культуральный флакон и культивировалась при 37°С в СО2 инкубаторе. 

Через 3-4 месяца культивирования клеточная линия, названная нами Геп23, приобрела стабиль-
ность, клетки пересевались 2-3 раза в неделю с плотностью 5×104 кл/мл с коэффициентом рассева 
1:5 и были полностью переведены на ростовую среду RPMI-1640, содержащий антибиотик - анти-
микотик, 200мМ L-глутамин и 10% сыворотки эмбриона теленка.

При посеве единичные клетки в процессе размножения легко образуют колонии, которые затем 
сливаются и образуют конфлюэнтный монослой на 3-4 день. Клетки легко снимаются с поверхности 
раствором 1 мМ ЭДТА.

Жизнеспособность клеток гепатоцитов контролировали визуально с помощью микроскопа 
(Nikon Eclipse Ti2) в различные периоды времени (рис. 1).

  
Рис. 1. Перевиваемая линия клеток гепатоцитов (Геп23).  

Образования монослоя клеток, ок. ×10, об. ×40.
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Перевиваемая культура клеток Геп23 представлена эпителиоподобными полигональными клет-
ками с многочисленными двуядерными клетками. 

Культура клеток Геп23 заморожена на 40-ом пассаже по 2×106 клеток на криофлакон объемом 
1,8 мл и хранится в банке клеточных культур Института биоорганической химии АН РУз.

Для использования культуры клеток в качестве модели для изучения биологически активных 
веществ необходимо определить, насколько чувствительна данная система к действию клинических 
препаратов [8-9]. В связи с этим нами было исследовано действие некоторых клинических проти-
воопухолевых препаратов, а также препараты, обладающие противовоспалительными действиями: 
цисплатин – синтетический противоопухолевый препарат, обладает свойствами бифункциональных 
алкилирующих агентов; метотрексат, цитостатический препарат из группы антиметаболитов, доско-
рубицин, противоопухолевый антибиотик антрациклинового ряда. Хофитол, желчегонное средство 
обладает гепатопротекторнымим и мочегонными свойствами. 

Нами изучено действие этих препаратов на перевиваемой линии гепатоцитов (Геп23). Полученные 
результаты даны в таблице.

Цитотоксическая активность коммерческих препаратов на клеточной линии гепатоцитов 
(М±м, n=3, P <0,05)

мкг/мл
Образцы

Включение МТТ в клетки, %
100 10 1

Цисплатин 49,76±2,6 67,78±3,5 90,98±6,1
Метотрексат 79,12±5,4 75,02±4,9 69,13±6,5
Доксорубицин 79,92±4,3 78,98±0,9 68,88±3,8
Хофитол 108,19±3,8 94,54±4,6 85,80±2,3

Определение чувствительности гепатоцитов к известным противоопухолевым препаратам – это 
важный этап в исследовании эффективности и токсичности противораковых агентов. 

Как следует из таблицы все 3 противоопухолевых препарата проявляют антипролиферативную 
активность в пределах 20-30%, наиболее выраженный цитотоксический эффект проявил цисплатин 
при концентрации 100 мкг/мл (50%). Хофитол практически не проявил активность по отношению 
здоровым клеткам печени.

Таким образом гепатоциты могут служить моделью для изучения как прямого противоопухоле-
вого эффекта препаратов, так и их потенциальной гепатотоксичности.. Полученные данные позво-
ляют оценить потенциальную токсичность этих препаратов для печени, а также могут быть полезны 
для дальнейшего изучения механизмов действия препаратов и разработки новых терапевтических 
стратегий с минимальными побочными эффектами. 

Конкретный вклад авторов: З.С. Хашимова вывела перевиваемую культуру, анализировала 
данные и написала статью, М.К. Салахутдинова провела эксперимент и анализировала данные, 
К.А. Кахорова принимала участие в анализе данных и подготовке статьи, Ю.И. Ощепкова и Ш.И. 
Салихов руководили экспериментами, редактировали статью.
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KALAMUSH EMBRIONI GEPATOTSITLARI HUJAYRA KULTURASINING KOʻCHIRIB 
OʻTKAZILADIGAN LINIYASI

Z.S. Khashimova, M.K. Salakhutdinova, K.A. Kaxhorova, Yu. I. Oshchepkova, Sh.I. Salikhov 

Sogʻlom kalamush embrionlaridan gepatotsit hujayralarining yangi koʻchirib oʻtkaziladigan hujayra liniyasi 
olindi va bu hujayra liniyasining ta’sir qilish mexanizmi ma’lum boʻlgan sitotoksik preparatlarga, shu jumladan 
gepatoprotektiv faol moddalarga seziluvchanligi oʻrganildi.

Kalit soʻzlar: gepatotsitlar, sitotoksiklik, hujayra kulturasi, MTT test.

CONTINUOUS CELL CULTURE LINE OF HEPATOCYTES FROM RAT EMBRYOS

Z.S. Khashimova, M.K. Salakhutdinova, K.A. Kaxhorova, Yu. I. Oshchepkova, Sh.I. Salikhov 

A new continuous culture of hepatocyte cells was developed from healthy rat embryos and the sensitivity of this 
cell line to cytotoxic commercial drugs with a known mechanism of action, including substances with hepatoprotec-
tive activity, was studied.

Key words: hepatocytes, cytotoxicity, cell culture, MTT test.
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Сахарный диабет 2 типа (СД2) – одно из наиболее распространённых хронических заболеваний, связан-
ных с нарушением метаболизма глюкозы и инсулинорезистентностью. Разветвлённые (лейцин, изолейцин, 
валин) аминокислоты активно изучаются как потенциальные биомаркеры риска развития СД2. Их уровни в 
плазме крови ассоциированы с нарушениями метаболизма. В данной статье рассматриваются ключевые ре-
зультаты исследований разветвленных аминокислот (BCAAs) и его связи с СД2.

Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа (СД2), разветвлённые аминокислоты (BCAAs), метаболические 
маркеры, инсулинорезистентность.

Введение. Сахарный диабет 2 типа (СД2) характеризуется нарушением регуляции углеводного, 
липидного и белкового обмена и является результатом нарушения секреции инсулина, резистентно-
сти к инсулину или комбинации того и другого. Из трех основных типов диабета СД2 встречается 
гораздо чаще (составляя более 90% всех случаев), чем сахарный диабет 1 типа (СД1) или гестаци-
онный диабет [1].

C 1990 по 2022 г. количество людей, живущих с диабетом, выросло с 200 миллионов до 830 мил-
лионов человек [2].

Сахарный диабет 2 типа (СД2) является мультифакторным заболеванием, развивающимся под 
влиянием генетической предрасположенности и факторов образа жизни. Ключевыми предикторами 
его возникновения являются инсулинорезистентность, нарушение углеводного обмена и хрониче-
ское воспаление, усугубляемое сопутствующими заболеваниями и воздействием некоторых лекар-
ственных препаратов [3].

Влияние образа жизни на риск развития СД2. Одним из основных факторов риска СД2 явля-
ется образ жизни. Среди наиболее значимых факторов можно выделить:
•	 Физическую неактивность и малоподвижный образ жизни, которые снижают чувствительность 

тканей к инсулину, способствуют накоплению висцерального жира и нарушению метаболизма 
глюкозы. 

•	 Курение, связанное с повышенной инсулинорезистентностью и хроническим воспалением, что 
усугубляет метаболические нарушения.

•	 Чрезмерное употребление алкоголя, способствующее дисфункции печени, гипергликемии и на-
рушению секреции инсулина.

•	 Ожирение, являющееся причиной около 55% случаев СД2. Висцеральный жир играет ключевую 
роль в развитии инсулинорезистентности, провоцируя воспалительные процессы и нарушая ра-
боту бета-клеток поджелудочной железы [4].
Заболевания, повышающие риск СД2. Помимо образа жизни, существует ряд заболеваний, 

способствующих развитию или прогрессированию СД2:
•	 Артериальная гипертензия – связана с эндотелиальной дисфункцией и инсулинорезистентно-

стью.
•	 Гиперлипидемия и метаболический синдром (синдром Ривена, синдром X) – комплекс мета-

болических нарушений, включающий ожирение, дислипидемию, гипертонию и инсулинорези-
стентность, является предшественником диабета.

•	 Эндокринные нарушения (акромегалия, синдром Кушинга, тиреотоксикоз, феохромоцитома) – 
влияют на углеводный обмен и могут повышать уровень глюкозы в крови.
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•	 Хронический панкреатит и некоторые онкологические заболевания, которые приводят к дис-
функции поджелудочной железы и снижению продукции инсулина [5].
Влияние лекарственных препаратов на развитие СД2. Некоторые лекарственные препараты 

способны повышать риск развития СД2 за счёт воздействия на углеводный обмен, инсулинорези-
стентность и функцию поджелудочной железы. Основные механизмы их действия включают:
•	 Увеличение массы тела, что приводит к усилению инсулинорезистентности.
•	 Нарушение секреции инсулина, провоцирующее гипергликемию.
•	 Снижение чувствительности тканей к инсулину, ухудшающее усвоение глюкозы.

К лекарственным средствам, способствующим развитию СД2, относятся:
•	 Глюкокортикоиды (преднизолон, дексаметазон) – увеличивают уровень глюкозы в крови и сни-

жают чувствительность тканей к инсулину.
•	 Тиазидные диуретики (гидрохлоротиазид) – могут вызывать нарушения углеводного обмена.
•	 Бета-блокаторы (атенолол, пропранолол) – снижают чувствительность тканей к инсулину и ма-

скируют симптомы гипогликемии.
•	 Атипичные антипсихотики (оланзапин, кветиапин) – увеличивают риск ожирения и нарушения 

углеводного обмена.
•	 Ингибиторы протеазы, применяемые при ВИЧ, – способствуют инсулинорезистентности.
•	 Оральные контрацептивы с высокой дозой эстрогенов – могут снижать толерантность к глюкозе.

При необходимости длительного применения таких препаратов рекомендуется регулярно кон-
тролировать уровень глюкозы в крови и обсуждать с врачом возможные меры по снижению риска 
СД2, включая коррекцию образа жизни и мониторинг метаболических показателей.

Таким образом, развитие СД2 обусловлено сочетанием генетических факторов, особенностей 
образа жизни, наличием сопутствующих заболеваний и воздействием медикаментов. Одним из наи-
более эффективных методов профилактики является повышение физической активности, контроль 
массы тела и ранняя диагностика метаболических нарушений [6].

Метаболические пути BCAA. BCAAs (лейцин, изолейцин и валин) – это три основные не-
заменимые аминокислоты. После поступления с пищей они всасываются в кишечнике через Na⁺-
зависимые транспортёры, затем попадают в кровь и транспортируются в клетки, главным образом 
через LAT1 и 4F2hc. Их деградация начинается с участия ферментов BCAT (BCAT1 в цитозоле, 
BCAT2 в митохондриях), которые превращают BCAAs в кетокислоты (BCKAs). Далее BCKAs пе-
рерабатываются комплексом BCKDH, состоящим из трёх субъединиц и использующим кофакторы, 
такие как тиаминпирофосфат и FAD. Комплекс разветвлённо-цепочечной кетокислотной дегидро-
геназы (BCKDH) – это мультиферментный комплекс, который катализирует необратимый этап ката-
болизма разветвлённых аминокислот (лейцина, изолейцина и валина), превращая их в соответству-
ющие разветвлённо-цепочечные ацил-КоА.

В дальнейшем продукты распада (изобутирил-КоА, 2-метилбутирил-КоА и изовалерил-КоА) 
включаются в цикл трикарбоновых кислот (TCA), превращаясь в пропионил-КоА, ацетил-КоА или 
сукцинил-КоА. Этот процесс обеспечивает клетку энергией (NADH, FADH₂) и может участвовать 
в синтезе жирных кислот, холестерина, кетоновых тел и глюкозы в зависимости от метаболических 
потребностей организма [7].

В отличие от большинства аминокислот, начальный этап катаболизма BCAA не происходит в пе-
чени из-за низкой печеночной активности аминотрансферазы аминокислот с разветвленной цепью 
(BCAT), первого фермента в пути катаболизма BCAA. Поэтому BCAA быстро увеличиваются в си-
стемном кровотоке после приема белка и легко доступны для внепеченочных тканей. Это явление 
дает уникальное преимущество формулам питания на основе BCAA по сравнению с другими, осо-
бенно теми, которые нацелены на мышцы и мозг.

BCAA служат субстратами для синтеза белка или производства энергии и выполняют несколько 
метаболических и сигнальных функций, в частности, посредством активации сигнального пути ми-
шени рапамицина млекопитающих (mTOR). 

Также BCAA оказывают стимулирующее действие на синтез белка и ингибирующее действие на 
протеолиз. Эффекты реализуются самими BCAA, особенно лейцином и их метаболитами. Лейцин 
стимулирует синтез белка через сигнальный путь mTOR и фосфорилирование факторов инициации 
трансляции и рибосомальных белков [8]. Роль в анаболическом действии белка лейцина играет так-
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же его стимулирующее действие на секрецию инсулина [9]. Существуют тесные связи между BCAA 
и уровнями глюкозы в плазме. Тот факт, что BCAA повышают регуляцию транспортеров глюкозы и 
активируют секрецию инсулина, был широко продемонстрирован [10]. Однако несколько исследова-
телей предположили, что чрезмерное потребление аминокислот может привести к ингибированию 
передачи сигналов инсулина [11].

Роль BCAA в метаболизме. Аминокислоты с разветвленной цепью (BCAA: изолейцин, лейцин, 
валин) являются незаменимыми аминокислотами, которые обычно присутствуют в богатых белком 
продуктах (например, красном мясе, птице, яйцах, рыбе и бобовых). Увеличение циркулирующих 
BCAA натощак ранее связывали с риском диабета 2 типа [12].

BCAA являются важными регуляторами метаболических процессов. Они не только участвуют 
в синтезе белка, регуляции сигнальных путей, таких как mTOR но и влияют на энергетический об-
мен. Однако их избыточное накопление в крови может быть связано с нарушением метаболического 
гомеостаза. Исследование Newgard et al. (2009) показало, что повышенные уровни BCAA и их ме-
таболитов коррелируют с инсулинорезистентностью у людей с ожирением. Авторы предположили, 
что BCAA могут нарушать функцию митохондрий и способствовать накоплению токсичных мета-
болитов, таких как ацилкарнитины, что в конечном итоге приводит к снижению чувствительности 
к инсулину [13].

