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Целью исследований было выявление эффектов нового аналога тимогена, модифицированного D-аланином с 

С-конца пептида и имеющего формулу H2N-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH в условиях кожных ран.  
Материалы и методы. Пептид вводили один раз в сутки внутрибрюшинно, десятикратно в эквимолярной 

тимогену (1 мкг/кг) разовой дозе 1,2 мкг/кг. Определяли фагоцитарную и кислородзависимую активности нейтро-
филов крови и антиоксидантные эффекты пептида по активности супероксиддисмутазы и концентрации малоно-
вого диальдегида. Проводили гистологическое исследование кожных ран. 

Результаты. Установлено, что аналог тимогена не ухудшает показатели поглотительной стадии фагоцитоза 
нейтрофилов крови, активности супероксиддисмутазы и количества лимфоцитов в коже по сравнению с тимоге-
ном и сопоставимы с ним. Аналог тимогена, модифицированного D-аланином, обладает более выраженной по 
сравнению с тимогеном стимуляцией кислородзависимой активности нейтрофилов (НСТ-тест) и повышением 
количества фибробластов в коже, что свидетельствует о более выраженных иммунотропных и репаративных эф-
фектах этого аналога.  

Заключение. Благодаря введению в молекулу тимогена с С-конца аминокислоты D-Ala (D-аланина) усилива-
ется его стимулирующее действие на кислородзависимую функцию нейтрофилов и ранозаживляющую актив-
ность. 

Ключевые слова: тимоген; аналог тимогена; H2N-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH; кожные раны; функция нейтро-
филов; антиоксидантная активность; репаративная регенерация кожи.  
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Возможность искусственного синтеза пеп-
тидных биорегуляторов сделала реальным со-
здание новых высокоэффективных лекарствен-
ных препаратов пептидной природы, и сегодня 
они уже используются в клинической  
практике [2, 3, 8, 9].  

При этом травматизм является одной из 
важнейших медико-социальных проблем для 
большинства стран мира. Кроме того, активация 
заживления кожных ран и других тканей может 
быть использована в спортивной медицине, в 
пожилом возрасте, когда процессы репаратив-
ной регенерации существенно снижены, и при 
плохо заживающих травмах. Поэтому примене-
ние регуляторных пептидов для стимуляции 
репаративной регенерации поврежденных тка-
ней представляется перспективным научным 
направлением [8, 9]. 

Известно, что иммунная система непосред-
ственно участвует в репаративной регенерации 
тканей и органов [1,10,14]. От активности фаго-
цитирующих клеток существенно зависит дли-
тельность раневого процесса [1]. В связи с этим 
представляется актуальным дальнейшее выяв-
ление эффектов пептидных иммуномодулято-
ров в условиях кожных ран. Одним из таких 
пептидов является тимоген, обладающий выра-
женными тимомиметическими иммуномоду-
лирующими свойствами, у которого также об-
наружен и ряд репаративных эффектов [6].  

 Учитывая то, что тимоген является дипеп-
тидом (глутамил-триптофан), и таким образом 
содержит только одну пептидную связь, пер-
спективным могут быть исследования, направ-
ленные на выявление эффектов более устойчи-
вых к действию протеаз его новых пептидных 
аналогов. Как известно, при воспалении актив-
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ность протеолитических ферментов в крови су-
щественно возрастает [12]. Предположительно 
введение D-аминокислот в молекулу пептида 
сможет защитить его от протеолиза, тем самым 
увеличив время полужизни, и соответственно 
пролонгировать эффекты [2, 3].  

Цель исследования – выявление репаратив-
ных, иммунотропных и антиоксидантных эф-
фектов нового аналога тимогена, модифициро-
ванного D-аланином, с целью создания синте-
тического ранозаживляющего средства пролон-
гированного действия с более высокой биологи-
ческой активностью. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
Исследования проводили на крысах Вистар 

массой 180-220 грамм. Раневой процесс модели-
ровали под хлоралгидратным наркозом. При 
этом полнослойные раны стандартного размера 
(1 см2) наносили на холке животных [1].  

