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Резюме

Широкое использование препаратов тестикулярной гиалуронидазы обусловливает особый интерес в создании 
пероральной лекарственной формы. Разрабатываемое нами лекарственное средство, представляющее собой гиа-
луронидазу, пегилированную по технологии электронно-лучевой иммобилизации (ПЭГ-ГИАЛ), требует оценки 
безопасности его применения. Выявление возможного нейротоксического действия, а также влияния на работу 
сердца представляется весьма актуальным. Цель исследования ‒ изучить влияние ПЭГ-ГИАЛ на поведенческие 
реакции и электрическую активность сердца экспериментальных животных. Материал и методы. В качестве 
экспериментальных животных использовали 80 белых аутбредных крыс (самцы и самки). Влияние ПЭГ-ГИАЛ 
на ЦНС определяли с помощью теста «открытое поле с норками», исследуя такие характеристики, как эмоцио-
нальные реакции и ориентировочно-исследовательское поведение. Функциональное состояние сердечно-сосу-
дистой системы оценивали по результатам данных ЭКГ. Результаты. Введение ПЭГ-ГИАЛ во всех изучаемых 
дозах не приводит к изменениям функциональной активности ЦНС, не оказывает выраженного влияния на по-
казатели ориентировочно-исследовательского поведения и эмоциональные реакции у лабораторных животных. 
Статистически достоверных изменений в кардиограмме крыс не выявлено, в том числе не обнаружено межполо-
вых различий. Заключение. Введение ПЭГ-ГИАЛ во всех изучаемых дозах не оказывает токсического воздей-
ствия на электрическую активность сердца и не оказывает выраженного влияния на изменения функциональной 
активности ЦНС и поведенческие реакции. 
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Abstract

The widespread use of testicular hyaluronidase preparations determines the particular interest in the development of 
oral dosage form. The drug under development, which is hyaluronidase pegylated using electron beam immobilization 
technology (PEG-GIAL), requires an assessment of its safety. Identification of possible neurotoxic action, as well as 
the influence on cardiac function seems to be very relevant. Aim of the study was to investigate the effect of PEG-
GIAL on behavioural reactions and electrical activity of the heart of experimental animals. Material and methods. 
Eight hundred of white outbred rats (male and female) were used as experimental animals. The effect of PEG-GIAL 
on the central nervous system was determined using the «open field with holes» test, examining such characteristics as 
emotional reactions and orientation-research behaviour. The functional state of the cardiovascular system was assessed 
by electrocardiography data. Results. PEG-GIAL administration in all studied doses does not lead to changes in the 
functional activity of CNS, does not have a pronounced effect on the indices of orientation-research behaviour and 
emotional reactions in laboratory animals. No statistically significant changes in the cardiogram of rats were revealed, 
including no intersex differences. Conclusions. PEG-GIAL administration in all studied doses has no toxic effect on 
the electrical activity of the heart and has no pronounced effect on changes in the functional activity of the CNS and 
behavioural reactions.

Key words: functional activity of the central nervous system, electrical activity of the heart, pegylated hyaluroni-
dase.
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Введение
Гиалуронидаза, преимущественно тестику-

лярная, в медицинской практике используется 
уже на протяжении полувека. Специфическим 
субстратом выступают гликозаминогликаны, вы-
полняющие роль цементирующего вещества со-
единительной ткани. Одним из гликозаминогли-
канов является гиалуроновая кислота, которую 
гиалуронидаза расщепляет на моносахариды, 
снижая ее вязкость, в результате увеличивает-
ся проницаемость тканевых барьеров, при этом 
гиалуроновая кислота становится не способной 
связывать воду и, как итог, оказывает мощный 
дренажный эффект, улучшает микроциркуляцию 
крови, снижает вязкость межклеточного матрик-
са [1].