Высокопроизводительные методы метаболического профилирования выявили BCAA как потен-
циальные биомаркеры риска диабета 2-го типа. Повышенные уровни BCAA в плазме были связаны 
с ожирением, резистентностью к инсулину, нарушением толерантности к глюкозе и диабетом 2-го 
типа [14]. 

Исследования, направленные на изучение метаболизма, такие как работа Wang et al. (2011), про-
демонстрировали, что повышенные уровни BCAA в плазме крови могут служить биомаркерами 
риска развития СД2. В данном исследовании было обнаружено, что у лиц с высоким уровнем BCAA 
риск развития диабета был значительно выше, чем у тех, у кого уровни этих аминокислот были в 
норме. Из 2 422 обследованных людей без диабета у 201 человека развился диабет за 12 лет наблю-
дения. Их данные сравнивались с контрольной группой. В исследовании были выявлены ключевые 
метаболиты: изолейцин, лейцин, валин, тирозин и фенилаланин – данные аминокислоты оказа-
лись значимо связанными с риском развития диабета. 

Метаболит OR (на 1 стандартное отклонение) P-значение
Изолейцин 1.70 (1.27–2.28) 0.0004
Лейцин 1.62 (1.20–2.17) 0.001
Валин 1.57 (1.17–2.09) 0.002
Фенилаланин 2.02 (1.40–2.92) 0.0002
Тирозин 1.85 (1.35–2.55) 0.0001

Как видно из таблицы, все пять аминокислот (изолейцин, лейцин, валин, фенилаланин и тирозин) 
статистически значимо связаны с риском развития диабета. Их P-значения <0.05, что подтверждает, 
что эта связь не случайна. Авторы предположили, что BCAA могут быть не только маркерами, но и 
активными участниками патогенеза СД2 [15]. 

Исследования показывают, что уровни BCAAs и AAAs (ароматические аминокислоты) могут 
предсказывать риск T2D задолго до клинической диагностики. Так, например, Rivas-Tumanyan et 
al. (2024) выявили, что у пуэрториканцев повышенные уровни лейцина, валина и тирозина ассо-
циированы с ухудшением инсулинорезистентности и повышенным риском диабета на 46%. В этом 
анализе они обнаружили сильные ассоциации между базовыми метаболитами BCAA и AAA и ди-
абетом 2 типа на исходном уровне и при последующем наблюдении, подтверждая их потенциаль-
ную прогностическую роль в развитии диабета среди пуэрториканцев [16]. Также Chen et al. (2016) 
продемонстрировали, что у китайцев уровни BCAAs/AAAs лучше предсказывают риск диабета, чем 
традиционные метаболические маркеры, такие как глюкоза натощак [17]. 

Заключение. Современные методы выявления метаболических маркеров позволяют на основе 
метаболического профиля применять превентивные методы, снизить риск развития сахарного диа-
бета 2 типа и улучшить раннюю диагностику. Исследования BCAAs показывают, что их уровни мо-
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гут служить надежными индикаторами метаболических нарушений, позволяя врачам адаптировать 
стратегии профилактики и лечения. В разных популяциях влияние BCAAs на риск диабета может 
отличаться, что подчеркивает необходимость дальнейших исследований и персонализированного 
подхода к медицинскому мониторингу. Будущие работы должны сосредоточиться на интеграции 
этих данных в клиническую практику, что поможет разработать эффективные стратегии предотвра-
щения и управления диабетом 2 типа.

Вклад авторов. Ц.В.Э., К.Д.Н., Н.Ш.Ж. – проводили поиск и анализ актуальных статей, Е.А.Ц 
– концептуализация, написание и редактирование статьи, Х.З.Ю., Д.Д.А. - координировали работу и 
редактировали окончательный текст. 
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2-TOIFA QANDLI DIABET RIVOJLANISHIDA TARMOQLANGAN ZANJIRLI 
AMINOKISLOTALARNING ROLI

Y.А. Say, V.E. Soy, D.N. Кurmaeva, Sh.J. Nuriddinov, Z.Yu. Хalimova, D.А. Dalimova

2-toifa diabetes mellitus (T2DM) glyukoza almashinuvi va insulin qarshiligining buzilishi bilan bogʻliq boʻlgan 
eng keng tarqalgan surunkali kasalliklardan biridir. Tarmoqlangan zanjirli aminokislotalar (leysin, izolösin, valin) 
T2DM rivojlanish xavfining potentsial biomarkerlari sifatida faol oʻrganilmoqda. Ularning plazma darajasi metabolik 
kasalliklar bilan bogʻliq. Ushbu maqola tarmoqlangan zanjirli aminokislotalar (BCAA) va uning T2DM bilan aloqasi 
boʻyicha asosiy tadqiqot natijalarini koʻrib chiqadi.

Kalit soʻzlar: T2DM, tarmoqlangan zanjirli aminokislotalar (BCAA), metabolik belgilar, 2-toifa diabet, insulin 
qarshiligi.

THE ROLE OF BRANCHED-CHAIN AMINO ACIDS IN THE DEVELOPMENT OF TYPE 2 DIABETES

E.А. Tsay, V.E. Tsoy, D.N. Кurmaeva, Sh.J. Nuriddinov, Z.Yu. Хalimova, D.А. Dalimova

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is one of the most common chronic diseases associated with impaired glucose 
metabolism and insulin resistance. Branched-chain amino acids (leucine, isoleucine, valine) are actively studied as 
potential biomarkers of T2DM risk. Their plasma levels are associated with metabolic disorders. This article reviews 
key findings from studies of branched-chain amino acids (BCAAs) and their association with T2DM.

Keywords: T2DM, branched-chain amino acids (BCAAs), metabolic markers, type 2 diabetes, insulin resistance.
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Изучена связь между инфекцией SARS-CoV-2 и ранними выкидышами у женщин с привычными потеря-
ми беременности в Узбекистане. Анализ данных 1826 женщин показал, что 37,15% (81 из 218) пациенток с 
привычными выкидышами перенесли COVID-19. В анамнезе зарегистрировано 165 случаев потери беремен-
ности. Различия с контрольной группой статистически значимы (χ² = 32,8; p ≤ 0,0001). Пик заражений при-
шелся на 2021–2022 годы (73% случаев). Установлено, что COVID-19 во время беременности повышает риск 
выкидыша (χ² = 17,8; p = 0,0005); а женщины с привычными выкидышами на ранних сроках беременности в 
анамнезе заражались SARS-CoV-2 значительно чаще, чем другие беременные (χ² = 23,8; p ≤ 0,0001).

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, выкидыш. 

Введение. SARS-CoV-2 появился как новый коронавирус в конце 2019 года, быстро распростра-
няясь и вызывая глобальную пандемию связанного с ним заболевания COVID-19 [1]. Коронавирусы 
– это большое семейство вирусов, принадлежащих к семейству Coronaviridae, известное с 1960 года 
как вызывающее респираторные инфекции у человека и животных [2]. Эти патогены видны при 
электронной микроскопии в виде кругов с шипами, которые заканчиваются мелкими каплями, по-
являющимися на его поверхности, по форме, напоминающей корону [3]. SARS-CoV-2 состоит из 
одной нити положительной РНК (рибонуклеиновой кислоты), окруженной липопротеиновой ви-
русной оболочкой, в которой расположен S-белок, активированный клеточной протеазой. Белок S 
способствует проникновению вируса в клетки-мишени, связываясь с клеточным рецептором, анги-
отензинпревращающим ферментом 2 (АПФ2). Этот фермент является ключевым элементом пути 
ренин-ангиотензин, который регулирует гемостаз и артериальное давление. Однако рецептор ACE-2 
высоко экспрессируется в тонком кишечнике, мужской и женской репродуктивной системе, почках, 
сердце и щитовидной железе, умеренно экспрессируется в легких, печени, мочевом пузыре, толстой 
кишке и надпочечниках и немного в мозге, селезенке, костном мозге и клетках крови [4]. 

Коронавирусная инфекция прошлась волной во всем слоям населения, в том числе и беремен-
ным, приводя ко многим осложнениям, таким как выкидыши, гестозы, преэкламсии, преждевремен-
ные роды, мертворождения [5], [6]. Во время любой эпидемии беременные женщины представляют 
собой чрезвычайно чувствительную группу из-за физиологических и иммунологических измене-
ний, которые делают их более восприимчивыми к инфекции, а также более тяжелой инфекции [7]. 
Многочисленные вирусы вызывают воспаление ворсин хориона и самопроизвольные аборты [8]. 
Первичный рецептор SARS-CoV-2, АПФ2, экспрессируется в различных типах плацентарных кле-
ток, включая трофобласты и синцитиотрофобласты. Эти клетки являются важнейшими компонен-
тами плацентарного барьера и играют важную роль в обмене питательных веществ и производ-
стве гормонов [9]. При инфицировании вирусом этих клеток происходит воспаление плаценты, по-
вреждение сосудов и тромботические события, которые могут повлиять на здоровье плода [10]. При 
изучении плаценты матерей, инфицированных SARS-CoV-2 часто обнаруживается мальперфузия 
сосудов, фибриноидный некроз и гипертрофия артериол амниотической мембраны, а также отмеча-
ются интрамуральные, неокклюзионные тромбы [11], приводящие к недостатку кровоснабжения и 
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гибели плода [12].
Таким образом, COVID-19 во время беременности, стал предметом многих исследований, в ко-

торых изучались любые потенциальные неблагоприятные эффекты [13]. Поскольку и сам вирус, и 
сведения о его эффектах постоянно развиваются, влияние вируса на исходы беременности весьма 
неоднозначны. Некоторые связывают его с повышенным риском потери беременности [14], [15], 
[16], в то время как другие пришли к выводу об отсутствии связи заболевания COVID-19 с ослож-
нениями беременности [17], [18]. А значение коронавирусной инфекции у женщин с привычными 
потерями беременности малоизучено, в связи с этим целью данного исследования было выяснить, 
существует ли связь между инфекцией SARS-CoV-2 и ранним выкидышем среди женщин с привыч-
ными потерями беременности в Узбекистане.

Материалы и методы.
В Республиканском специализированном научно-практическом медицинском центре акушер-

ства и гинекологии были собраны анкетные данные и образцы периферической крови 1826 женщин, 
давших информированное согласие. Анкета состояла из 144 вопросов, включавших информацию о 
заражении SARS-CoV-2 в период беременности с 2020 по 2023 годы. 

Женщины были разделены на три группы. В первую группу вошли 218 женщин с привычными 
выкидышами (два и более выкидышей). Вторую, контрольную, составили 750 женщин, прошедших 
через естественные роды. А 858 женщин, у которых были случаи выкидыша, но также имеются здо-
ровые дети, выделили в третью группу. 

Возраст женщин 1-й группы с выкидышами составлял от 17 до 47 лет (средний возраст 26,58±0,8; 
медиана 25,75), в то время как в контрольной группе он варьировался от 19 до 52 лет (средний 
возраст 22,43±0,3; медиана 21,43). В исследование включали женщин без тяжелых соматических 
заболеваний, хронических урогенитальных инфекций и аномалий развития внутренних половых 
органов.

Статистический анализ проводился с использованием Excel-2019 и критерия Фишера. 
Статистически значимыми считались результаты при p ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение.
Согласно анкетным данным, у 81 из 218 женщин с привычными выкидышами (37,15%) был 

диагностирован COVID-19. Эти женщины перенесли 165 случаев потерь беременности. В период 
с 2020 по 2023 годы частота выкидышей среди женщин с COVID-19 составила 16% в 2020 г., 23% 
- в 2021 г., 38% - в 2022 г. и 24% в 2023 г., что было выше по сравнению с контрольной группой 
(11%, 10%, 6% и 18% соответственно). Различия оказались статистически значимыми (χ2 = 32,8; 
p ≤ 0,0001).

Метанализы показали, что у беременных женщин COVID-19 часто протекает бессимптомно 
[19], [20]. Однако влияние бессимптомных или легких инфекций на ранние выкидыши изучено не-
достаточно.

Согласно отчетам британской системы наблюдения за акушерскими случаями (UK Obstetric 
Surveillance System), 99% госпитализированных беременных с симптомами COVID-19 не были вак-
цинированы [21]. 

Есть косвенные доказательства вовлеченности плаценты при инфекции SARS-CoV-2, что может 
объяснить связь между ранним выкидышем и COVID-19 [22]. 

При анализе анкетных данных установлено, что в группе женщин, перенесших выкидыш во вре-
мя пандемии COVID, 13 женщин были инфицированы данной инфекцией, и у них зафиксировано в 
общей сложности 42 случая выкидыша. Из этих случаев 18% приходятся на 2020 год (период начала 
пандемии), 36% – на 2021 год, а 41% – на 2022 год (рис.).

Из этих случаев 95 % (38 случаев) приходятся на 2020–2022 годы, когда пандемия COVID-19 
была наиболее интенсивной. Установлено, что заражение COVID-19 во время беременности повы-
шает риск выкидыша (χ² = 17,8; p = 0,0005). Установлено, что женщины с привычными выкидышами 
в анамнезе на ранних сроках беременности заражались SARS-CoV-2 значительно чаще, чем другие 
беременные (χ² = 23,8; p ≤ 0,0001). 

Множество исследований о SARS-CoV-2 у беременных сосредотачиваются на госпитализиро-
ванных женщинах с тяжелыми формами инфекции во второй половине второго и в третьем триме-
страх [23], [24], [25]. 
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Случаи заражения SARS-CoV-2 во время беременности у женщин с выкидышами  
(2020–2023 годы).

