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Экспериментальное обоснование антисурдитантного применения  
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В работе на модели акустической травмы у экспериментальных животных (мыши) показано отопро-
текторное действие производного триазино-индола за счет влияния на уровень экспрессии гипоксией 
индуцированного фактора (HIF) в органе Корти и клетках спирального ганглия. С лечебной целью пре-
парат вводился в виде 1%-ного раствора в дозировке 5, 7, 10 мг/кг через 2 часа после акустического 
воздействия. С профилактической целью препарат вводился в дозировке 5, 7, 10 мг/кг в течение 3 дней 
до акустического воздействия. Препаратом сравнения являлся цитофлавин. Группа контроля получала 
физиологический раствор. Иммуногистохимическое исследование осуществлялось с использованием 
антимышиной полимерной иммуногистохимической системы визуализации и мышиных моноклональ-
ных антител к HIF1. В сканированных при помощи цифрового сканера иммуногистохимических пре-
паратах с помощью морфометрической программы выполнялся подсчет HIF1-позитивной площади (%) 
улитки и клеток спирального ганглия. Оценку окраски проводили по среднему цитохимическому коэф-
фициенту. Установлено, что выраженность экспрессии HIF зависела от дозы вводимого препарата и со-
впадала с электрофизиологическими изменениями у экспериментальных животных. Антисурдитантное 
действие производного триазино-индола реализуется за счет влияния на уровень экспрессии HIF, что 
позволяет расценивать его как молекулу-мишень при применении препарата.
Ключевые слова: гипоксия, гипоксией индуцированный фактор, HIF-1α, акутравма, антигипоксанты, 
триазино-индол, экспрессия.
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In the study on the model of acoustic trauma in experimental animals (mice), the otoprotective effect of the 
triazine-indole derivative was shown due to the influence on the expression level of hypoxia-inducible factor 
(HIF) in the Corti organ and spiral ganglion cells. For therapeutic purposes, the drug was administered as 
a 1% solution at a dosage of 5, 7, 10 mg/kg 2 hours after acoustic exposure. For preventive purposes, the drug 
was administered at a dosage of 5, 7, 10 mg/kg for 3 days before acoustic exposure. The comparator drug 
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was Cytoflavin. The control group received a saline solution. The immunohistochemical study was carried out 
using an anti-mouse polymerized immunohistochemical imaging system and mouse monoclonal antibodies to 
HIF1. In immunohistochemical preparations scanned using a digital scanner, the HIF1-positive area (%) in the 
cochlea and spiral ganglion cells was calculated using a morphometric program. The color was evaluated by the 
average cytochemical coefficient. It was found that the severity of HIF expression depended on the dose of the 
administered drug and coincided with electrophysiological changes in experimental animals. The antisurditant 
effect of the triazine-indole derivative is realized by influencing the level of HIF expression, which allows it to 
be regarded as a target molecule when using the drug.
Keywords: hypoxia, hypoxia-inducible factor, HIF-1α, acoustic trauma, antihypoxants, triazino-indole, 
expression.
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Cписок принятых сокращений:
HIF – гипоксией индуцированный фактор
VHL – белок фон Гиппеля–Линдау
PHD – пролилгидроксилаза

Введение
По данным ВОЗ, к 2050 году более 900 милли-

онов человек будут страдать от инвалидизирую-
щей потери слуха. 1,1 миллиарда молодых людей 
(в возрасте 12–35 лет) подвергаются риску по-
тери слуха в результате воздействия шума. Одна 
треть всех случаев потери слуха связана с шу-
мом [1]. Акустическая травма приводит к отеку 
сосудистой полоски, что вызывает кохлеарную 
гипоксию, образование свободных радикалов 
и окислительный стресс, а затем к запуску про-
граммируемой и/или некротической гибели кле-
ток. Раздражение спиральной связки при воздей-
ствии шума высокой интенсивности способствует 
экспрессии цитокинов (таких как TNFα и IL-1β) и 
хемокинов, которые инициируют миграцию лей-
коцитов в улитку. Лейкоциты высвобождают ряд 
других провоспалительных факторов и свобод-
ных радикалов, приводит к прогрессированию 
воспалительного процесса [2]. Помимо повреж-
дения волосковых клеток происходит необрати-
мое повреждение нейронов слухового пути [3]. 
В литературе данная патология определяется как 
«кохлеарная синаптопатия», она нашла свое отра-
жение в ряде экспериментальных исследований 
на животных [4]. 