Рынок фармацевтической индустрии запол-
нен препаратами гиалуронидазы в виде лекар-
ственных форм для парентерального введения 
и суппозиториев. В связи с отсутствием лекар-
ственных препаратов гиалуронидазы, применяю-
щихся per os, целесообразно создание на ее осно-
ве такого фармакологического средства, одним из 
вариантов может быть гиалуронидаза, иммоби-
лизированная на полиэтиленгликоле с помощью 
технологии электронно-лучевого пегилирования 
(ПЭГ-ГИАЛ) [2]. 

В современной фармакологии наряду с уста-
новлением специфической фармакологической 
активности разрабатываемых лекарственных 

средств большое внимание уделяется изучению 
их безопасности ввиду возможного возникно-
вения нежелательных (побочных) эффектов, а 
также растущей сенсибилизации у человека к 
различным биологически активным и химиче-
ским соединениям. Принимая во внимание, что 
такие системы, как сердечно-сосудистая (ССС), 
центральная нервная и дыхательная, относятся 
к жизненно важным, первоочередным является 
выявление негативного воздействия применения 
нового лекарственного средства на их работу [3]. 
Оценка возможных непреднамеренных эффектов, 
возникших в работе ССС при воздействии разра-
батываемого лекарственного средства, являются 
основополагающим фактором, так как именно 
из-за кардиотоксичности новые лекарственные 
средства не проходят доклинический этап иссле-
дования [4]. Изучение электрической активности 
сердца позволяет оценить ритм и проводимость 
одного из главных органов – сердца, а также 
кровоснабжение его мышц в состоянии покоя и 
патологические изменения камер [5]. Важным 
аспектом, одним из этапов изучения токсичности, 
является оценка влияния прототипа лекарствен-
ного средства на работу ЦНС, а именно показа-
тели эмоциональной реакции и ориентировочно-
исследовательского поведения, на лабораторных 
животных с помощью теста «открытое поле с 
норками», который хорошо зарекомендовал себя 
при анализе поведенческих и неврологический 
нарушений у крыс [6]. 
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Цель исследования – оценить влияние ПЭГ-
ГИАЛ на поведенческие реакции и электри-
ческую активность сердца при многократном 
пероральном введении экспериментальным лабо-
раторным животным.

Материал и методы
Проведение научно-исследовательской рабо-

ты по протоколу «Влияние ПЭГ-ГИАЛ на пове-
денческие реакции и электрическую активность 
сердца» одобрено на заседании локального этиче-
ского комитета НИИ клинической и эксперимен-
тальной лимфологии – филиала ФИЦ Институт 
цитологии и генетики СО РАН (протокол № 186 от 
11.01.2024). Животных содержали в соответствии 
с правилами, принятыми Европейской конвенци-
ей по защите позвоночных животных (Страсбург, 
1986), ГОСТ 33216-2014 Межгосударственный 
стандарт «Руководство по содержанию и ухо-
ду за лабораторными животными. Правила со-
держания и ухода за лабораторными грызунами 
и кроликами» от 01.07.2016, ГОСТ 33215-2014 
Межгосударственный стандарт «Руководство по 
содержанию и уходу за лабораторными животны-
ми. Правила оборудования помещений и органи-
зации процедур» от 01.07.2016. Крыс выводили 
из эксперимента методами эвтаназии согласно 
Директиве 2010/63/EU Европейского парламента 
и совета Европейского союза по охране живот-
ных, используемых в научных целях.

Объектом исследования служил прототип 
лекарственного средства – ПЭГ-ГИАЛ (произ-
водство АО «СЦБ», Россия). Степень чистоты 
препаратов > 97 % (хроматограф жидкостный 
АctaPurifier100, GE Healthcare, США). ПЭГ-
ГИАЛ применяли в дозах 25, 125 и 250 ЕД/кг. 
Расчет доз выполнен с учетом коэффициента 
пересчета с дозы человека на дозу данного вида 
экспериментальных животных [7]. Минимальная 
доза ПЭГ-ГИАЛ, которая составляет 25 ЕД/кг 
массы тела крыс, выбрана на основании данных, 
которые получены в исследовании А.В. Артамо-

нова и соавт. [8], а также руководствуясь тем, что 
при введении крысам per os ПЭГ-ГИАЛ в дозе 
660 ЕД/кг гибель животных не возникала (иссле-
дуемое вещество относится к низкотоксичным).