Исследование Sacinti et al. сравнило частоту выкидышей за 13-недельный период в 2019 и 2020 
годах. Выяснилось, что частота выкидышей увеличилась на 25 % во время пандемии SARS-CoV-2, с 
общим уровнем в 11,8 % [26]. Этот вывод согласуется с нашим наблюдением, что инфекция SARS-
CoV-2 увеличивает риск потери беременности.
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SARS-COV-2 KORONAVIRUS INFEKSIYASINING HOMILADORLIKNING TUSHISHI BILAN 
BOG‘LIQLIGI BO‘YICHA SO‘ROVNOMA MA’LUMOTLARIGA ASOSLANGAN TADQIQOT

A.A. Abdurahimov, Yu.A. Kapralova, Z.M.Mirakbarova, A.I.Rahmatullaev, M.B. Nazirova, G.G. Atamurotova, 
Sh.O. Rahmatova, F.P. Nishanova, A.A. Abdullaev, Sh.U. Turdikulova 

O‘zbekistonda homila tushish bilan SARS-CoV-2 infeksiyasi o‘rtasidagi bog‘liqlikni o‘rganildi. 1826 nafar 
ayollarning ma’lumotlari tahlil qilindi. Odatiy homila tushish holati bo‘lgan bemorlarning 37,15% (218 nafardan 
81 tasida) COVID-19 infeksiyasini boshidan kechirgan. Ularning anamnezida 165 ta homila yo‘qotish holati qayd 
etilgan. Nazorat guruhi bilan farqlar statistik jihatdan ishonchli (χ² = 32,8; p ≤ 0,0001) deb topildi. Kasallanish avji 
2021–2022 yillarga to‘g‘ri kelgan (73% holat). Homiladorlik davridagi COVID-19 infeksiyasi homila tushish xavfini 
oshirishi tasdiqlangan (χ² = 17,8; p = 0,0005). Aniqlanishicha, homilasi tushgan ayollarda homiladorlikning dastlabki 
uch oyida SARS-CoV-2 bilan infeksiyalanishi boshqa homilador ayollarga qaraganda ko‘proq bo‘lgan va SARS-
CoV-2 homila tushishiga xavf omil ekanligi tasdiqlandi (χ² = 23,8; p ≤ 0,0001). 

Kalit so‘zlar: SARS-CoV-2, COVID-19, homilaning tushishi.

STUDY OF THE CORRELATION BETWEEN SARS-COV-2 CORONAVIRUS INFECTION AND 
MISCARRIAGE BASED ON QUESTIONNAIRE DATA

A.A. Abdurakhimov, Yu.A. Kapralova, Z.M. Mirakbarova, A.I. Rakhmatullaev, M.B. Nazirova, G.G. Atamurotova, 
Sh.О. Rakhmatova, F.P. Nishanova, A.A. Adullaev, Sh.U. Turdikulova 

It has examined the association between SARS-CoV-2 infection and early miscarriages in women with recurrent 
pregnancy loss in Uzbekistan. An analysis of data from 1,826 women showed that 37.15% (81 out of 218) of patients 
with recurrent miscarriages had COVID-19. They had a history of 165 pregnancy losses. The differences with the 
control group were statistically significant (χ² = 32.8; p ≤ 0.0001). The peak of infections occurred in 2021–2022 (73% 
of cases). COVID-19 during pregnancy was found to increase the risk of miscarriage (χ² = 17.8; p = 0.0005). Women 
with a history of recurrent miscarriage in early pregnancy were infected with SARS-CoV-2 significantly more often 
than other pregnant women (χ² = 23.8; p ≤ 0.0001).

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, miscarriage.
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ВЛИЯНИЕ НЕОРГАНИЧЕСКИХ ПОЛИФОСФАТОВ И АТФ НА СОКРАТИТЕЛЬНУЮ 
АКТИВНОСТЬ КАРДИОМИОЦИТОВ НЕОНАТАЛЬНЫХ КРЫС

Г.В. МАКСИМЧЕВА1, Х.Р. РУСТАМОВ2, Р.З. САБИРОВ1, А.Ю. БАЕВ2,3
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Известно, что неорганические полифосфаты (поли-Ф) могут выделяться из активированных тромбоцитов 
и участвовать в межклеточном сигналировании через активацию пуринергических и других рецепторов. В 
связи с тем, что поли-Ф регулярно появляются в кровяном русле и могут контактировать с окружающими 
клетками, в том числе и с клетками сердца, нами было изучено влияние внеклеточных поли-Ф на сократитель-
ную активность неонатальных кардиомиоцитов. Было обнаружено, что при добавке поли-Ф клетки из одной 
популяции могут отвечать как повышением частоты клеточных сокращений (ЧКС) и их амплитуды, так и по-
нижением. При этом, схожие ответы наблюдались и при добавке АТФ. Сравнительный анализ показал, что при 
добавке АТФ наблюдалась тенденция к увеличению ЧКС и амплитуды сокращений, тогда как добавка поли-Ф 
приводила к снижению ЧКС и амплитуды.

Ключевые слова: Неорганические полифосфаты, АТФ, сокращение кардиомиоцитов.

Неорганические полифосфаты (поли-Ф) – это гомополимеры, состоящие из остатков ортофос-
форной кислоты. Поли-Ф являются естественными внутриклеточными метаболитами, которые 
внутри клетки участвуют в процессах клеточной биоэнергетики [1, 2], стабилизируют третичную 
структуру белка посредством шаперонной активности [3, 4]. В то же время было показано, что по-
ли-Ф могут выбрасываться из астроцитов и тромбоцитов и участвовать во внеклеточных процессах 
в качестве сигнальной молекулы [5, 6]. Ранее показывалось, что поли-Ф могут выделяться из акти-
вированных тромбоцитов крови во время процесса тромбообразования [6]. Помимо участия в самом 
тромбообразовании, поли-Ф активно взаимодействует со всеми клетками, которые имеются в крово-
токе или же выстилают стенки кровеносных сосудов посредством активации различных сигнальных 
путей, в том числе через активацию P2Y1 пуринорецепторов [6, 7]. В связи с тем, что поли-Ф выде-
ляются в кровь на постоянной основе и могут потенциально оказывать влияние на сократительную 
активность сердца, в своей работе мы решили оценить влияние экзогенного поли-Ф на сократитель-
ную активность первичных кардиомиоцитов, выделенных из сердец неонатальных крысят, а также 
сравнить эффект поли-Ф с эффектом экзогенного АТФ – естественного агониста пуринорецепторов.

Материалы и методы.
Все эксперименты проводились в строгом соответствии с рекомендациями Европейской конвен-

ции по защите позвоночных животных, используемых в экспериментах или других целях (Страсбург, 
1986 г.) и ARRIVE (https://arriveguidelines.org) и были одобрены Комитетом по биоэтике Института 
биофизики и биохимии BEC/IBB-NUU/2024/12-1. 

Для работы использовался сбалансированный солевой раствор Хэнкса (HBSS), следующего со-
става (в мМ) 156 NaCl, 3 KCl, 2 MgSO4, 1,25 KH2PO4, 2 CaCl2, 10 Глюкоза, 10 HEPES, pH доводилась 
до значений 7,35 при помощи NaOH.

Выделение и культивирование первичных кардиомиоцитов проводили при помощи набора для 
выделения первичных кардиомиоцитов Pierce™ (Termo Fisher Scientific, США; кат. номер 88281) 
в соответствии с протоколом производителя. Вкратце, изолированные сердца неонатальных крыс 
измельчали на мелкие кусочки 1–3 мм. Полученные фрагменты ткани инкубировали в растворе 
ферментов в течение 30–35 мин при постоянном перемешивании при 37ºС. После инкубации, на-
досадочную жидкость, содержащую фермент, удаляли, оставшиеся фрагменты промывали дважды 
ледяным сбалансированным солевым раствором Хэнкса. Далее, фрагменты аккуратно размельчали 
пипетированием в среде ДМЕМ с добавлением 10% FBS (эмбриональной бычьей сыворотки) и 1% 
раствора антибиотиков (Pen-strep). Полученную суспензию клеток высевали на покровные стекла 
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3×10 мм и инкубировали при 37º С в атмосфере 5% CO2. Через 24 часа заменяли среду на анало-
гичную, содержащую добавку для роста кардиомиоцитов, предусмотренную протоколом для выде-
ления.

Регистрацию спонтанных сокращений вели с помощью техники видеомикроскопии в сочетании 
с программным обеспечением для анализа изображений. Видеозапись эксперимента проводили с 
помощью камеры смартфона Redmi Note 12 Pro в режиме замедленной съемки, непосредственно 
с экрана микроскопа EVOS XL lite (Life Technologies). Съемку эксперимента вели непрерывно до 
и после добавления веществ в проточную ячейку с клетками. Далее, видеозаписи в формате MP4 
конвертировали в формат “.avi” и уменьшали плотность записи до 12 кадров в секунду с помощью 
скрипта Pyton (https://github.com/KhondamirRustamov/imaging/blob/main/video_sampler.ipynb). 

Частоту сокращений также контролировали и определяли визуально. Цифровую обработку фраг-
ментов записей проводили программой ImageJ 1.52 (NIH, LOCI, Университет Висконсин, США) и 
плагина Myocyter v.1.3 [8]. Статистический анализ полученных результатов проводили с исполь-
зованием программы Origin Pro 2024 (Microcal Software Inc., Northampton MA). Статистическую 
значимость отличий оценивали при помощи метода ANOVA и критерия Фридмана, для зависимых 
выборок, не отвечающих нормальному распределению. Отличия считались статистически досто-
верными при р≤0,05. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка, для n экспериментов.

Результаты и их обсуждение.
На 3 сутки после выделения, неонатальные кардиомиоциты крыс приобретали способность к 

спонтанным сокращениям. При этом, на 4-е сутки число спонтанно сокращающихся клеток состав-
ляло более 50% от общего числа клеток. Поэтому наши эксперименты проводили на 4-е сутки после 
выделения, и анализ данных проводили только на сокращающихся клетках.

Кардиомиоциты помещали в сбалансированный солевой раствор Хэнкса, где клетки сохраняли 
способность к сокращению, и производили запись эксперимента. В наших экспериментах, сокраще-
ние кардиомиоцитов варьировало от 3 до 30 раз в минуту, однако для большинства клеток средние 
показатели сокращения составляли 14,9±0,7 раз в минуту (рисунок 1 А, Б). 

Рис. 1. Влияние поли-Ф на сократительную активность кардиомиоцитов. А. Репрезентативная 
запись экспериментов; Б. Добавка поли-Ф в концентрации 10 µМ приводит к снижению 

частоты клеточных сокращений кардиомиоцитов; В. Влияние поли-Ф на амплитуду клеточных 
сокращений; Г-Д. Процентное соотношение 3-х субпопуляций клеток, разделенных в зависимости 

от типа изменений ЧКС и амплитуды, вызванных добавкой поли-Ф. N=21, n=99 (N – количество 
чашек, n – количество клеток, которые вошли в статистику. В статистику вошли эксперименты от 

10-ти независимых клеточных выделений). Численные значения средних величин указаны над 
столбиками диаграмм. *** – p≤0,001, * – p≤0,05, НЗ – не значительно.
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Добавка поли-Ф (для работы использовался поли-Ф, содержащий 100 остатков ортофосфорной 
кислоты) в концентрации 10 µМ достоверно приводила к снижению частоты клеточных сокращений 
(ЧКС) в среднем на 40 %, но не амплитуды сокращений (рисунок 1 Б и В). Последующая отмывка 
клеток от поли-Ф приводила к восстановлению ЧКС до значений базовой линии (рисунок 1 Б). При 
анализе данных мы обнаружили, что ответы клеток на добавку поли-Ф неоднородны. Нами было 
обнаружено, что при добавке поли-Ф существует 3 субпопуляции клеток, отвечающих по-разному 
на добавку поли-Ф. Нами было обнаружено, что большая часть субпопуляции клеток отвечала по-
нижением ЧКС и амплитуды (рисунок 1 Г и Д). Однако присутствовали клетки, которые отвечали 
повышением ЧКС и амплитуды и клетки, которые не реагировали на добавку поли-Ф (в данную 
субпопуляцию клеток входили клетки, ответы которых, после добавки поли-Ф, варьировали в пре-
делах 5 % от базовой линии) (рисунок 1 Г и Д). 

В следующей серии экспериментов мы оценили влияние внеклеточного АТФ в концентрации 10 
µМ на ЧКС и амплитуду сокращений кардиомиоцитов. Добавка АТФ приводила к незначительному 
увеличению ЧКС и не оказывала влияния на амплитуду сокращений кардиомиоцитов (рисунок 2 
А-В). Последующий анализ, как и в случае с поли-Ф, выявил 3 субпопуляции клеток, различав-
шихся по ответам, однако если в случае с поли-Ф преобладала субпопуляция клеток с понижением 
ЧКС, то в случае с АТФ 2 субпопуляции клеток (отвечавшие понижением и повышением) имели 
приблизительно одинаковое процентное соотношение (рисунок 2 Д). Похожее распределение было 
и с клетками, разделенными по амплитуде – 2 субпопуляции клеток, отвечающие понижением и по-
вышением амплитуды имели примерно равное процентное отношение (рисунок 2 Г).

Для того, что бы лучше разобраться в наблюдаемых эффектах, мы разделили 3 субпопуляции 
клеток и посчитали усредненные показатели базовой линии, ответа на агонист и эффекта отывки.

Рис. 2. Влияние АТФ на сократительную активность кардиомиоцитов. А. Репрезентативная запись 
экспериментов; Б. Добавка АТФ в концентрации 10 µМ приводит к незначительному увеличению 
ЧКС кардиомиоцитов; В. Влияние АТФ на амплитуду клеточных сокращений; Г-Д. Процентное 

соотношение 3-х субпопуляций клеток, разделенные в зависимости от типа изменений ЧКС и 
амплитуды, вызванных добавкой АТФ. N=7, n=50 (N – количество чашек, n – количество клеток, 
которые вошли в статистику. В статистику вошли эксперименты от 4-х независимых клеточных 

выделений). НЗ – не значительно. Численные значения средних величин указаны над столбиками 
диаграмм.
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Анализ данных выявил некоторые закономерности, а именно, нами было показано что клетки, 
которые изначально имели низкую ЧКС, чаще всего отвечали повышением ЧКС в ответ на поли-Ф 
и АТФ (рисунок 3 А и Г). Клетки, которые изначально имели высокую ЧКС, отвечали понижением 
(рисунок 3 Б и Д). Для клеток, которые не ответили изменением ЧКС в ответ на добавку агониста, 
строгих закономерностей выявить не удалось (рисунок 3 В и Е), возможно, из-за большого разброса 
данных, а также же потому, что таких клеток было намного меньше по сравнению с двумя другими 
субпопуляциями. 