По данным современных исследований, 
устойчивость волосковых клеток кортиева орга-
на к гипоксии реализуется за счет пути, связан-
ного с молекулой HIF [5]. Он впервые был выде-
лен и исследован в 1992 году Грегом Семензой и 
сотрудниками из университета Джона Хопкинса 
в Балтиморе [6]. В 2019 году за исследования в 
этой области они были удостоены Нобелевской 
премии по физиологии и медицине. 

HIF относится к классу basic helix-loop-helix 
(bHLH) транскрипционных белков, который об-
наруживается во всех клетках и тканях млеко-
питающих. Он необходим для активации транс-

крипции в клетках в условиях гипоксии через ген 
эритропоэтина [7]. Молекула HIF существует пре-
имущественно в гетеродимерной форме [8]. В ее 
состав входят кислороднезависимая субъединица 
HIF-1β и три кислородзависимые транскрипцион-
но-активные субъединицы, из которых HIF-1α и 
HIF-2α отвечают за повышение адаптации клеток 
организма к гипоксии. HIF-3α является негатив-
ным регулятором генов, индуцируемых гипокси-
ей. Известно, что изоформа HIF-3α может ингиби-
ровать действие HIF-1/2α [9]. Количество HIF-1α 
в клетке держится на низком уровне при нормок-
сии, но резко возрастает при гипоксии [10]. HIF 
является регулятором кислородного гомеостаза 
с сотнями индуцируемых гипоксией генов-мише-
ней, белковые продукты которых играют значи-
тельную роль в ангиогенезе [11], энергетическом 
метаболизме [12], регуляции путей апоптоза и 
некроза [13], эритропоэза [14] и гомеостазе же-
леза [15].

Количество HIF-1α регулируется посредством 
белка VHL (фон Гиппеля–Линдау), который уча-
ствует в ee убиквитинировании и протеасомной 
деградации за счет лигазы E3 [16]. Для взаимо-
действия с VHL требуется гидроксилирование 
молекулы HIF-1α с участием фермента пролилги-
дроксилазы (PHD). Реакция происходит при уча-
стии молекулярного кислорода, ионов железа и 
аскорбиновой кислоты, при недостатке одного из 
этих компонентов реакция гидроксилирования 
становится невозможной, что приводит к росту 
количества HIF-1α [17, 18]. 

По данным научных исследований, возмож-
ность применения показателя экспрессии HIF-1α 
для оценки выраженности тканевой гипоксии на 
ее модели обоснована [19]. 

Актуальным является поиск средств для фар-
макологической коррекции гипоксического по-
вреждения органа Корти при акутравматическом 

List of abbreviations used:
HIF – hypoxia-inducible factor
VHL – von Hippel–Lindau protein
PHD – prolyl hydroxylase domain
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воздействии, использующих как мишень воздей-
ствия HIF, что и легло в основу настоящего иссле-
дования.

Цель исследования
Изучить механизм антисурдитантного дей-

ствия триазино-индола на модели эксперимен-
тальной акустической травмы. 

Экспериментальные животные и методы. 
Эксперимент проведен на 123 мышах – самках 
гибридов F1 линий CBA и C57BL/6 массой не ме-
нее 17 г в возрасте 4–12 недель, доставленных 
из питомника лабораторных животных РАМН 
«Рапполово» (Ленинградская область, Россия). 
Эксперименты проводили через 14 дней после 
адаптации животных в виварии. Все исследова-
ния проводили в соответствии с требованиями  
Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для эксперименталь-
ных и иных научных целей (Страсбург, 1996), 
правилами лабораторной практики (Приказ 
Минсоцразвития РФ от 23.08.2010), методиче-
скими рекомендациями по проведению доклини-
ческих исследований. Эвтаназия мышей осущест-
влялась с помощью летальной дозы анестезии, 
использующейся в эксперименте – внутрибрю-
шинные инъекции телазола (50–70 мг/кг). 