Эксперименты поставлены на 80 белых аут-
бредных половозрелых крысах (самцах и самках) 
разведения ЦКП «Виварий конвенциональных 
животных» ФГБНУ ФИЦ Институт цитологии и 
генетики СО РАН в возрасте 8–10 недель. Исход-
ная средняя масса животных во всех группах до-
стоверно не различалась и составляла 250–350 г. 
Крысы находились в стандартных пластиковых 
клетках фирмы Velaz (Чешская Республика) на 
подстилке из мелкой древесной стружки по пять 
особей в клетке в открытом режиме. Размер кле-
ток для крыс 57,5×35×18,5 см. Температура воз-
духа в виварии 20–23 °С, влажность – не более 
50 %, объем воздухообмена (вытяжка: приток) – 
8:10; световой режим (день: ночь) – 1:1. Живот-
ных кормили дважды в день гранулированным 
комбикормом с минеральными и витаминными 
добавками и кашей из круп. Корм соответство-
вал Межгосударственному стандарту ГОСТ 
34566-2019 «Комбикорма полнорационные для 
лабораторных животных» и ГОСТ 33215-2014 
«Руководство по содержанию и уходу за лабора-
торными животными».

В каждой группе было по 10 самок и 10 самцов 
(табл. 1). ПЭГ-ГИАЛ, разведенный 1%-й крах-
мальной слизью, вводили животным I–III групп 
внутрижелудочно ежедневно в течение 28 дней в 
дозах 25, 125 и 250 ЕД/кг. Крысам контрольной 
группы вводили внутрижелудочно растворитель 
в те же сроки в эквиобъемном количестве. 

Определение влияния ПЭГ-ГИАЛ на ЦНС
Проводили исследование таких характери-

стик, как эмоциональная реакция и ориентиро-
вочно-исследовательское поведение крыс в тесте 
«открытом поле с норками». Экспериментальная 
установка «открытое поле с норками» – камера 
размером 100×100×60 см с квадратным полом и 
стенками белого цвета. Пол камеры разделен на 

Таблица 1. Распределение животных по группам

Table 1. Distribution of animals by groups

Экспериментальная группа Доза, ЕД/кг
Срок исследования

1 2
Самцы (n) Самки (n) Самцы (n) Самки (n)

І 25 5 5 5 5
ІІ 125 5 5 5 5
III 250 5 5 5 5
Контроль – 5 5 5 5

Примечание: 1 – 28 дней введения ПЭГ-ГИАЛ, 2 – 28 дней введения ПЭГ-ГИАЛ с последующей отменой соединения 
в течение 14 дней. 
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16 квадратов, в каждом квадрате – круглое отвер-
стие диаметром 6 см. Сверху камера освещена 
электрической лампой накаливания мощностью 
100 Вт, расположенной на высоте 1 м от пола ка-
меры. Крысу помещали в один из углов камеры и 
в течение 3 мин регистрировали следующие по-
казатели: количество пересеченных ею горизон-
тальных квадратов (горизонтальная активность), 
количество заглядываний в отверстия (норковый 
рефлекс), вставаний на задние лапы (вертикаль-
ная активность), количество умываний (груминг), 
количество актов дефекаций (по количеству фе-
кальных болюсов). Затем все данные суммиро-
вали и определяли общую двигательную актив-
ность. Эмоциональная реакция оценивалась по 
методу J.V. Brady et al. [9], при котором полуко-
личественным способом определяли реакцию на 
четыре вида воздействий: захват в клетке, где жи-
вотное постоянно находится; захват в руку после 
помещения животного на плоскую поверхность; 
мышечное напряжение; реакция на приближе-
ние и толчок пинцета. При этом на протяжении 
всего периода исследования дополнительно ре-
гистрировали дефекацию, мочеиспускание и во-
кализацию (всего 7 реакций). Каждая реакция 
оценивалась по 4-балльной системе, после чего 
все баллы суммировали, получая общую оценку 
эмоциональной реакции. 