Рис. 3. Сравнительный анализ различных субпопуляций клеток в ответ на добавки  
поли-Ф (А-В, Ё) и АТФ (Г-Д, Ж) (пояснения в тексте).

Подобные закономерности прослеживались и с амплитудой ответа клеток – те клетки, у которых 
базовая амплитуда сокращений была понижена, имели тенденцию к повышению амплитуды после 
добавки агониста и наоборот (не показано на рисунках). Исходя из данного анализа, можно предпо-
ложить, что ответы клеток на добавку поли-Ф и АТФ имеют одинаковый паттерн, однако, исходя из 
общих усредненных данных – добавка поли-Ф приводила к значительному снижению ЧКС (рисунок 
1 А и Б), а добавка АТФ приводила к незначительному увеличению ЧКС (рисунок 2 А и Б). Для того, 
что бы лучше понимать различия между эффектами поли-Ф и АТФ, мы посторили диаграмму рассе-
яния, учитывая ответы клеток по 2-м параметрам одновременно – ЧКС и амплитуду. Таким образом 
у нас образовалось 4 кластера клеток: 1) отвечавшие повышением ЧКС и повышением амплитуды 
(голубое поле на рис. 3Ё и Ж); 2) повышением ЧКС и понижением амплитуды (серое поле на рис. 3Ё 
и Ж); 3) понижением ЧКС и повышением амплитуды (зеленое поле на рис. 3Ё и Ж); 4) понижени-
ем ЧКС и понижением амплитуды (розовое поле на рис. 3Ё и Ж). Анализ показал, что при добавке 
поли-Ф, 72 % клеток отвечали понижением амплитуды сокращений (точки расположенные ниже 
линии нуля по оси ординат), тогда как в случае с АТФ таких клеток было 45 % (рисунок 3 Ё и Ж). 
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Что автоматически подразумевает, что в ответ на АТФ ~ в 2 раза больше клеток ответило повыше-
нием амплитуды по сравнению с добавкой поли-Ф – причем данное распределение сохранилось для 
обоих кластеров клеток, ответивших повышением амплитуды (синий и зеленый поля). Оценивая 
ЧКС, можно увидеть, что и на добавку поли-Ф, и на АТФ примерно равный процент клеток ответил 
понижением ЧКС (линия ниже нуля по оси абсцисс) – 59 % в случае добавки поли-Ф и 66 % после 
добавки АТФ (рисунок 3 Ё и Ж). Однако в случае поли-Ф большая часть этих клеток располагается 
в кластере со снижением ЧКС и амплитуды, а вслучае АТФ большая часть клеток находится в кла-
стере со снижением ЧКС и повышением амплитуды (рисунок 3 Ё и Ж красные и зеленые боксы).

Заключение. В настоящей работе нами было изучено влияние экзогенного поли-Ф и АТФ на 
спонтанные сокращения неонатальных кардиомиоцитов. Было установлено, что при добавке и по-
ли-Ф, и АТФ клетки из одной популяции могут отвечать как повышением ЧКС и амплитуды, так и 
понижением. Сравнительный анализ показал, что эффекты поли-Ф и АТФ имеют некоторые схожие 
моменты функционирования, однако имеется и ряд различий. Так, например, при добавке АТФ на-
блюдалась тенденция к увеличению ЧКС и амплитуды сокращений, тогда как добавка поли-Ф при-
водила к снижению ЧКС и амплитуды. Однако стоит отметить, что в ответ на АТФ многие клетки 
ответили лишь небольшим снижением или повышением ЧКС и визуально находились очень близко 
к нулевой линии оси ординат (рисунок 3 Ж). Если рассматривать поли-Ф и АТФ в качестве агони-
стов пуринорецепторов, то наблюдаемые эффекты укладываются в современное понимание участия 
пуринергического сигналирования в процессах сокращения клеток сердца. А именно, ранее показы-
валось что активация одних пуринорецепторов приводит к увеличению ЧКС или ЧСС, активация же 
других может приводить к обратным эффектам [9]. В связи с этим для оценки участия пуринергиче-
ской системы в наблюдамых эффектах, в дальнейшем планируется провести ингибиторный анализ.
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NEONATAL KALAMUSHLARNING KARDIOMIOSITLARI QISQARISH FAOLLIGIGA NOORGANIK 
POLIFOSFATLAR VA ATFNING TA’SIRI

G.V. Maksimcheva, X.R. Rustamov, R.Z. Sabirov, A.Y. Baev

Avvalgi tadqiqotlarda noorganik polifosfatlar (poli-F) faollashgan trombotsitlardan ajralib chiqishi va purinergik 
hamda boshqa retseptorlarni faollashtirish orqali hujayralararo signal uzatishda ishtirok etishi ko‘rsatilgan. Poli-F 
qon aylanish tizimida muntazam paydo bo‘lishi va atrofdagi hujayralar, jumladan yurak hujayralari bilan bogʻlanish 
mumkinligini inobatga olib, biz ekzogen poli-F ning neonatal kalamushlarning kardiyomiositlarini qisqarish 
faolligiga ta’sirini o‘rgandik. Tadqiqotlar shuni ko‘rsatdiki, poli-F qo‘shilganda bitta populyatsiyadagi hujayralar 
qisqarish chastotasi (QCh) va amplitudasining ham oshishi, ham pasayishi bilan javob qaytarishi mumkin. O‘xshash 
javoblar ATF qo‘shilganda ham kuzatildi. Taqqoslovchi tahlil shuni ko‘rsatdiki, ATF qo‘shilishi QCh va qisqarish 
amplitudasining ortishiga ko‘proq moyil bo‘lgan bo‘lsa, poli-F qo‘shilishi QCh va amplitudaning pasayishiga olib 
kelgan.

Kalit so‘zlar: Noorganik polifosfatlar, ATF, kardiomiotsitlarning qisqarishi.

THE EFFECT OF INORGANIC POLYPHOSPHATES AND ATP ON THE CONTRACTILE ACTIVITY OF 
NEONATAL RAT CARDIOMYOCYTES

G.V. Maksimcheva, K.R. Rustamov, R.Z. Sabirov, A.Y. Baev

It was previously shown that inorganic polyphosphates (polyP) can be released from activated platelets and par-
ticipate in intercellular signaling through the activation of purinergic and other receptors. Since polyP regularly appear 
in the bloodstream and can come into contact with surrounding cells, including heart cells, we studied the effect of 
extracellular polyP on the contractile activity of neonatal cardiomyocytes. It was found that upon the addition of pol-
yP, cells from the same population could respond with either an increase or a decrease in contraction rate (CR) and 
amplitude. Similar responses were observed upon the addition of ATP. Comparative analysis showed that ATP tended 
to increase CR and contraction amplitude, while polyP tended to decrease CR and amplitude.

Keywords: Inorganic polyphosphates, ATP, сontractility of cardiomyocytes.
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OBTAINING A RECOMBINANT BACULOVIRUS CONTAINING THE GFP GENE USING 
THE BAC-TO-BAC PLATFORM

Sh.Sh. KHASANOV, A.H. MARDONOV, M.Sh. SHUKURJONOV, N.A. TOSHOVA, 
D.B. TURDALIYEV, J.M. ABDURAKHMANOV, O.N. ASHIROV, S.A. SASMAKOV, Sh.S. AZIMOVA

Institute of the Chemistry of Plant Substances of the Academy of Sciences of the Republic of Uzbekistan
shuhrat.hasanov.0305@gmail.com

This study investigated methods for obtaining a recombinant baculovirus (rBmNPV-EGFP) harboring the GFP 
gene using the Bac-to-Bac platform. The pFastBac1-polh-GFP plasmid was employed to successfully achieve GFP 
gene expression in Bombyx mori (BMN1) cells. Optimized co-transfection conditions were established using the 
Cellfectin® II liposomal reagent, enabling the efficient production of recombinant baculovirus. The findings provide a 
significant foundation for utilizing the GFP gene as a marker and for the future development of baculovirus expression 
systems.

Keywords: GFP, DH10Bac™, Bac-to-Bac, BacMid, baculovirus/insect cells, pFastBac1, Bombyx mori, recom-
binant protein expression.

Introduction. Modern biotechnology and molecular biology recognize the production of recombinant 
proteins as a key research direction. Recombinant proteins are widely applied in vaccine production, gene 
therapy, cancer treatment, tissue engineering, and other fields [1]. One of the most efficient platforms in 
this area is the baculovirus/insect expression system (BEVS), which enables the expression of high-quality 
proteins by infecting insect cells with baculoviruses [2]. The BEVS system is distinguished by its ability to 
synthesize recombinant proteins with functional and biological properties nearly identical to their natural 
analogs, while also facilitating accurate post-translational modifications such as glycosylation and phos-
phorylation [3-5]. 

In the medical field, products developed using the BEVS platform include human and veterinary 
vaccines, therapeutic proteins, and gene therapy vectors. For instance, in 2009, the U.S. Food and Drug 
Administration (FDA) approved Cervarix, a vaccine for preventing cervical cancer, which was the first 
human vaccine produced using the BEVS system [6-7]. To date, eleven BEVS-based products have been 
approved, including four human vaccines (Cervarix, Flublok, Flublok Quadrivalent, and Nuvaxovid/
Covovax), two therapeutic agents (Provenge and Glybera), and five veterinary vaccines (Porcilis Pesti, 
BAYOVAC CSF E2, PCV, Ingelvac CircoFLEX, and Porcilis PCV) currently in use [4]. 

The success of the BEVS system largely depends on the types of baculoviruses used. Traditionally, 
AcMNPV has been the most commonly utilized baculovirus, widely applied alongside Sf9 and Sf21 cell 
lines. However, in recent years, Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV) and its compatible Bombyx 
mori cell lines (e.g., BMN1) have gained considerable attention [8]. The BmNPV system is particularly fa-
vored due to the high protein synthesis capacity and genetic adaptability of silkworm (Bombyx mori) cells. 
Compared to the AcMNPV system, Bombyx mori cells offer higher expression levels in certain cases and 
enable cost reduction, making them highly desirable for industrial-scale protein production [3].

The process of obtaining recombinant baculoviruses using the Bac-to-Bac platform consists of two 
main stages: first, the construction of recombinant bacmid DNA, and second, the production of recombi-
nant baculovirus in insect cells using this bacmid. In our previous study on the first stage, the pFastBac1-
polh-GFP plasmid was successfully constructed by inserting the GFP (Green Fluorescent Protein) gene 
into the pFastBac1 transfer vector, and the recombinant DH10Bac™-GFP bacmid was obtained [9]. These 
constructs laid the groundwork for GFP gene expression in insect cells and served as a crucial foundation 
for subsequent studies.

The GFP gene holds significant importance as a widely used marker in baculovirus systems. Its green 
fluorescence property allows for the visual assessment of recombinant virus infection efficiency and pro-
tein expression levels. The use of GFP as a marker simplifies the rapid identification and purification of 
viral colonies, saving time and resources compared to traditional methods. In recent years, GFP has been 
employed in baculovirus systems to study protein subcellular localization, protein-protein interactions, and 
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expression kinetics [10]. Moreover, GFP expression in Bombyx mori cells serves as a critical model for 
evaluating the efficiency of the BmNPV system and expanding its potential for industrial-scale applications.

This study aimed to produce a recombinant baculovirus (rBmNPV-EGFP) expressing the GFP gene 
in Bombyx mori BMN1 cells using the constructed pFastBac1-polh-GFP plasmid. The primary objective 
was to optimize the recombinant baculovirus production process via the Bac-to-Bac platform, specifical-
ly by determining co-transfection conditions and comparing the efficiency of liposomal reagents such as 
Cellfectin® II and Metafectene PRO.

Materials and Methods
In this study, the recombinant baculovirus was produced using the pFastBac1-polh-GFP plasmid, pre-

viously constructed in our earlier studies, and the recombinant DH10Bac™-GFP bacmid, which was chem-
ically transformed in E. coli cells. The plasmid contains the Green Fluorescent Protein (GFP) gene and is 
adapted for expression in Bombyx mori cells [9].

Bombyx mori BMN1 cell line was obtained from the insect cell collection of the Molecular Genetics 
Laboratory at the Institute of Plant Substances Chemistry, Academy of Sciences of the Republic of 
Uzbekistan. The cells were subcultured in Grace’s Insect Medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 
Catalog No. 11667037) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco, Catalog No. 10437028) 
and 1% penicillin-streptomycin (Gibco, Catalog No. 15140122). For transfection, Cellfectin® II (Thermo 
Fisher Scientific, Catalog No. 10362100) and Metafectene PRO (Biontex, Catalog No. T040-1.0) liposo-
mal reagents were used. The recombinant bacmid DNA was isolated using the PureLink™ HiPure Plasmid 
DNA Maxiprep Kit (Thermo Fisher Scientific, Catalog No. K210017).

Isolation of Recombinant Bacmid DNA. Recombinant DH10Bac™/pFastBac1-GFP bacmid DNA was 
isolated using the PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxiprep Kit following the manufacturer’s protocol 
(Thermo Fisher Scientific, 2018). 

Subculturing of Bombyx mori Cell Lines. Bombyx mori BMN1 cells were incubated in Grace’s medium 
(supplemented with 10% FBS and 1% penicillin-streptomycin) at 26°C. Cells were seeded at a density of 
1–2×106 cells/ml in 25 cm² T-flasks (Corning, Catalog No. 430639). Subculturing was performed every 4–6 
days, transferring cells to fresh medium at a 1:6 ratio.