Исследовано новое производное триази-
но-индола 3-(2-морфолиноэтилтио)-5Н-1,2,4-
триазино [5,6-b] индола дигидрохлорид, моноги-
драт, впервые исследован доктором медицинских 
наук профессором Л. В. Пастушенковым на кафе-
дре фармакологии Военно-медицинской акаде-
мии имени С. М. Кирова. Препаратом сравнения 
являлся цитофлавин, обладающий антиоксидант-
ным, антигипоксическим действием и принятый 
в ЛОР-практике для лечения острой и хрониче-
ской тугоухости [20]. 

Уровень звукового давления акустических 
сигналов (УЗД, дБ, над 20,0 мкПа) измеряли в 
точке расположения ушной раковины животно-
го с помощью измерительной системы «Брюль & 
Кьер» (Дания). Использовали: 6,5 мм калибровоч-
ный микрофон типа 4135, предусилитель 2633 и 
измерительный усилитель 2606. Максимальный 
уровень звукового давления для звуковых «щелч-
ков» составлял 90,0 дБ УЗД. При моделировании 
острой акустической травмы после исходной ре-
гистрации слуховых вызванных потенциалов на 
животное в течение 3 ч воздействовали белым 
шумом уровнем 107 дБ УЗД и полосой частот 
3–100 000 Гц (Sinutronic V1, Германия). Уровень 
шума в 107 дБ соответствовал уровню, изме-
ренному с помощью измерительной системы 
«Брюль&Кьер» (Дания): 6,5 мм калибровочного 
микрофона типа 4135, предусилителя 2633 и из-
мерительного усилителя 2606 в точке располо-
жения барабанной перепонки исследуемого уха. 

Регистрацию СВП проводили непосредственно 
после звукового повреждающего воздействия, 
а также через 1 и 2 ч после акутравмы.

Исследуемый препарат в виде 1%-ного рас-
твора вводили животным внутривенно, вну-
тримышечно и внутрибрюшинно с помощью 
одноразовых шприцев. Для удобства введения 
осуществляли разведение готового 1%-ного рас-
твора препарата физиологическим раствором на-
трия хлорида (1 мл 1%-ного раствора препарата 
и 9 мл 0,9%-ного раствора натрия хлорида). С ле-
чебной целью препарат вводился в дозировке 5, 
7, 10 мг/кг через 2 ч после акустического воздей-
ствия. С профилактической целью препарат вво-
дился в дозировке 5, 7, 10 мг/кг в течение 3 дней 
до акустического воздействия. Таким же образом 
осуществляли разведение и введение препарата 
сравнения цитофлавин в дозе 1,7 мл/кг. В кон-
трольной группе экспериментальным животным 
вводился физиологический раствор. 

После окончания опыта орган Корти извле-
кался в составе иссеченной височной кости, фик-
сировался 10%-ным нормальным (pH 7,4) раство-
ром формальдегида в течение 12 ч. Полученные 
фиксированные образцы декальцинировали пу-
тем инкубации в растворе для быстрой декаль-
цинации (Био Витрум, Россия) в течение 30 мин. 
Гистологическая проводка и имбибиция пара-
фином образцов выполнялись с использовани-
ем автоматического гистопроцессора Exelsior ES 
(Thermo, Великобритания). Парафиновые срезы 
толщиной 5 мкм были получены при использова-
нии полуавтоматического ротационного микро-
тома c системой переноса срезов HM350 (Thermo, 
Великобритания). 

Иммуногистохимическое исследование осу-
ществлялось с использованием иммуностейне-
ра Autostainer 480S (Thermo Shandon Limited, 
Великобритания), антимышиной полимерной 
иммуногистохимической системы визуализации 
UltraVision Mouse HRP (система Thermo Scientific, 
США) и мышиных моноклональных антител к 
HIF-1 (Affinity Biosciences, в разведении 1/100 и 
длительностью инкубации 90 мин, с предвари-
тельной высокотемпературной обработкой сре-
зов при pH 6,0) в соответствии с рекомендация-
ми производителей реагентов и оборудования. 
В  сканированных при помощи цифрового ска-
нера Pannoramic Midi (3DHISTECH Kft., Венгрия) 
иммуногистохимических препаратах с помощью 
морфометрической программы QuantCenter 
(3DHISTECH Kft., Венгрия) выполнялся подсчет 
HIF-1-позитивной площади (%) в улитке и других 
отделах головного мозга. Оценку окраски прово-
дили по среднему цитохимическому коэффициен-
ту, разработанному авторами. Цифрами от 1 до 6 
обозначали интенсивность окраски при экспрес-
сии HIF-1α.
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Результаты и обсуждение
В таблице приведены данные об уровне экс-

прессии HIF в зависимости от лечебной и про-
филактической дозы препарата с применением 
среднего цитохимического коэффициента.