Новый аналог тимогена, имеющий формулу 
H2N-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH, был синтезирован 
в НИИ химии Санкт-Петербургского государ-
ственного университета. В качестве препарата 
сравнения был использован тимоген H2N-L-Glu-
L-Trp-COOH, который является общедоступным 
фармацевтическим средством и производится 
фирмой МБНПК ЦИТОМЕД ЗАО (Россия). Пеп-
тиды вводили один раз в сутки парентерально 
(внутрибрюшинно): тимоген в рекомендован-
ной терапевтической дозе – 1 мкг на 1 кг массы 
тела [6], а аналог тимогена – пептид с общей 
формулой (H2N-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH вводи-
ли в эквимолярной разовой дозе – 1,2 мкг/кг. 
Соответствующую навеску пептида растворяли 
в стерильном изотоническом растворе хлорида 
натрия и вводили животным в обьеме 0,1 мл де-
сятикратно (один раз в сутки) с интервалом в 
24 часа между инъекциями. Последнее введение 
препаратов осуществляли за 12 часов до вывода 
животных из эксперимента. Крысам контроль-
ной группы вводили изотонический раствор 
хлорида натрия в эквивалентном объеме в тече-
ние того же периода времени.  

 Иммунную функцию оценивали по актив-
ности нейтрофилов крови. Фагоцитарную ак-
тивность нейтрофилов крови исследовали после 
их инкубации с латексом, определяя завершен-
ность фагоцитоза, фагоцитарный индекс (ФИ – 
процент нейтрофилов, участвующих в фагоци-
тозе), фагоцитарное число (ФЧ – среднее коли-
чество поглощенных частиц латекса на один 
фагоцит, абс.) в мазках, окрашенных по Рома-
новскому. В каждом мазке просчитывали 100 
нейтрофилов [11].  

Для оценки апктивности кислородзависи-
мых механизмов защиты в фагоцитах использо-
вали тест восстановления нитросинего тетразо-
лия (НСТ-тест) на аппарате Multiscan MC 400 
(Labsystems, Финляндия), при этом в качестве 
стимулятора использовали зимозан [4]. 

Выраженность свободнорадикальных реак-
ций и антиоксидантное действие препаратов 
оценивали по содержанию в сыворотке крови 
малонового диальдегида (МДА) и активности 
супероксиддисмутазы (СОД) в крови. Уровень 
МДА проводили спектрофотометрически с ис-
пользованием спектрофотометра «Apel 330 PD» 
(Япония) с использованием набора реактивов 
для определения ТБК-активных продуктов 
(«Агат», Россия) [13]. Активность СОД также 
определяли спектрофотометрически на спек-
трофотометре «Apel 330 PD» (Япония) с помо-
щью метода, основанном на определении сте-
пени торможения реакции автоокисления квер-
цитина. За условную единицу активности СОД 
принимали количество фермента, необходимое 
для снижения скорости окисления кверцитина 
на 50% [5]. 

Для оценки активности заживления кожных 
ран проводили их гистологическое исследова-
ние. Материал, взятый для исследования, фик-
сировали в 10% растворе нейтрального форма-
лина. После обезвоживания и заливки в пара-
фин изготавливали срезы толщиной 7-10 мкм, 
которые затем окрашивали гематоксилин-
эозином. При морфометрии на световом микро-
скопе Leica CME в сосочковом слое кожи на 100 
клеток определяли процентное соотношение 
лимфоцитов и фибробластов, как известно 
непосредственно участвующих в процессе рано-
заживления [7].  

Статистическую обработку материала про-
водили с помощью компьютерной программы 
Statistica 6.0 путем вычисления средней арифме-
тической (М) и средней ошибки (m). Достовер-
ность различий сравниваемых параметров меж-
ду средними значениями контрольной группы 
и групп животных опытных серий определяли 
по расхождению границ доверительных интер-
валов и с помощью критерия Манна-Уитни при 
p<0,05 [2, 3, 8]. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