Co-transfection of Bombyx mori Cell Lines. Co-transfection was performed in Bombyx mori BMN1 
cells using 6-well plates (Corning, Catalog No. 3516). Cells were seeded at a density of 1×106 cells/well 
and transfected upon reaching 85–88% confluency. DH10Bac™/pFastBac1-GFP bacmid DNA (1–3 µg) 
was mixed with Cellfectin® II (8 µl) or Metafectene PRO (10 µl) in serum-free Grace’s medium (Gibco, 
Thermo Fisher Scientific, Catalog No. 11595030). The mixture was incubated at room temperature for 
30 minutes, added to the cells, and incubated at 26°C for 4–6 hours. The medium was then replaced with 
Grace’s medium containing 10% FBS. After 72 hours, GFP fluorescence was evaluated under a microscope 
(488 nm wavelength, 10x objective). Transfection efficiency was compared and optimized for Cellfectin® 
II and Metafectene PRO reagents.

Purification and Identification of Recombinant Baculoviruses. Recombinant baculoviruses were puri-
fied using the Plaque assay method. Bombyx mori BMN1 cells were seeded at a density of 2×106 cells in 
6 cm Petri dishes (Corning, Catalog No. 430166). After 5–7 days post-transfection, the supernatant was 
collected and diluted from 102 to 106. The diluted virus was added to cells under a 1% agarose layer (in 
Grace’s medium) and incubated at 26°C for 5–7 days. Viral plaques were identified via GFP fluorescence 
under a microscope. Virus titer was determined using the TCID50 (Tissue Culture Infectious Dose 50) 
method. Cells were seeded at 1 × 104 cells/well in 96-well plates (Corning, Catalog No. 3596), and the virus 
was added in dilutions from 10-1 to 10-8, followed by incubation at 26°C for 5 days. GFP fluorescence was 
assessed in each well under a microscope. TCID50 values were calculated using the Reed-Muench method.

Results and Discussion
The DH10Bac™/pFastBac1-GFP bacmid DNA was successfully isolated using the PureLink™ HiPure 

Plasmid DNA Maxiprep Kit. The presence of the GFP gene was confirmed through polymerase chain reac-
tion (PCR) using specific primers.

pUC/M13Forward 5- ′CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3′ 
pUC/M13 Reverse 5′-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3
Analysis of the DH10Bac™/pFastBac1-GFP bacmid DNA revealed a 3014 bp amplicon, confirming 

the correct integration of the GFP gene within the bacmid.
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Bombyx mori BMN1 cells were subcultured in Grace’s medium for 5 days, reaching a density of 2.5 × 
106 cells/ml. Cell viability, determined using the Trypan blue staining method, was 92 ± 3% (n=3). The cells 
were prepared for co-transfection at 85–88% confluency. Microscopic observations confirmed the normal 
morphology of the cells (Figure 1).

 

Fig. 1. Microscopic view of Bombyx mori BMN1 cells.

The DH10Bac™/pFastBac1-GFP bacmid DNA was co-transfected into Bombyx mori BMN1 cells us-
ing Cellfectin® II (8 µl, 1 µg DNA) and Metafectene PRO (10 µl, 3 µg DNA) reagents. After 72 hours, GFP 
fluorescence was evaluated under a microscope (488 nm wavelength, 10x objective). In cells transfected 
with Cellfectin® II, GFP expression was observed in 85 ± 5% of the cells, while with Metafectene PRO, it 
was 65 ± 7% (n=3, p < 0.01, Student’s t-test). Virus-infected cells clearly exhibited GFP green fluorescence 
(Figure 3 B, C), whereas no fluorescence was observed in control cells (Figure 2).

  
A				    B				    C

Fig. 2. Cells infected with the rBm-polh-GFP baculovirus.

Bombyx mori BMN1 cells were observed under a microscope. (A) Uninfected control cells. (B and C) 
Cells infected with the rBm-polh-GFP baculovirus, showing distinct GFP fluorescence.

In subsequent experiments, recombinant baculoviruses (rBmNPV-EGFP) were purified using the Plaque 
assay method. Viral plaques were identified based on GFP fluorescence after 5–7 days of incubation. The 
virus titer was determined using the TCID50 method, averaging 1.2×108 PFU/ml (plaque-forming units/ml) 
(n=3). Purified viral colonies were further refined using the TCID50 limiting dilution method to achieve 
genetic homogeneity (Figure 3).

Fig. 3. Identification of rBmNPV-EGFP viral plaques and virus colonies using Plaque assay and TCID50 
limiting dilution methods.
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Bombyx mori cells infected with rBmNPV-EGFP exhibited GFP expression after 72 hours of incubation 
at 26°C. Fluorescence intensity was maximal at a 488 nm wavelength and was uniformly distributed in the 
cell cytoplasm.

Discussion.
This study successfully produced a recombinant baculovirus (rBmNPV-EGFP) expressing the GFP 

gene in Bombyx mori BMN1 cells using the Bac-to-Bac platform. The results demonstrated the higher 
efficiency of Cellfectin® II compared to Metafectene PRO (85% versus 65%, p < 0.01), confirming the 
optimized conditions for the co-transfection process. These findings align with results reported by Xing-wei 
Xiang, Rui Yang, Lin Chen, Xiao-long Hu, Shao-fang Yu, Cui-ping Cao, and Xiao-feng Wu for the BmNPV 
system in Bombyx mori cells, which also highlighted the superior efficiency of Cellfectin® II [11].

The significance of the GFP gene as a marker lies in its green fluorescence property, which enables 
rapid and accurate identification of viral infection. Traditional methods for identifying viral colonies are 
labor-intensive, but GFP significantly simplifies this process. The high intensity and uniform distribution of 
GFP expression in our study indicate the strong expression potential of Bombyx mori cells in the BmNPV 
system, consistent with the advantages of the BEVS system noted by Mishra, V. [10]. 

These results provide a critical foundation for our future studies to utilize the BmNPV system for ex-
pressing other therapeutic proteins (vaccine antigens or monoclonal antibodies) beyond GFP. Additionally, 
testing Bombyx mori cells with other liposomal reagents or alternative transfection methods such as electro-
poration would be beneficial. These findings contribute to expanding the applications of the BEVS system 
in vaccine production and gene therapy.

Conclusion. In this study, a recombinant baculovirus (rBmNPV-EGFP) expressing the GFP gene in 
Bombyx mori BMN1 cells was successfully expressed using the Bac-to-Bac platform. The pFastBac1-polh-
GFP plasmid was utilized. Cellfectin® II demonstrated higher efficiency compared to Metafectene PRO 
(85% versus 65%). The viral titer reached 1.2×108 PFU/ml. GFP fluorescence simplified virus identification 
and confirmed high expression in cells. The study highlighted the economic efficiency of Bombyx mori 
cells and the biotechnological significance of the baculovirus expression system. The results provide a cru-
cial basis for obtaining other types of recombinant proteins and serve as a marker for GFP gene utilization.
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BAC-TO-BAC PLATFORMASIDAN FOYDALANGAN HOLDA OʻZIDA GFP GENINI SAQLAGAN 
REKOMBINANT BAKULOVIRUS OLISH

Sh.Sh. Hasanov, A.H.Mardonov, M.Sh. Shukurjonov, N.A. Toshova, D.B. Turdaliyev, J.M. Abduraxmanov, 
O.N. Ashirov, S.A. Sasmakov, Sh.S. Azimova 

Bac-to-Bac platformasidan foydalanib, o‘zida GFP genini saqlagan rekombinant bakulovirus (rBmNPV-EGFP) 
olish usullari o‘rganildi. pFastBac1-polh-GFP plazmidasidan foydalanib, Bombyx mori (BMN1) hujayralarida GFP 
geni ekspressiyasi muvaffaqiyatli amalga oshirildi. Cellfectin® II liposomal reagenti yordamida optimallashtirilgan 
ko-transfeksiya sharoitlari aniqlandi, bu esa yuqori samarali rekombinant bakulovirus olish imkonini berdi. Olingan 
natijalar GFP genidan marker sifatida foydalanish va kelgusida bakulovirus ekspressiya tizimlarini rivojlantirish 
uchun muhim asos yaratadi.

Kalit soʻzlar: GFP, DH10Bac™, Bac-to-Bac, BacMid, baculovirus/insect cells, pFastBac1, Bombyx mori, re-
kombinant protein expression. 

ПОЛУЧЕНИЕ РЕКОМБИНАНТНОГО БАКУЛОВИРУСА, СОДЕРЖАЩЕГО ГЕН GFP, 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПЛАТФОРМЫ BAC-TO-BAC

Ш.Ш. Ҳасанов, А.Х. Мардонов, М.Ш. Шукуржонов, Н.А. Тошова, Д.Б. Турдалиев, Ж.М. Абдурахманов, 
О.Н. Аширов, С.А. Сасмаков, Ш.С. Азимова 

Изучены методы получения рекомбинантного бакуловируса (rBmNPV-EGFP), содержащего ген GFP, с 
использованием платформы Bac-to-Bac. С применением плазмиды pFastBac1-polh-GFP была успешно осу-
ществлена экспрессия гена GFP в клетках Bombyx mori (BMN1). Оптимизированные условия ко-трансфекции 
были определены с использованием липосомального реагента Cellfectin® II, что позволило эффективно полу-
чить рекомбинантный бакуловирус. Полученные результаты создают важную основу для использования гена 
GFP в качестве маркера и дальнейшего развития систем экспрессии бакуловирусов.

Ключевые слова: GFP, DH10Bac™, Bac-to-Bac, BacMid, бакуловирус/клетки насекомых, pFastBac1, 
Bombyx mori, экспрессия рекомбинантных белков.
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COMPARATIVE EXPRESSION OF STABILIZED SARS-COV-2 SPIKE  
AND DIMERIC RBD PROTEINS IN CHO CELLS FOR VACCINE APPLICATIONS

M. MUMINOV1, N. TSIFEROVA1,2, E. PSHENICHNOV1, O. CHARISHNIKOVA1, V. TSOY1, 
A. ABDURAKHIMOV1,2, S. BOZOROV1, Y. LEVITSKAYA1, D. DALIMOVA1,  

A. ABDULLAEV1, Sh.TURDIKULOVA1 

1Center for Advanced Technologies, Olmazor district 100174 Tashkent, Uzbekistan;
2Institute of Biophysics and Biochemistry, National University of Uzbekistan, Tashkent, 100174
m.muminov@cat-science.uz; muminov.imbio@gmail.com

The COVID-19 pandemic underscored the urgent need for scalable vaccine platforms. In response, we aimed to 
express SARS-CoV-2 spike and dimeric receptor-binding domain (RBD) proteins in mammalian cells for potential 
vaccine use. Synthetic genes encoding a stabilized spike ectodomain and tandem dimeric RBD were cloned into the 
pcDNA3.4 vector and expressed in CHO-S cells. Analysis showed high-level expression of the dimeric RBD (~50-
55 kDa), consistent with glycosylation predictions. In contrast, spike protein expression was markedly lower, though 
within the expected 135-200 kDa range. These results highlight the need for further optimization to enhance spike 
protein yields for vaccine development.

Key words: SARS-CoV-2, Spike, RBD, Protein Vaccine, CHO cells, Expression.

Introduction. 
The ongoing SARS-CoV-2 pandemic has emphasized the urgent need for effective and scalable vaccine 

platforms to combat emerging infectious diseases. Among the various vaccine approaches, protein-based 
vaccines hold particular promise due to their long history of safety, stability, and ability to elicit robust 
immune responses. Unlike other platforms, such as DNA and RNA-based vaccines, protein-based vaccines 
rely on the direct delivery of recombinant antigens, bypassing the requirement for in vivo antigen expres-
sion and thereby enhancing safety and immunogenic control [1].

The spike protein of SARS-CoV-2 and its receptor-binding domain (RBD) are the primary targets for 
vaccine development. The spike protein facilitates viral entry by binding to the angiotensin-converting en-
zyme 2 (ACE2) receptor, making it the key antigen for eliciting neutralizing antibodies [2]. Furthermore, 
the RBD, a critical subunit of the spike protein, is particularly important due to its central role in receptor 
binding and immune recognition. Consequently, RBD-focused vaccines have been investigated as promis-
ing candidates for inducing protective immunity [3].

Protein-based vaccine development relies heavily on the production of high-quality antigens in scalable 
expression systems. Mammalian cell lines, such as CHO-S (Chinese Hamster Ovary cells), are commonly 
employed for the production of recombinant proteins due to their ability to perform complex post-trans-
lational modifications, including glycosylation, that are critical for proper folding and functional activity 
of viral antigens [4]. Despite these advantages, the expression efficiency of full-length spike proteins in 
mammalian systems often poses challenges due to their large size, complex structure, and glycosylation 
requirements [5]. 

Materials and methods.
2.1. Designing and construction of expression vectors
The SARS-CoV-2 spike protein sequence was retrieved from GenBank (accession number: MN9089473) 

and used as the foundation for designing vaccine constructs. To enhance stability and immunogenicity, 2P 
stabilization mutations [6] were introduced at positions 986 and 987, and the furin cleavage recognition site 
was truncated by removing the codons encoding arginine residues at the cleavage site. Also, the D614G 
substitution were included as it was shown that all circulating strains worldwide including Uzbekistan con-
tained this mutation [7,8].

To improve secretion efficiency, the native signal peptide was replaced. Various signal peptides were 
evaluated for their cleavage efficiency and secretion potential using SignalP 5.0 and Cell-PLoc 2.0 tools 
[9,10]. 
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As the primary goal was to compare the expression levels of various vaccine candidates, four synthetic 
constructs encoding full or partial fragments of the spike protein were designed (Figure 1). The key differ-
ences between the constructs focused on their C-terminal elements, structural modifications, and multim-
erization capabilities:

S_Ecto_T4: Encoded the spike ectodomain (amino acids 13-1213) and included a T4 foldon trimeriza-
tion domain at the C-terminus to promote stable trimer formation, essential for mimicking the native struc-
ture of the spike protein [11].

S_Ecto: Similar to the prior construct but lacked the T4 foldon sequence, allowing a comparison of 
the trimerization domain’s impact on expression and antige: Included a truncated HR2 fragment and the H. 
pylori ferritin protein, a well-established multimerization scaffold. This design aimed to enhance antigen 
presentation by forming multimers, as previously described by Powell et al., 2021 [12].