При анализе полученного материала от-
мечены отсутствие экспрессии HIF-1 клетками 
рецепторного аппарата, слабая экспрессия HIF 
клетками спирального ганглия при исследовании 
препаратов в группе контроля и в группе приме-
нения препарата цитофлавин (рис. 1). 

При лечебной дозе препарата 5 мг/кг отме-
чались слабая экспрессия HIF-1 клетками рецеп-

торного аппарата, умеренная экспрессия HIF-1 
клетками спирального ганглия. При введении 
препарата в дозе 7 мг/кг отмечалась умеренная 
экспрессия HIF-1 как клетками рецепторного 
аппарата, так и клетками спирального ганглия. 
Выраженная экспрессия HIF-1 наблюдалась при 
применении производного триазино-индола 
в  дозе 10 мг/кг, вводимой через 2 ч после аку-
травматического воздействия. 

При профилактическом применении пре-
парата за 3 дня до акустической нагрузки в дозе 
5 мг/кг отмечались умеренная реакция экспрес-
сии HIF-1 волосковыми клетками, слабая экс-

Т а б л и ц а 
Содержание гипоксией индуцированного фактора (HIF) в структурах кортиева органа при различных 

схемах лечения и профилактики производным триазино-индола
T a b l e 

The hypoxia-inducible factor (HIF) content in the organ of Corti structures when using different therapeutic and 
preventive regimens with the triazino-indole derivative

Вид лечения

Средний 
цитохимиче-

ский коэф-
фициент

Экспреcсия HIF по данным иммуногистохимического исследования

Контроль
1

Отсутствие экспрессии HIF-1 клетками рецепторного аппарата, 
слабая экспрессия HIF-1 клетками спирального ганглия

Цитофлавин
1

Отсутствие экспрессии HIF-1 клетками рецепторного аппарата, 
слабая экспрессия HIF-1 клетками спирального ганглия

Производное триазино-ин-
дола лечение 5 мг

2
Слабая экспрессия HIF-1 клетками рецепторного аппарата, умерен-
ная экспрессия HIF-1 клетками спирального ганглия

Производное триазино-ин-
дола лечение 7 мг

4
Умеренная экспрессия HIF-1 клетками рецепторного аппарата и 
клетками спирального ганглия

Производное триазино-ин-
дола лечение 10 мг

5
Выраженная экспрессия HIF-1 клетками рецепторного аппарата, 
умеренная экспрессия HIF-1 клетками спирального ганглия

Производное триазино-ин-
дола профилактика 5 мг

2
Умеренная реакция экспрессии HIF-1 волосковыми клетками, сла-
бая экспрессия клетками спирального ганглия

Производное триазино-ин-
дола профилактика 7 мг

4
Умеренная экспрессия HIF-1 клетками рецепторного аппарата и 
клетками спирального ганглия

Производное триазино-ин-
дола профилактика 10 мг

6
Выраженная экспрессия HIF-1 клетками рецепторного аппарата и 
клетками спирального ганглия

Рис. 1. Отсутствие экспрессии HIF-1 клетками рецепторного аппарата, слабая экспрессия HIF-1 клетками спирального ганглия: 
группа контроля (а), цитофлавин (б)

Fig. 1. Absence of HIF-1 expression in the cells of the receptor apparatus, low HIF-1 expression in the cells of the spiral ganglion: control 
group (a), Cytoflavin (b)

а)                                                                                          б)
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прессия клетками спирального ганглия, в дозе 
7 мг/кг – умеренная экспрессия HIF-1 клетками 
рецепторного аппарата и клетками спирального 
ганглия, в дозе 10 мг/кг – выраженная экспрессия 
HIF-1 клетками рецепторного аппарата и клетка-
ми спирального ганглия (рис. 2). 