Установлено, что в условиях кожных ран не 
наблюдалось достоверного повышения ФИ как 
при введении тимогена, так и при введении  
его нового аналога, модифицированного  
D-аланином. То есть в крови не было выявлено 
повышения числа нейтрофилов, участвующих в 
фагоцитозе (таблица 1). Но при этом наблюда-
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лось повышение поглотительной активности 
нейтрофилов, участвующих в фагоцитозе, о чем 
свидетельствовало повышение ФЧ и показателя 
завершенности фагоцитоза как при введении 
тимогена, так и при введении его аналога. При-
чем выраженность их эффектов была сопоста-
вима. Но в отношении кислородзависимой ак-
тивности нейтрофилов, определяемой по уров-
ню НСТ-теста, было выявлено, что новый аналог 
тимогена, модифицированный D-аланином, об-
ладает более выраженным действием по срав-
нению с тимогеном (таблица 1). 

Известно, что многие патологические про-
цессы в тканях сопряжены с образованием ак-
тивных форм кислорода, обладающих высокой 
окислительной способностью. Ключевым фер-
ментом антиоксидантной защиты является су-
пероксиддисмутаза (СОД), катализирующая 
обезвреживание супероксид-анион-радикала, 
который является первичным свободно-
радикальным продуктом, вызывающим образо-
вание других радикалов и перекисное окисле-
ние липидов клеточных мембран [5, 12]. 

При изучении антиоксидантной активности 
препаратов было выявлено сопоставимое по-
вышение активности СОД как при введении 
тимогена, так и при введении его нового анало-
га, что свидетельствует об активации первичной 
антиоксидантной защиты (таблица 2). В то же 
время по уровню МДА в этих условиях досто-
верных различий выявлено не было. Возможно 
это связано с тем, что повышается кислородза-

висимая активность нейтрофилов крови. То есть 
тем самым стимулируется образование свобод-
ных радикалов, которые из нейтрофилов про-
никают в плазму крови и приводят к усилению 
окислительных реакций. Вероятно, поэтому 
уровень МДА, отражающий образование конеч-
ных продуктов перекисного окисления липи-
дов, достоверно не снижается. 

Также было выявлено повышение количе-
ства лимфоцитов в коже как при введении ти-
могена, так и при введении его изучаемого ана-
лога (таблица 2). Вероятно, это может быть свя-
зано с их иммунностимулирующим действием 
в условиях пониженной иммунной функции в 
условиях кожных ран [1, 6]. 

Пептид NH2-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH повы-
шает число фибробластов в коже, что свидетель-
ствует о его репаративной активности. При этом 
он обладает более выраженным действием по 
сравнению с тимогеном, для которого достовер-
ного повышения этого показателя выявлено не 
было (таблица 2).  

Возможно, что повышение фибробластов 
в коже связано с активацией иммунной функ-
ции, о чем свидетельствует увеличение лимфо-
цитов (вероятно и Т-хелперов), участвующих в 
процессах пролиферации клеток и ранозажив-
ления [1, 10, 14]. Кроме того, повышение анти-
бактериальной функции нейтрофилов, которые 
первыми из фагоцитов приходят в очаг воспа-
ления, также сказывается на процессах раноза-
живления [1]. 

Таблица 1 
Table 1 

Влияние пептида H2N-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH на активность нейтрофилов крови крыс (M±m, n=10)  
при внутрибрюшинном введении в условиях кожных ран 

Effects of intraperitoneally injected peptide H2N-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH on rats' blood neutrophils (M±m, n=10)  
under conditions of skin wounds 

№ п/п 
Group 

number 

Условия опыта 
Investigation  

conditions 

ФИ, % 
Phagocyte index, % 

ФЧ, абс. 
Phagocyte number, 

absolute value 

Завершенность 
фагоцитоза, % 

Phagocytosis completion, % 

НСТ, ОП 
NBT-test,  

optical density 

1 
Контроль 
(NaCl) 
Control (NaCl) 

67.1±3.8 4.53±0.43 66.2±1.5 0.22±0.015 

2 Тимоген 
Thymogen 

67.9±2.8 6.54±0.89*1 71.4±2.1*1 0.24±0.023 

3 
NH2-L-Glu-L-
Trp-D-Ala-
СOOH 

69.6±2.5 5.7±0.54*1 71.9±2.3*1 0.29±0.009*1,2 

Примечание: * – показывает достоверные отличия, р<0,05, а рядом стоящая цифра – номера групп 
сравнения; n – количество животных в группе. 