Dimer RBD: This construct encoded tandemly repeated RBD sequences linked by a 5xGS linker to 
increase antigen density and enhance immune recognition. A modified version of this construct additionally 
encoded 6 His tag at the C terminal side of the target protein to facilitate purification. 

Fig. 1. The schematic structure of the constructs created and used in this work.

To maximize expression efficiency, the sequences were codon-optimized for mammalian systems. 
Additional regulatory elements, including a Kozak motif to enhance translation initiation and double stop 
codons to ensure termination of translation, were incorporated. Restriction sites for XbaI and AflII were 
introduced at the 5ʹ and 3ʹ ends, respectively, to facilitate cloning into the pcDNA3.4 vector. The synthetic 
genes were synthesized and sequence-verified by GenScript Inc. (USA) to confirm their fidelity and readi-
ness for downstream applications.

2.2. Plasmid propagation, purification and identification 
The generated plasmids transformed into Top10 E.coli strain and positive clones were selected and col-

onies were transferred to 5 ml LB broth and were grown overnight. 0.1 mL of this culture further transferred 
to LB broth and grown for around 16-18 hours. After, culture was centrifuged and plasmids were purified 
with Qiagen Maxi plasmid purification kit. To map plasmids 600 ng plasmids were treated with 10 U of 
MfeI (Sibenzyme, Russia) according to the protocol from the manufacturer. Purified plasmids and products 
from restriction were analyzed using 1% agarose gel in electrophoresis. 

2.3. Protein expression in CHO cells. 
All variants of the recombinant proteins were expressed in ExpiCHO-S cells according to the manu-

facturer’s instructions [13]. Briefly, the cells were grown in sterile Erlenmeyer-shaped flasks with plain 
bottoms with vented screw caps in incubator at 110 rpm (an orbital diameter of 50 mm) at 37°C and 8% 
CO2. ExpiCHO-S cells were passaged and split every 2−3 days when cell densities reached 0.3×106 to 
6×106 viable cells per mL. Cells were allowed to reach a density of 7−10×106 cells per mL on the day of 
transfection, with a viability of at least 95%. Further, the cells are diluted to a final density of 6×106 cells 
per mL in a plain bottom Erlenmeyer flask. Finally, for protein expression we followed a protocol described 
by Herrera et al. 2020 [14]. 

2.4. Gel electrophoresis and western blot
To evaluate the expression culture supernatant subjected to SDS-PAGE electrophoresis with 7.5% Tris-

glycine gels [15]. SARS-CoV-2 Spike Protein (RBD) Polyclonal Antibody was used as the primary antigen 
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was used as first antibody. Anti-Rabbit IgG AP antibody produced in goat (Merck, Germany) were used as a 
secondary antibody and the proteins were stained with NBT/BCIP Stock Solution Roche (Switzerland). The 
dilution of antibodies was conducted based on vendors’ recommendations whereas the rest of the procedure 
was conducted according to common techniques [16]. 

3. Results and Discussions.
3.1. Bioinformatics analysis, generation of constructs and plasmid mapping 
Among the constructs, all proteins–except S_Ecto_Fer–were predicted to be efficiently secreted into 

the culture supernatant when directed by the BM-40 signal peptide (MRSLWLLLGLGLLLALSHVQA), 
known for its strong performance in mammalian systems. Therefore, the native SARS-CoV-2 spike signal 
peptide was replaced with BM-40 in these constructs. For the S_Ecto_Fer construct, which features an 
H.pylori ferritin scaffold, the synthetic SEC-R signal peptide was selected for its strong secretion potential 
and structural compatibility. Signal peptide prediction tools confirmed proper cleavage at designated sites, 
while solubility assessments indicated all constructs were highly soluble and unlikely to aggregate (Table).

Details of designed ORFs and bioinformatics and restriction analysis
Construct name Signal 

Peptide
Cleavage 
site and 

probability

Predicted 
localization 

Predicted 
solubility

ORF 
size 

(AA)

Vector 
size 
(bp)

Restriction 
fragments 

(bp)

Target 
protein Mr 

weight 
S_Ecto_T4 BM-40 VQA-SQ. 

Probability: 
0.9719

Secretive Soluble 1245 9748 8474; 1274; 137,9 kDa

S_Ecto BM-40 VQA-SQ. 
Probability: 
0.9719

Secretive Soluble 1218 9667 8393; 1274; 134,9 kDa

S_Ecto_Fer SEC-R VWA-VN. 
Probability: 
0.9692

Secretive Soluble 1315 9940 8678;
1274;

146,4 kDa

Dimer RBD BM-40 VQA-RV. 
Probability: 
0.9486

Secretive Soluble 476 7441 5420; 
941; 
699;
381;

53,1 kDa

Dimer RBD 
6xHis

BM-40 VQA-RV. 
Probability: 
0.9486

Secretive Soluble 482 7459 5438; 
941; 
699;
381;

53,9 kDa

pcDNA3.1-CAT - - - - - 6217 6217 -

The last plasmid - pcDNA3.1-CAT (Invitrogen, USA) used as control for the MfeI treatment that has 
only one recognition site. N/D – Not detected, N/S- not studied.

Fig. 2. Plasmids on gel before and after MfeI treatment. 1 - S_Ecto_T4, 2 - S_Ecto, 3 - S_Ecto_Fer, 4 
- Dimer RBD, 5 - Dimer RBD 6xHis, 6 - pcDNA3.1-CAT, M – DNA marker. Left side from the marker – 

uncut plasmids, right side from the marker – plasmid cut with MfeI enzyme. 
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Digestion with MfeI was expected to produce two distinct DNA fragments, corresponding to the spe-
cific cut sites within the plasmid and the inserted spike gene sequence. Similarly, digestion of the dimeric 
RBD constructs was anticipated to generate four distinct fragments, reflecting the tandem arrangement of 
the RBD encoding sequences along with the plasmid backbone (Figure 2).

The results of the restriction digestion confirmed the successful cloning and proper orientation of the 
genes. 

3.2. In vitro expression analysis
One major challenge in protein-based vaccine development is efficiently producing active recombi-

nant forms of complex proteins like the SARS-CoV-2 spike, a heavily glycosylated glycoprotein (~180-
200 kDa). Its proper folding and glycosylation are essential for function and immunogenicity but difficult 
to replicate in recombinant systems. 

Expression analysis revealed that, with the exception of the S_Ecto_Fer construct, all other constructs 
demonstrated adequate levels of spike and dimeric RBD protein expression. The molecular masses of 
the expressed proteins corresponded to their theoretical values, confirming proper translation and initial 
post-translational modifications. For example: The molecular masses of the spike constructs were within 
the expected range of 135-200 kDa, aligning with their calculated values of 137.9 kDa and 134.9 kDa, 
depending on the specific modifications included. The dimeric RBD protein exhibited a molecular mass of 
approximately 50-55 kDa, consistent with predictions for its tandem RBD arrangement and glycosylation.

Interestingly, the dimeric RBD protein exhibited significantly higher expression levels than the spike 
constructs, which, despite reaching the expected molecular mass, showed relatively low production yields. 
The superior expression efficiency and scalability of the dimeric RBD made it a strong candidate for further 
development. Based on this construct, our team developed the RENOVAC protein-subunit vaccine. This 
candidate was subsequently evaluated in preclinical studies, demonstrating a favorable safety profile and 
the ability to induce a robust immune response [17]. 

Conclusion. The study highlights the potential of CHO-S cells for producing recombinant SARS-
CoV-2 antigens. Among the tested constructs, the dimeric RBD protein showed the highest expression 
and scalability, making it a strong vaccine candidate. In contrast, full-length spike protein expression was 
limited, indicating a need for further optimization. These findings support continued development of pro-
tein-based vaccines, with the dimeric RBD forming the basis of the RENOVAC vaccine, which has shown 
promising safety and immunogenicity in preclinical studies. Future efforts will focus on improving spike 
protein expression and advancing production strategies for broader vaccine availability.
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VAKSINA SIFATIDA QO‘LLASH UCHUN STABILLASHTIRILGAN SARS-COV-2 TOJDOR VA DIMER 
RBD OQSILLARINING CHO HUJAYRALARIDAGI SOLISHTIRMA EKSPRESSIYASI

M. Muminov, N. Tsiferova, E. Pshenichnov, O. Charishnikova, V. Tsoy, A. Abdurakhimov, S. Bozorov, 
Y. Levitskaya, D. Dalimova, A. Abdullaev, Sh. Turdikulova

COVID-19 pandemiyasi keng ko‘lamli vaksina platformalariga bo‘lgan dolzarb ehtiyojni yana bir bor ko‘rsatdi. 
Shu munosabat bilan, biz SARS-CoV-2 virusining spike (tirqish) va dimerli retseptor bilan bog‘lovchi domen (RBD) 
oqsillarini sutemizuvchilarning hujayralarida ifodalashni maqsad qildik. Barqarorlashtirilgan spike ektodomeni va 
tandem dimerli RBD ni kodlovchi sun’iy genlar pcDNA3.4 vektoriga klonlanib, CHO-S hujayralarida ifodalandi. 
Tahlillar dimerli RBD (~50–55 kDa) oqsilining yuqori darajada ifodalanganini ko‘rsatdi, bu glikozillangan shakllarga 
mos keladi. Aksincha, spike oqsili pastroq darajada ifodalandi, garchi u kutilgan 135–200 kDa massasi oraliqida bo‘lsa 
ham. Bu natijalar spike oqsilining hosildorligini oshirish uchun qo‘shimcha optimallashtirish zarurligini ko‘rsatadi.

Kalit soʻzlar: SARS-CoV-2, Spike, RBD, Oqsil vaksina, CHO hujayralari, Ekspressiya.

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ЭКСПРЕССИЯ СТАБИЛИЗИРОВАННЫХ БЕЛКОВ ШИПА SARS-COV-2 
И ДИМЕРНОГО RBD В КЛЕТКАХ CHO ДЛЯ ВАКЦИННЫХ ПРИМЕНЕНИЙ

М. Муминов, Н. Циферова, Е. Пшеничнов, О. Чарышникова, В. Цой, А. Абдурахимов, С. Бозоров, 
Ю. Левицкая, Д. Далимова, А. Абдуллаев, Ш. Турдикулова 

Пандемия COVID-19 подчеркнула острую необходимость в масштабируемых вакцинных платформах. В 
связи с этим мы стремились экспрессировать спайковый белок SARS-CoV-2 и димерный рецептор-связыва-
ющий домен (RBD) в клетках млекопитающих для потенциального применения в вакцинах. Синтетические 
гены, кодирующие стабилизированный эктодомен спайка и тандемный димерный RBD, были клонированы в 
вектор pcDNA3.4 и экспрессированы в клетках CHO-S. Анализ показал высокий уровень экспрессии димер-
ного RBD (~50–55 кДа), что соответствует предполагаемым формам с гликозилированием. В отличие от этого, 
экспрессия полного спайкового белка была значительно ниже, хотя и находилась в ожидаемом диапазоне мо-
лекулярной массы (135–200 кДа). Эти результаты подчеркивают необходимость дальнейшей оптимизации для 
повышения уровня экспрессии спайка с целью разработки вакцин.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, Spike, RBD, белковая вакцина, клетки CHO, экспрессия.
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АНТИОКСИДАНТНЫЕ И АНТИРАДИКАЛЬНЫЕ СВОЙСТВА ПОЛИФЕНОЛОВ 
ГЕКСАГАЛЛОИЛ-ГЛЮКОЗЫ И ГЕПТАГАЛЛОИЛ-ГЛЮКОЗЫ

Г.В. АБДУЛХАКОВА1, Э.Ж. КОМИЛОВ1, Н.А. ЭРГАШЕВ1, Р.Р. МАХМУДОВ2, М.И. АСРАРОВ1

1 Институт биофизики и биохимии при НУУз;
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Автор для переписки: nazira.2713@mail.ru

Оценивается влияние полифенолов гексагаллоил-глюкозы и гептагаллоил-глюкозы, выделенных из ли-
стьев растение Pistacia vera L., на процесс перекисного окисления липидов индуцированого Fe2+/аскорбатом, 
протекающий в митохондриях, а также антирадикальное свойство этих полифенолов по отношению к дифе-
нилпикрилгидразилу.

Ключевые слова: гексагаллоилглюкоза, гептагаллоилглюкоза, митохондрии печени, ПОЛ, ДФПГ.

Введение. Митохондрии – клеточные органеллы, которые вырабатывают энергию в клетке и 
контролируют процессы апоптоза. Это зависит от структуры мембраны и липидного состава мито-
хондрий. Липиды, обнаруженные в мембранах митохондрий, участвуют в поддержании целостности 
органеллы и синтезе АТФ, а также в регуляции пролиферации, метаболизма, воспаления и апопто-
за клеток. Нарушение липидного гомеостаза приводит к нарушению энергетического метаболизма, 
биологическому старению и развитию возрастных заболеваний [1; 2]. Таким образом, возрастные 
заболевания связаны с дисфункцией митохондрий и избыточной выработкой активных форм кис-
лорода (АФК). Хотя процесс перекисное окисления липидов (ПОЛ) является одним из признаков 
окислительного стресса, он активирует фосфолипазы и стимулирует сигнальные каскады в жиз-
ненно важных процессах клетки. При нейродегенеративных заболеваниях наблюдается образование 
радикалов кислорода и стимуляция процесса ПОЛ также вызывает. Было показано, что продукты 
ПОЛ являются пусковым механизмом некротической и апоптотической гибели клеток [3]. Процесс 
ПОЛ происходит в результате атаки свободных радикалов на двойные углерод-углеродные связи, 
особенно липидов, содержащих полиненасыщенные жирные кислоты. Согласно биохимической 
концепции, малоновый диальдегид (МДА) и 4-гидроксиноненаль (4-ГН), образующиеся в процессе 
ПОЛ, действуют как сигнальные молекулы, стимулируя экспрессию генов и жизнеспособность кле-
ток, тогда как цитотоксичность приводит к ингибированию экспрессии генов и гибели клеток [4]. 