Обобщая результаты, полученные в ходе ис-
следования, мы установили, что в зависимости 
от увеличения дозы препарата как в случае лечеб-
ного, так и в случае профилактического приме-
нения производного триазино-индола наблюда-
лось увеличение экспрессии HIF-1 в волосковых 
клетках и спиральном ганглии, что совпадало с 
электрофизиологическими изменениями у экс-
периментальных животных. Эта закономерность 
позволяет предполагать, что молекулой мише-
нью для препарата является HIF и он позволяет 
регулировать ее уровень в клетках и проводящих 
нервных путей внутреннего уха. Максимальная 
экспрессия HIF в волосковых клетках и ганглии 
отмечалась при профилактической и лечебной 
дозе препарата 10 мг/кг.

К настоящему времени в зарубежной лите-
ратуре имеются экспериментальные данные, по 
результатам которых наблюдалось увеличение 
уровня экспрессии HIF-1 с помощью лекарствен-
ных препаратов. Одним из способов достижения 
данной цели является блокирование ферментов, 
участвующих в дезактивации HIF [25–27]. Так, 
K. Y. HoWangYin et al. (2014) при применении ме-
зенхимальных стволовых клеток человека отмеча-
ли угнетение фермента PHD2, который участвует 
в гидроксилировании молекулы HIF, что приво-
дит к ее протеолитической деградации. Авторы 
полагают, что подавление PHD2 и индукция целе-
вого гена фактора роста эндотелия сосудов через 
молекулу HIF-1α могут повысить эффективность 
терапии при лечении пациентов с ишемическими 
изменениями нижних конечностей [22]. Другие 
авторы применяли для активации HIF низкомоле-
кулярные органические соединения растительно-
го происхождения [23]. Научно доказан факт, что 
PHD в качестве кофакторов используют железо. На 

этом основан механизм действия дефероксамина, 
который является хелатором железа и препятству-
ет разрушению HIF [24]. Такими же свойствами 
обладает диметилоксалилглицин, индуцирующий 
стабилизацию молекулы HIF [25, 26]. Доказана 
роль дихлорида кобальта в увеличении накопле-
ния и транскрипционной активности HIF за счет 
исключения железа и аскорбиновой кислоты из ее 
метаболизма [27].

В недавних работах было показано, что ми-
кроРНК, которые эндогенно регулируют экс-
прессию генов через путь РНК-интерференции, 
обеспечивают возможность для избирательного 
действия на молекулу HIF, увеличивая ее ста-
бильность [28]. Описан способ увеличения экс-
прессии HIF с помощью методов современной 
генной инженерии с применением вирусов VP16-
HIF-1α [29].

По результатам нашего исследования про-
изводное триазино-индола обладает антисурди-
тантным свойством за счет влияния на уровень 
экспрессии HIF. Вероятнее всего, за счет блокиро-
вания ферментов, участвующих в ее деградации 
(пролилгидролаз). Это позволяет рассматривать 
данный препарат как перспективное патогенети-
ческое средство для профилактики и лечения ту-
гоухости шумовой этиологии.

Выводы 
Производное триазино-индола обладает ан-

тисурдитантным действием за счет влияния на 
уровень экспрессии HIF как молекулы-мишени 
для препарата. 

С увеличением дозы препарата наблюдается 
закономерное увеличение экспрессии HIF-1 в во-
лосковых клетках и спиральном ганглии, что со-
впадало с электрофизиологическими изменения-
ми у экспериментальных животных. 

Механизм действия препарата связан с блоки-
рованием ферментов, участвующих в протеосом-
ной деградации HIF-1 (пролилгидроксилаз). 

Авторы заявляют об отсутствии конфлик-
та интересов.

Рис. 2. Экспрессия HIF-1 клетками рецепторного аппарата и спирального ганглия: профилактическая доза 5 мг/кг (a); 7 мг/кг 
(б); 10 мг/кг (в)

Fig. 2. HIF-1 expression in the cells of the receptor apparatus and the cells of the spiral ganglion: Preventive dose 5 mg/kg (a); Preventive 
dose 7 mg/kg (b); Preventive dose 10 mg/kg (c)

 

а)                                                                                б)                                                                                в)
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