Note: * – shows statistic differences in р<0.05, and nearby digit shows the group number, n- number of animals in the group. 
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Таблица 2  
Table 2 

Антиоксидантные и репаративные эффекты (M±m, n=10) пептида NH2-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COОН 
в условиях кожных ран при внутрибрюшинном введении 

Antioxidant and reparative effects (M±m, n=10) of peptide NH2-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COОН  
in case of intraperitoneal injections in skin wounds 

№ п/п 
Group 

number 

Условия 
опыта 

Investigation 
conditions 

Антиоксидантная функция 
Antioxidant function 

Ранозаживляющая активность 
Activity of wound healing 

Супероксид-
дисмутаза, ус. ед. 

Superoxide dismutase, R.U. 

МДА, мкмоль/л 
Malonic dialdehyde, 

μmole/L 

Лимфоциты, % 
Lymphocytes, % 

Фибробласты,% 
Fibroblasts, % 

1 
Контроль 
(NaCl) 
Control (NaCl) 

2.22±0.14 2.26±0.21 20.7±1.2 29.3±1.2 

2 Тимоген 
Thymogen 

2.71±0.16*1 2.04±0.11 25.4±1.6*1 29.6±1.7 

3 NH2-Glu-Trp-
D-Ala-COOH 2.93±0.17*1 1.98±0.19 24.6±1.4*1 34.7±1.5*1,2 

Примечание: * – показывает достоверные отличия, р<0,05, а рядом стоящая цифра – номера групп 
сравнения; n – количество животных в группе. 

Note: * – shows statistic differences in р<0.05, and nearby digit shows the group number, n- number of animals in the group. 
 
Обобщая проведенные исследования, можно 

говорить о повышении активности препарата 
по ряду показателей, при введении в его струк-
туру D-аланина. При этом снижения активности 
не было выявлено ни по одному из исследуе-
мых показателей. А повышение наблюдалось по 
уровню НСТ-теста, то есть по уровню кислород-
зависимой активности нейтрофилов, и по числу 
фибробластов в коже, что свидетельствует о его 
более выраженной иммуностимулирующей и 
репаративной активности.  

Таким образом, благодаря введению в моле-
кулу тимогена с С-конца аминокислоты D-Ala 
(D-аланина) усиливается кислородзависимая 
активность нейтрофилов, а также ранозаживля-
ющая активность, скорее всего и связанная с 
этим. Вероятным механизмом отмеченных из-
менений является повышение устойчивости 
молекул пептида к действию протеаз вследствие 
введения D-аминокислот в его состав. 
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Objective. The aim of the study was the investigation of the effects of a new Thymogen analogue modified with D-

alanine from the C-terminus of the peptide and having the formula H2N-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH under conditions of skin 
wounds.  

Materials and methods. The peptide was administered once a day, parenterally (intraperitoneally) in an single dose of 
1.2 μg / kg which is tenfold equimolar to Thymogen (1 μg / kg). The values of phagocytic and oxygen-dependent activities of 
blood neutrophils and levels of superoxide dismutase and malonic dialdehyde were detected. Also the histological investiga-
tion of skin wounds was carried out.  

Results. It has been established that an analogue of Thymogen does not impair the indicators of the absorption stage of 
blood neutrophils phagocytosis, the activity of superoxide dismutase and the number of lymphocytes in the skin in compari-
son with Thymogen and those are comparable to it. The Thymogen analogue, modified with D-alanine, has a more pro-
nounced stimulation of oxygen-dependent neutrophil activity (NBT-test) and an increase in the number of fibroblasts in the 
skin, indicating a more pronounced immunotropic and reparative effects of this analogue.  

Conclusion. Thus, due to its introduction of the amino acid D-Ala (D-alanine) from the C-terminus into the Thymogen 
molecule , its stimulating effect on the oxygen-dependent function of neutrophils and wound-healing activity increases.  

Keywords: Thymogen; Thymogen analogue; H2N-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH; skin wounds; function of neutrophils; 
antioxidant activity; skin reparative regeneration. 
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