Определение влияния ПЭГ-ГИАЛ на 
работу ССС
Исследование функционального состояния 

ССС выполняли во всех группах эксперимен-
тальных животных за 1–2 суток перед эвтанази-
ей. Функцию сердца крыс оценивали по данным 
ЭКГ, которую регистрировали на электрокардио-
графе ЭК1Т-О3М (Ижевск) во втором стандарт-
ном отведении при усилении 1 мВ = 20 мм и ско-
рости записи 50 мм/с под эфирным наркозом в 
положении животных спиной вверх через 28 дней 
введения ПЭГ-ГИАЛ в дозах 25, 125 и 250 ЕД/кг 
и через 14 дней после его отмены. По снятой 
электрокардиограмме рассчитывали частоту сер-
дечных сокращений (ЧСС), измеряли амплитуду 
зубцов P, R, T и длительность интервалов PQ, QT, 
QRS. Полученные результаты сравнивали с дан-
ными контрольных животных.

Нормальность распределения данных про-
веряли с помощью критерия Шапиро – Уил-
ка. Поскольку распределение признаков было 
нормальным, вычисляли среднее значение (M), 
стандартную ошибку (m) и представляли в виде 
M ± m. Для сравнения выборочных средних ис-
пользовали t-критерий Стьюдента. Различия счи-
тали достоверными при уровне статистической 
значимости p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Оценка влияния ПЭГ-ГИАЛ на функцию
ЦНС
Анализ данных, полученных после 28-днев-

ного курсового введения прототипа лекарствен-
ного средства ПЭГ-ГИАЛ и через 14 дней по-
сле его отмены, показал отсутствие системных 
и дозозависимых изменений функциональной 
активности ЦНС экспериментальных животных: 
прототип лекарственного средства не оказывал 
выраженного модифицирующего влияния на по-
казатели ориентировочно-исследовательского 
поведения в тесте «открытое поле с норками» и 
эмоциональной реакции у экспериментальных 
животных (табл. 2). 

Оценка влияния ПЭГ-ГИАЛ на работу ССС
Поскольку анализ результатов курсового вну-

трижелудочного введения ПЭГ-ГИАЛ в течение 
28 дней показал отсутствие различий на ЭКГ 
у самцов и самок, данные были объединены. 
Длительность интервалов и амплитуда зубцов 
ЭКГ крыс, получавших ПЭГ-ГИАЛ, статисти-
чески значимо не отличалась от соответствую-
щих значений животных контрольной группы и 
не выходила за пределы физиологических норм, 
принятых для данного вида животных (табл. 3) 
[10]. Такой параметр ЭКГ, как корригируемый 
интервал QT, выступает в качестве универсаль-
ного показателя, который является индикатором 
кардиотоксичности лекарственного средства [11]. 
Изменение его продолжительности может ука-
зывать на нарушение электрической активности 
сердца, поскольку при токсическом воздействии 
экзогенных веществ происходит развитие кар-
диомиопатий. Длительность интервала QT во 
всех экспериментальных группах находилась на 
уровне значений контрольной группы. Таким об-
разом, можно предположить, что ПЭГ-ГИАЛ не 
вызывает нарушения процесса реполяризации и 
работы ионных каналов, а также не приводит к 
ишемии и желудочковой тахиаритмии [12]. Ин-
тервал PQ показывает, как происходит распро-
странение процесса деполяризации от предсер-
дий к желудочкам, его длина отражает возможное 
возникновение атриовентрикулярных блокад или 
нарушения проводимости сердца. В норме у крыс 
он составляет от 40 до 70 мс [13], полученные 
нами значения укладывались в этот интервал (см. 
табл. 3). Желудочковый комплекс QRS на ЭКГ 
демонстрирует процесс деполяризации желудоч-
ков, и изменение его продолжительности ука-
зывает на возникновение таких нарушений, как 
внутрижелудочковая проводимость, блокада но-
жек пучка Гиса, ишемия миокарда [14], введение 
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Таблица 2. Эмоциональная реакция и общая двигательная активность крыс в «открытом поле 
с норками» после введения ПЭГ-ГИАЛ