Было обнаружено, что фосфолипиды, содержащие диацил-полиненасыщенные жирные кислоты, 
взаимодействуют с митохондриальной цепью переноса электронов и производит АФК для иниции-
рования ПОЛ. Кроме того, связынные с ферроптозом эти фосфолипиды снижаются при старении и 
болезни Хантингтона. Антиоксиданты, вляющие на митохондрии, защищают их от окислительного 
стресса. [5] и было показано, что они связаны с Fe2+-зависимой гибелью клеток, т.е. ферроптозом [5; 
6]. Полиненасыщенные жирные кислоты, расположенные в митохондриальной мембране, являют-
ся основными мишенями для избыточной продукции АФК в результате окислительного стресса и 
атаки этих АФК. Процесс ПОЛ в митохондриях приводит к нарушению их целостности и функции 
и в конечном итоге к развитию различных патологий [7]. В последнне время часто используются 
полифенольные вещества с антиоксидантными и антирадикальными свойствами при лечении и про-
филактики нейродегенеративных и других заболеваниях.

В связи с этим, на основании вышеизложенного, были изучены антиоксидантные и антиради-
кальные свойства полифенолов гексагаллоил-глюкозы и гептагаллоил-глюкозы, выделенных из ли-
стьев Pistacia vera L.

Материалы и методы. Полифенолы гексагаллоил-глюкоза (6-O-дигаллоил-1,2,3,4-тетра-O-
галлоил-бета-D-глюкоза) и гептагаллоил-глюкоза (3,6-O-дигаллоил-1,2,4-три -О-галлоил-бета-D-
глюкоза) любезно предоставлены Институтом биоорганической химии Академии наук Республики 
Узбекистан. Их химические структуры представлены на рисунке 1. Чистота веществ составляет бо-
лее 90%.
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Рис. 1. Химическая структура гексагаллоил-глюкозы (А) и гептагаллоил-глюкозы (Б).

Исследование проводили на белых беспородных крыс массой 180-200 г. Все процедуры, проводи-
мые с животными, соответствуют требованиям Декларации Совета Европейского Союза 86/609/EEC 
и протокол по биоэтике Института биофизики и биохимии при НУУз с № BRC/IBB-N44/2024/75-1.

Митохондрии из печени крыс выделяли по методу дифференциального центрифугирования [8]. 
Среда выделения содержала 250 мМ сахарозу, 1 мМ ЭДТА, 10мМ трис-HCl, pH 7,4. На первом эта-
пе центрифугирование проводили на угловом роторе в центрифуге РС-6МЦ при скорости 1500 об/
мин в течение 7-8 минут. На втором этапе центрифугирование проводили в течение 15 минут при 
скорости 6000 об/мин. Митохондрии суспендировали в среде выделения без ЭДТА в соотношении 
10:1. Во время эксперимента суспензия митохондрий хранилась в ледяной бане. Белок определяли 
по методу биурета [9] с использованием бычьего сывороточного альбумина в качестве стандарта. 

Для определения антиоксидантных свойств этих галлотанинов использовали Fe2+/аскорбат-за-
висимого ПОЛ. В суспензиях митохондрий набухание вызывали добавлением 10 мкМ FeSO4 и 600 
мкМ аскорбата и регистрировали на спектрофотометре V-5000 при 540 нм. Инкубационная среда 
содержала 125 мМ KCl, 10 мМ трис-HCl, pH 7,4. Содержание белка митохондрий составляло 0,5 мг 
на 1 мл среды инкубации. Установленная ранее линейная корреляционная взаимосвязь между ин-
тенсивностью процессов ПОЛ, индуцированных системой Fe2+/аскорбат, и скоростью высокоампли-
тудного набухания митохондрий [10], позволяет по интенсивности набухания судить о состоянии 
реакций ПОЛ и использовать эту модель как тест-систему для изучения полифенольных антиокси-
дантов. 

Для оценки антирадикальной активности использовали метод спектрофотометрического изме-
рения кинетики восстановления молекул стабильного радикала 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила 
(ДФПГ) с антиоксидантами [11]. Свободный радикал ДФПГ взаимодействует с нечетным электро-
ном, давая сильное поглощение при 517 нм [12]. Эксперименты проводили в спиртовом растворе 
ДФПГ и в растворе концентрация ДФПГ составляла 100 мкМ.

Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью программы Origin 
6.1 с вычислением средней арифметической величины (М), стандартной ошибки (m), и показателя 
достоверности (р) с использованием t-теста Стьюдента. Величину р<0,05 рассматривали как пока-
затель достоверных различий.

Результаты и их обсуждение. В проведенных экспериментах было показано, что полифенол 
гексагаллоил-глюкоза ингибирует процесс ПОЛ в митохондриях, индуцированный Fe2+/аскорбатом, 
в зависимости от концентрации (рис. 2, А, Б). В этом случае при добавлении Fe2+/аскорбата в ин-
кубационную среду наблюдалось протекание процесса ПОЛ в митохондриях, при этом отмечалось 
сильное набухание митохондрий. Тогда под влиянием концентрации гексагаллоилглюкозы 2,5 мкМ 
процесс ПОЛ, индуцированный Fe2+/аскорбатом, усиливался на 13,60±0,83% по сравнению с кон-
тролем, а под влиянием концентрации 5 мкМ процесс ПОЛ усиливался на 29,6±1,4%. % по срав-
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нению с контролем. В концентрации 7,5 мкМ процесс ПОЛ был ингибирован на 40,90±2,15%, а в 
концентрации 10 мкМ на 79,90±2,59%.
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Рис. 2. Влияние гексагаллоил-глюкозы (А, Б) и гептагаллоил-глюкозы (В, Г) на процесс ПОЛ 
в митохондриях, индуцированный Fe2+/аскорбатом (** - Р<0,01, *** - Р<0,001; n=3-5).  

Контроль – Fe2+/аскорбат индуцированные ПОЛ в митохондриях  
и различные концентрации полифенола, влияющий на ПОЛ.

Таким образом, гексагаллоилглюкоза ингибировала процесс ПОЛ даже в низких концентрациях 
и проявляла высокие антиоксидантные свойства. Полуингибирующая концентрация гексагаллоил-
глюкозы для процесса ПОЛ составила IC50 = 8,12±0,38.

В последующих экспериментах было изучено влияние различных концентраций полифенола геп-
тагаллоилглюкозы на процесс ПОЛ, индуцированный Fe2+/аскорбатом (рис. 2 В, Г). Результаты пока-
зали, что гептагаллоилглюкоза в концентрации 2,5 мкМ ингибировала процесс ПОЛ на 13,3±2,59% 
по сравнению с контролем, а в концентрации 5 мкМ – на 36,8±1,39% 7.5 Установлено, что в концен-
трации 10 мкМ он ингибировал процесс ПОЛ на 50,4±1,27%, а в концентрации 10 мкМ он ингиби-
ровал процесс ПОЛ на 89,4±1,91% по сравнению с контролем.

Таким образом, гептагаллоил-глюкозы также проявил высокие антиоксидантные свойства, ана-
логичные гексагаллоил-глюкозе. При этом, полумаксимальная ингибирующая концентрация гепта-
галлоил-глюкозы составляла IC50=7,30±0,24 мкМ.

Результаты показывают, что оба полифенольные вещества проявляют высокую антиоксидант-
ную активность через систему Fe2+/аскорбат. Очевидно, что подобно тому, как Fe2+/аскорбат уси-
ливает процесс ПОЛ в митохондриях, он также, как было показано, индуцирует процесс ПОЛ в 
других клетках и тканях, что приводит к повышению уровня малонового диальдегида, снижению 
антиоксидантной защиты, повышению уровня супероксиддесмутазы и снижению уровня глутати-
онпероксидазы. При этом наблюдалась повышенная регуляция воспалительных процессов, акти-
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вацией фактора транскрипции NF-κB (энхансер B-клеток - ядерного фактора каппа-легкой цепи), 
более высокой продукцией интерлейкина-6 и циклоксигеназы-2, а также снижение IκB (ингибитор 
каппа B-киназы) [13]. 

В последующих экспериментах антирадикальная активность галлотанинов гексагаллоил-глюко-
зы и гептагаллоил-глюкозы была исследована на ДФПГ. Изучена кинетика нейтрализации радикала 
ДФПГ с различными концентрациями полифенола гексагаллоил-глюкозы (рис. 3, А). Результаты 
показывают, что при изучении влияния гексагаллоил-глюкозы на нейтрализацию радикала ДФПГ 
в концентрации 3–15 мкМ она нейтрализовала 54,1±3,15% при концентрации полифенола 3 мкМ, 
тогда как при более высокой концентрации, т.е. 15 мкМ концентрации было обнаружено, что он ней-
трализует 83,6±8,83%, демонстрируя высокую антирадикальную активность. Было показано, что 
полумаксимальная ингибирующая концентрация этого галлотаннина составила IC50=3,39±1,5 мкМ. 
Было обнаружено, что полифенол гептагаллоил-глюкозы (рис. 3, Б) нейтрализует радикал ДФПГ на 
46,2±2,45% при концентрации 3 мкМ и на 85,9±9,36% при концентрации 15 мкМ. Полумаксимальная 
ингибирующая концентрация этого полифенола составила IC50=4,80 ± 1,2 мкМ.

Результаты показывают, что оба исследованных полифенола проявляют высокую антирадикаль-
ную активность. По данным литературы, полифенольные вещества, в частности флавоноиды, про-
являют более слабую антирадикальную активность [14; 15], было показано, что галло- и эллаги-
таннины проявляют более высокую антирадикальную активность, чем флавоноиды [15; 16; 17;]. 
Показано, что полумаксимальная ингибирующая концентрация галло- и эллагитаннинов зависит от 
количества галлоильных групп и колеблется в пределах 1–15 мкМ, тогда как проявление антиради-
кальной активности флавоноидов зависит от расположения и количества гидроксильных групп в их 
структуре. 
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Рис. 3. Изменение относительной оптической плотности раствора ДФПГ (0,1 мМ) в этиловом 
спирте при добавлении полифенолов гексагаллоил-глюкозы (А) и гептагаллоил-глюкозы (В).  

Во всех случаях Р<0,05; n=3.

Очевидно, что гидролизуемые танины обладают сильными антиоксидантными и антиради-
кальными свойствами, а также, как было показано, обладают антимикробными, противораковыми 
и улучшающими липидный обмен свойствами. Подчеркивается, что они снижают окислительный 
стресс, нейтрализуют свободные радикалы, модулируют антиоксидантные ферменты и подавляют 
накопление липидов [18]. 

Заключение. Изучены антиоксидантные и антирадикальные свойства гидролизуемых танинов 
гексагаллоил-глюкозы и гептагаллоил-глюкозы, выделенных из листьев растение Pistacia vera L.

Исследования in vitro показали, что полифенолы гексагаллоил-глюкозы и гептагаллоил-глюкозы 
проявляют антиоксидантные свойства, ингибируя ПОЛ, вызванные Fe2+/аскорбатом в митохондриях 
печени крыс, и нейтрализуя свободные радикалы ДФПГ. Было обнаружено, что гептагаллоил-глю-
коза проявляет более сильные антиоксидантные свойства, чем гексагаллоил-глюкоза, в то время 
как гексагаллоил-глюкоза проявляет более сильную антирадикальную активность, чем гептагалло-
ил-глюкоза. 
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JIGAR MITOXONDRIYALARIDA GEKSAGALLOIL-GLYUKOZA VA GEPTAGALLOIL-
GLYUKOZANING ANTIOKSIDANT VA ANTIRADIKAL HUSUSIYATLARI

G.V. Abdulxaqova, E.J. Komilov, N.A. Ergashev, R.R. Maxmudov , M.I. Asrarov

Maqolada Pistacia vera L. oʻsimlik barglaridan ajratilgan geksagalloil-glyukoza va geptagalloil-glyukoza 
polifenollarining mitoxondriyalarda sodir boʻladigan Fe2+/askorbat bilan chaqirilgan lipidlarning perekisli oksidlanish 
jarayoniga ta’siri hamda ushbu polifenollarni difenilpikrilgidrazil boʻyicha antiradikallik xossalari baholandi.

Kalit so‘zlar: geksagalloil-glyukoza, geptagalloil-glyukoza, jigar mitoxondriyalari, LPO, DFPG.

ANTIOXIDANT AND ANTIRADICAL PROPERTIES OF HEXAGALLOYL-GLUCOSE AND 
HEPTAGALLOYL-GLUCOSE IN LIVER MITOCHONDRIA

G.V. Abdulkhakova, E.J. Komilov, N.A. Ergashev, R.R. Makhmudov, M.I. Asrarov

The article evaluates the effect of hexagalloyl-glucose and heptagalloyl-glucose polyphenols isolated from 
Pistacia vera L. leaves on the Fe2+/ascorbate-induced lipid peroxidation process occurring in mitochondria, as well as 
the antiradical properties of these polyphenols against diphenylpicrylhydrazyl. 

Key words: hexagalloyl-glucose, heptagalloyl-glucose, liver mitochondria, LPO, DPPH.
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Представлены данные по оценке основных характеристик фитопланктона в исследованных участках по-
верхностных водоемов Бухарской области, поскольку они во многом определяют внешний вид водоемов. 
Видовой состав водорослей водоемов в Узбекистане и Центральной Азии определяется гидрологическими и 
гидрохимическими характеристиками водоемов. Полученный материал может быть использован для практи-
ческого применения в сельском хозяйстве и других отраслях.

Ключевые слова: Экология, поверхностные водоемы, гидробиология, фитопланктон, водный ресурс, об-
щая численность и биомасса фитопланктона. 

Введение. Роль гидробионтов в жизни различных водоемов огромна. Они принимают участие 
в круговороте вещества и энергии, в накоплении донных отложений, а также имеют большое меди-
ко-социальное значение из-за использования многочисленных поверхностных водоемов для хозяй-
ственно-питьевых и культурно-бытовых целей [1, 3]. По этой причине определение фитопланктона 
является обязательным по OʻzDSt 950-2011 «Вода питьевая. Гигиенические требования и контроль 
за качеством» (ГОСТ) и OʻzDSt 951-2011 «Источники централизованного хозяйственно-питьевого 
водоснабжения. Гигиенические, технические требования и правила выбора» (ГОСТ) [11, 12]. 