Table 2. Emotional response and general motor activity of rats in “open field with mink” after PEG-GIAL 
administration

Показатель
Через 28 дней введения ПЭГ-ГИАЛ Через 14 дней после отмены ПЭГ-ГИАЛ

I группа, 
25 ЕД/

кг

II груп-
па, 125 
ЕД /кг

III груп-
па, 250 
ЕД /кг

Контроль
I группа, 
25 ЕД/

кг

II груп-
па, 125 
ЕД /кг

III груп-
па, 250 
ЕД /кг

Контроль

Самки
Эмоциональная 
реакция 2,0 ± 0,3 1,2 ± 0,5 1,6 ± 0,4 2,2 ± 0,4 2,0 ± 0,6 1,8 ± 0,4 1,6 ± 0,2 1,5 ± 0,50

Горизонтальная 
активность

18,8 ± 
3,7

22,8 ± 
2,1

17,6 ± 
1,5 18,0 ± 5,3 19,0 ± 

2,4
20,6 ± 

7,8
15,6 ± 

3,6 17,3 ± 3,1

Вертикальная 
активность 7,6 ± 1,8 7,2 ± 1,7 5,6 ± 1,6 6,4 ± 1,4 3,6 ± 1,4 3,4 ± 1,5 2,8 ± 1,3 2,5 ± 0,7

Норковый рефлекс 9,0 ± 2,5 10,4 ± 2,3 7,0 ± 1,1 9,2 ± 2,1 11,0 ± 3,0 13,6 ± 2,6 9,8 ± 1,5 12,3 ± 2,1
Дефекация 2,0 ± 1,0 2,0 ± 1,1 2,0 ± 0,9 3,4 ± 0,7 1,80 ± 1,1 3,2 ± 0,8 3,2 ± 1,0 2,2 ± 1,9
Груминг 0,8 ± 0,6 2,2 ± 1,1 2,6 ± 0,4 1,8 ± 0,5 1,4 ± 0,5 0,4 ± 0,2 1,2 ± 0,4 1,5 ± 0,6
Суммарная двига-
тельная активность

36,2 ± 
6,9

42,6 ± 
2,5

32,8 ± 
2,4 35,4 ± 8,5 35,0 ± 

6,1
38,0 ± 
10,8

29,4 ± 
3,8 33,5 ± 1,9

Самцы
Эмоциональная 
реакция 1,6 ± 0,4 1,8 ± 0,4 1,8 ± 0,4 1,8 ± 0,4 0,8 ± 0,4 0,8 ± 0,4 2,0 ± 0,5 1,6 ± 0,8

Горизонтальная 
активность 13,4 ± 5,1 13,4 ± 1,6 13,4 ± 1,6 13,4 ± 4,6 11,0 ± 3,4 11,2 ± 2,6 8,0 ± 2,7 8,8 ± 2,4

Вертикальная 
активность 7,4 ± 5,0 5,6 ± 2,2 5,8 ± 1,4 6,2 ± 2,9 5,2 ± 1,0 3,4 ± 0,7 2,6 ± 1,2 3,4 ± 2,0

Норковый рефлекс 6,40 ± 1,5 8,2 ± 1,7 5,0 ± 0,9 5,0 ± 2,5 6,20 ± 1,3 9,80 ± 1,5 5,40 ± 1,0 7,2 ± 1,7
Дефекация 3,2 ± 1,0 3,8 ± 0,6 3,2 ± 1,2 2,2 ± 0,7 4,6 ± 1,2 2,4 ± 0,9 3,8 ± 1,4 3,4 ± 1,1
Груминг 1,4 ± 0,4 0,8 ± 0,4 0,8 ± 0,4 0,8 ± 0,2 1,2 ± 0,7 1,20 ± 0,6 1,6 ± 0,7 1,8 ± 0,6
Суммарная двига-
тельная активность 28,6 ± 10 28,0 ± 

2,7
25,0 ± 

2,8 25,4 ± 6,7 23,6 ± 
5,2

25,6 ± 
3,1

17,6 ± 
3,5 21,2 ± 4,2

Таблица 3. Показатели электрической активности сердца после введения ПЭГ-ГИАЛ
Table 3. Cardiac electrical activity after PEG-GIAL administration

Показатель
Через 28 дней введения ПЭГ-ГИАЛ Через 14 дней после отмены ПЭГ-ГИАЛ

I группа, 
25 Ед/кг

II груп-
па, 125 
Ед/кг

III груп-
па, 250 
Ед/кг

Контроль I группа, 
25 Ед/кг

II груп-
па, 125 
Ед/кг

III груп-
па, 250 
Ед/кг

Контроль

PQ, мс 56,7 ± 
2,1

58,3 ± 
3,1

58,3 ± 
3,1 55,0 ± 3,4 57,5 ± 

2,5
55,5 ± 

2,5
53,5 ± 

2,1 56,8 ± 2,2

P, мс 19,2 ± 
2,0

16,7 ± 
2,1

13,3 ± 
2,1 16,7 ± 2,1 18,5 ± 

1,7
19,2 ± 

3,3
17,5 ± 

3,6 20,8 ± 0,7

Pаm, мкВ 51,7 ± 
10,8

40,0 ± 
6,3

41,7 ± 
8,7 41,7 ± 5,4 46,7 ± 

3,3
41,7 ± 

7,5
38,3 ± 

3,1 48,3 ± 6,0

QRS, мс 20,8 ± 
1,5

21,7 ± 
1,1

20,2 ± 
0,2 19,2 ± 0,8 21,3 ± 

0,8
20,2 ± 

0,2
20,2 ± 

0,3 19,8 ± 0,2

QT, мcек 100,0 ± 
5,2

103,3 ± 
6,1

106,7 ± 
4,2 98,3 ± 1,7 103,3 ± 

3,3
100,0 ± 

5,2
93,3 ± 

4,2 103,3 ± 6,2

T, мкВ 168,3 ± 
15,6

150,0 ± 
22,4

183,3 ± 
24,7

166,7 ± 
24,7

135,0 ± 
11,2

131,7 ± 
13,5

111,7 ± 
14,2

133,3 ± 
14,1

R, мкВ 508,3 ± 
5,5

508,3 ± 
3,5

416,7 ± 
3,3 416,7 ± 3,6 425,0 ± 

17,1
441,7 ± 

23,9
468,3 ± 

52,6
416,7 ± 

21,1

ЧСС, уд/мин 288,2 ± 
11,8

301,0 ± 
7,77

278,2 ± 
7,8

297,5 ± 
12,0

274,3 ± 
9,1

269,8 ± 
7,6

290,7 ± 
18,1

302,7 ± 
16,2
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ПЭГ-ГИАЛ во всех изучаемых дозах не влияло 
на данный параметр (см. табл. 3).

Таким образом, при внутрижелудочном вве-
дении ПЭГ-ГИАЛ в течение 28 дней у крыс во 
всех экспериментальных группах не возникало 
нарушений сердечного ритма и проводимости, 
изменений амплитуды зубцов на электрокардио-
грамме, а также длительности интервалов отно-
сительно группы контроля. Изучение и интерпре-
тация параметров ЭКГ остается первостепенной 
задачей при разработке лекарственных средств, 
так как требует оценки фармакологической без-
опасности применения последних.

Заключение
В результате проведенного эксперименталь-

ного исследования можно сделать вывод, что 
введение ПЭГ-ГИАЛ в дозах 25, 125 и 250 ЕД/кг 
в течение 28 дней не приводит к системным и 
дозозависимым изменениям функциональной 
активности ЦНС и не оказывает выраженного 
влияния на показатели ориентировочно-исследо-
вательского поведения и эмоциональной реакции 
лабораторных животных, а также не вызывает до-
стоверных изменений электрической активности 
сердца. Результаты исследования позволяют про-
должить разработку и изучение лекарственного 
средства ПЭГ-ГИАЛ.
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