Целью работы настоящего исследования явилось изучение и оценка характеристик фитоплан-
ктона в исследованных участках поверхностных водоемов Бухарской области.

Материалы и методы. Нами были исследованы поверхностные водоемы Бухарской области - 
водохранилище Тудакуль и Куюмазарское водохранилище, использующиеся в хозяйственно-питье-
вых, культурно-бытовых и ирригационных целях. Исследования проведены весной и летом 2023-
2024 года. Были исследованы 23 проб, взятых с разных мест указанных водоемов.

В биологических исследованиях наиболее надежным и приемлемым методом отбора проб фито-
планктона из воды поверхностных водоемов считается батометрический метод. 

Для качественного сбора фитопланктона применяли планктонную сеть из шелкового газа №76. 
Для «мягкой» фиксации проб фитопланктона использовали раствор Люголя (до слабожелтого цвета) 
с последующим добавлением 40%-ного формалина (10 мл 40%-ного формалина для 0,5 л пробы). 

Сбор проб фитопланктона проводился по общепринятым альгологическим методикам [4, 7], для 
идентификации видового состава микроводорослей использовали определители [9, 10]. 

Отобранная в полиэтиленовую бутылку проба фиксировалась 40%-ным формалином и раство-
ром Люголя, снабжалась этикеткой (номер пробы, дата, водный объект, кем взята, в присутствии 
кого взята проба). Стандартные горизонты отбора проб воды составляли: 0 (поверхность); 0,5; 1,0; 
2,5; 5 м.

В условиях для проб фитопланктона использовался осадочный метод. 
Количественную обработку материала проводили по общепринятой альгологической методике в 

камере Горяева объемом (0,001 мм3) или в камере Фукса-Розенталя объемом (3,2 мм3). Дальнейшие 
исследования проводились в лаборатории с использованием светового микроскопа MEIJI. 

Биомасса изученного фитопланктона определялась общепринятым расчетным способом [3, 8].
В ходе исследований определяли нижеследующие качественные и количественные характери-
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стики фитопланктона: видовой состав фитопланктона; число видов в каждой основной группе; так-
сономический состав фитопланктона; численность и биомасса видов и основных групп фитоплан-
ктона - численность клеток ×103. 

Результаты и обсуждение. Пробы фитопланктона из озера Тудакуль и Куюмазарского водохра-
нилища отбирали соответствующими методами. В ходе рекогносцировочного выезда были отобрано 
пробы фитопланктона, в которых обнаружено 89 видов, разновидностей и форм водорослей: диато-
мовых (Bacillariophyta) - 35 видов; зеленых (Chlorophyta) - 25 видов; сине-зеленых (Cyanophyta) - 22 
вида; динофитовых (Dinоphyta) - 7 видов; эвгленовых (Euglenophyta) - 1 вид.

Наиболее высокую общую численность фитопланктона в пробах воды обеих водоемов соста-
вили Cyanophyta, а наибольшая биомасса фитопланктона отмечена у Bacillariophyta и Chlorophyta. 
При этом Englenophyta и Dinophyta в водах Куюмазарского водохранилища не обнаружены. 

Таксономическая структура фитопланктона водоемов Бухарской области представлена на рис. 1.

Рис. 1. Таксономическая структура фитопланктона исследованных участков водоемов 
Бухарской области.

Доминантный комплекс фитопланктонных сообществ исследованных участков озера Тудакуль и 
Куюмазарского водохранилища был представлен в основном продуцентами. Среди них наибольше-
го развития и разнообразия достигли диатомовые водоросли, зеленые и сине-зеленые водоросли, а 
также с невысоким обилием (1-5 видов) отмечены динофитовые и эвгленовые водоросли. 

Диатомовые (Bacillariophyta) и зеленые (Chlorophyta) водоросли в пробах озера Тудакуль выяв-
лялись чаще, чем другие: соответственно 13 (31,0%) и 14 (33,3%) видов. 

Сине-зеленые водоросли (Cyanophyta) в пробах фитопланктона исследованных участков дан-
ного водоема представлены слабо, всего 9 видами, что составило 21,43% от общего числа видов. 
Преобладали широко распространенные планктонные колониальные и нитчатые формы водорослей 
родов Merismopedia, Microcystis, Gloeocapsa, Gomposphaeria и виды семейства Oscillatoriacea. 

Наиболее показательное количественное развитие сине-зеленых водорослей (Cyanophyta) отме-
чено в пробе из озера Тудакуль. Численность сине-зеленых здесь в пробе составила 6500,00±15,01×103 
кл/л, а биомасса - 58,694 мг/л. Наименьшее развитие сине-зеленых водорослей отмечено в пробе 
из Куюмазарского водохранилища: численность - 706,250±5,12×103 кл/л при биомассе 11,150 мг/л 
(табл., рис. 3, рис. 4).

По таксономическому разнообразию диатомовые водоросли (Bacillariophyta) занимали домини-
рующее положение в пробах фитопланктона (34 видов, 45,33%) исследованных открытых водоемов.

В июньских пробах фитопланктона озера Тудакуль преобладали планктонные пресноводно-со-
лоноватоводные формы b-мезосапробные виды родов Melosira, Cyclotella, Fragilaria, Synedra. В 
пробе фитопланктона Куюмазарского водохранилища преобладали солоноватоводные (мезогалобы) 
b- и b-α-мезосапробные формы водорослей из родов Cocconeis, Achnanthes, Gyrosigma, Amphiprora, 
Navicula, Bacillaria, Nitzschia (рис. 2).
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Количественное развитие фитопланктона исследованных участков водоемов 
Бухарской области (численность клеток ×103 )

Таксон Тудакульское 
водохранилище 

Куюмазарское 
водохранилище

Cyanophyta (сине-зеленые) 6500,00 ±15,01 706,250 ±5,12
Bacillariophyta (диатомовые) 162,500±8,12 193,750± 7,10
Euglenophyta (эвгленовые) 12,500± 3,05 0
Dinophyta (динофитовые) 150,625± 11,05 0

Chlorophyta (зеленые) 756,250± 6,10 87,500 ±4,15
Общая численность клеток ×103 кл/л 7581,875 987,500 

Рис. 2. Количественное развитие планктона на изученных участках (103 количество клеток).

При единичной встречаемости диатомовые водоросли (Bacillariophyta) из-за больших размеров 
клеток составляли большую биомассу. Численность диатомовых в пробах составила 162,500±8,12×103 
кл/л и 193,750±7,10×103 кл/л, а биомасса соответственно - 61,344 мг/л и 187,800 мг/л.

Зеленые водоросли (Chlorophyta) в пробах исследованных водоемов представлены умерено - 20 
видов или 26,67%, форм и разновидностей, которые в основном представлены широко - распростра-
ненными b-мезосапробными видами из родов Ankistrodesmus, Oocystis, Сhlorella, Сhlamidomonas, 
Scenedesmus, Cosmarium и др. Численность зеленых водорослей в пробах фитопланктона составила 
756,250±6,10×103 кл/л и 87,500±4,15×103 кл/л, а биомасса соответственно - 188,400 мг/л и 31,500 
мг/л. 

Рис. 3. Количественное развитие фитопланктона на изученных участках водоемов 
Бухарской области (биомасса, мг/л).

В пробах фитопланктона из озера Тудакуль отмечено хорошее развитие динофитовых водоро-
слей - Dinophyta (5 видов), которые представлены в основном родами Glenodinium, Peridinium и с 
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единичной встречаемостью отмечены эвгленовые - Thahelomonas. Численность динофитовых водо-
рослей составила 150,625±11,05×103 кл/л, а биомасса - 211.125 мг/л. При этом динофитные и эвгле-
новые водоросли в пробах воды Куюмазарского водохранилища не обнаружены (рис. 3). 

В то же время в пробах воды Куйимазарского водохранилища не были обнаружены динофитные 
и эвгленофитовые водоросли (рис. 4).

Рис. 4. Количественное развитие фитопланктона на изученных участках 
Куйимазарского водохранилища (биомасса, мг/л).

Видовой состав водорослей биологических прудов очистных сооружений г. Бухара имеет неко-
торую общность с флорой прудов Узбекистана и Средней Азии. Начнем наши сопоставления прудов 
Узбекистана и Средней Азии. При сравнении флоры водорослей в биологических прудах очистных 
сооружений с некоторыми другими местами Узбекистана и Средней Азии можно видеть, что она 
имеет много общего с флорой других регионов.

Качественный и количественный состав водорослей в прудах рыбхоза Калган Чирчик 
Ташкентской области, а также периодичность его развития по сезонам года был изучен П.Н. Саксен 
(1965) и определено 522 таксона, из которых сине-зеленых – 87, золотистых – 6, диатомовых – 209, 
динофитовых – 6, эвгленовых – 37, желтозеленых – 4, зеленых – 172.

В списке обнаруженных водорослей рыбхоза Калган Чирчик, 56 видов водорослей аналогичны 
нашим исследованиям. Так, например, Merismopedia punctata, Gomfhosphaeria lacustris, Pediastrum 
duplex, P.simplex. Tetraedron minimum, Ankistrodesmus densus, Scenedesmus acuminatus, Pandoriuna 
morum и другие обнаружены также весной, летом и осенью в биологических прудах очистных соо-
ружений г. Бухара. Изучая альгофлору в прудах колхоза имени Сабира Рахимова Денауского района 
Сурхандарьинской области А.Э. Эргашев (1974) обнаружил 111 видов и форм водорослей, из них 
синезеленые – 17, диатомовые – 77, эвгленовые – 1, зеленые – 16. 

Выше, из указанных видов 24 были обнаружены в биологических прудах очистных сооружений 
г. Бухары: Oscillatoria amoena, O.amphibia, O.tenuis, Achnanthes lanceolata, Cumbella affinis, Navicula 
cincta, Dictyospsvaerium pulchellum, Scenedesmus acuminatus, Stigeoclonium tenue и другие.

Также А.Э. Эргашевым (1974) была изучена альгофлора прудов колхоза им. Калинина 
Яккабагского района Кашкадарьинской области. В результате обработки собранного альгологиче-
ского материала найдено 118 таксонов, из них синезеленые – 38, диатомовые – 68, эвгленовые – 12, 
зеленые – 2.

 Сходных нашими видами оказалось 32: Oscillatoria lacteirens, O.grinceps, O.woronichinii, 
Phormidium tenue, Gloecapsa tarrgida, mastogloia smittii, M.baltica, Nitzshia sigina, N. Signoidea, 
N.trublionella, Euglena oxyuris, Chlorella vulgaris и другие.

Полученная гидробиологическая информация по исследованным водоемам Бухарской области 
свидетельствует о том, что антропогенные факторы, особенно загрязнение, вызывают изменения в 
составе, структуре и экологическом состоянии водных биоценозов различной глубины, выражаю-
щиеся в смене доминирующих комплексов организмов, упрощении экологической структуры, появ-
лении сапробных видов. 

Выводы. В пробах фитопланктона, взятых соответствующими методами из водоёмов 
Тудакульского и Куюмазарского водохранилищ было обнаружено 89 видов разновидностей и форм 
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водорослей: чаще всего встречались диатомовые водоросли Bacillariophyta - 34 вида, зеленые во-
доросли Chlorophyta - 25 видов, сине-зеленые водоросли Cyanophyta - 22 вида, реже динофитовые 
- Dinophyta - 7 видов и эвгленовые Englenophyta – всего 1 вид. Наиболее высокую общую числен-
ность фитопланктона в пробах воды обеих водоемов составили Cyanophyta, а наибольшая биомасса 
фитопланктона отмечена у Bacillariophyta и Chlorophyta. При этом Englenophyta и Dinophyta в водах 
Куюмазарского водохранилища не обнаружены.

Финансирование. Данное исследование было проведено при поддержке программы, созданной 
в соответствии с законом Республики Узбекистан «О государственном контроле за использованием 
и охраной вод».

Вклад авторов: Ш.Б. Жумаева и М.И. Мустафаева: проведение и дизайн экспериментов , анализ 
данных, подготовка статьи.
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BUXORO VILOYATINING AYRIM SUV OMBORLARIDA ALGOFLORANING  
BIOLOGIK XILMA-XILLIGINING TARKIBIY DINAMIKASINI O‘RGANISH

Sh.B. Jumaeva, M.I. Mustafaeva

Maqolada Buxoro viloyati ochiq suv omborlarining tadqiq etilgan ob’ekt nuqtalarida fitoplanktonning asosiy 
xususiyatlarini baholash boʻyicha ma’lumotlar keltirilgan. Suv omborlarining suv oʻtlari oʻrganildi, chunki ular 
koʻp jihatdan turli ob’ektlardagi koʻrinishni aniqlandi. Suv havzalaridagi suv oʻtlarining tur tarkibi Oʻzbekiston va 
Markaziy Osiyodagi boshqa suv havzalari oʻrtasidagi farq ajablanarli emas, chunki suv havzalarining gidrologik 
va gidrokimyoviy xususiyatlari flora tarkibiga ta’sir qiladi, bu ularni qishloq xoʻjaligi va boshqa sohalarda amaliy 
qoʻllashning nazariy imkoniyatlarini asoslaydi.

Kalit soʻzlar: ekologiya, ochiq suv omborlari, gidrobiologiya, fitoplankton, suv resurslari, fitoplanktonning 
umumiy soni va biomassasi.

THE STUDY OF THE STRUCTURAL DYNAMICS OF THE BIOLOGICAL DIVERSITY OF 
ALGOFLORA IN SOME RESERVOIRS OF THE BUKHARA REGION

Sh.B. Jumaeva, M.I. Mustafaeva

The article presents data on the assessment of the main characteristics of phytoplankton in the studied areas of 
surface reservoirs of the Bukhara region. Algae of reservoirs have been studied, since they largely determine the ap-
pearance in various objects. The difference in the species composition of algae in reservoirs from other reservoirs in 
Uzbekistan and Central Asia is not surprising, since the hydrological and hydrochemical characteristics of reservoirs 
affect the composition of the flora. which substantiates the theoretical possibility of their practical application in agri-
culture and other industries.

Keywords: Ecology, surface reservoirs, hydrobiology, phytoplankton, water resource, total abundance and bio-
mass of phytoplankton.
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