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Цель работы – сравнительное экспериментальное исследование противовоспалительных эффек-
тов таутомерных форм оротовой кислоты в коррекции лекарственно-обусловленного гепатита у крыс.  
Материалы и методы. Крысы (Rattus norvegicus Berk.) были разделены на 5 групп: интактные (n = 10); 
животные с лекарственно-обусловленным гепатитом (n = 15); животные, которым для коррекции лекар-
ственно-обусловленного гепатита вводили таутомеры оротовой кислоты: исходную оксоформу (n = 5), ги-
дроксиформу (n = 5) и дигидроксиформу (n = 5) – в дозе 0,5 г на 1 кг массы тела в сутки в течение 14 дней. 
Таутомеры оротовой кислоты были получены методом механоактивации в шаровой планетарной мельнице 
АГО-2С в течение 1 ч (гидроксиформа) и 6 ч (дигидроксиформа). В крови животных всех эксперименталь-
ных групп определяли содержание лейкоцитов, гранулоцитов, лимфоцитов, моноцитов. Срезы печени крыс 
окрашивали гематоксилином и эозином для оценки гисто- и цитоструктуры ткани и иммуногистохимически 
с помощью набора моноклональных антител – для выявления экспрессии маркера CD68+ макрофагов.  
Результаты. Установлено, что при коррекции лекарственно-обусловленного гепатита гидроксиформой 
оротовой кислоты в крови крыс снижалась выраженность лейко- и моноцитоза, восстанавливалось количе-
ство лимфоцитов. Количество CD68+ макрофагов, обладающих провоспалительным фенотипом, уменьша-
лось в печени крыс, получавших гидроксиформу оротовой кислоты (в 1,32 раза; р = 0,019), но не менялось 
при введении оксо- и дигидроксиформ. Интенсивность экспрессии продукта реакции снижалась в 1,5 раза 
в группе с введением исходного препарата и в 1,9 раза – у животных с введением механоактивированных 
препаратов (р = 0,0001). Таким образом, полученные данные указывают на выраженную противовоспа-
лительную активность механоактивированной формы оротовой кислоты – гидрокситаутомера, что может 
послужить обоснованием для его клинической апробации в качестве гепатопротекторного средства.

Ключевые слова: таутомеры оротовой кислоты, лекарственно-обусловленный гепатит, клетки 
крови, клетки Купфера, CD68+ макрофаги печени, гепатоциты.
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Оротовая кислота (ОК) оказывает разно- 
образное лекарственное действие, в т. ч. ге-
патопротекторный эффект, за счет оротат-
аниона [1], входящего в состав препаратов. 
Оротат-анион способен находиться в трех 
изомерных вариантах – оксо-, гидрокси- и ди-
гидроксиформе – в зависимости от ряда усло-
вий, например pH раствора. В препарате «Ка-
лия оротат» действующее вещество (оротовая 
кислота) находится в оксоформе. Получение 
метастабильных устойчивых таутомерных ги-
дрокси- и дигидроксиформ в сухом виде воз-
можно с помощью метода механоактивации 
[2]. В ряде работ показано активное биологи-
ческое действие механоактивированных тау-
томерных форм препаратов, в т. ч. иммуномо-
дулирующее [3–6]. 

Иммунные клетки печени – клетки Куп-
фера – являются обязательными участника-
ми воспалительного процесса, обеспечивая 
клеточно-тканевый гомеостаз в органе. Ма-
крофаги занимают критическое положение в 
патогенезе повреждения печени, при котором 
инфильтрация ими рассматривается как основ-
ной признак как острых, так и хронических 
заболеваний железы. В последние годы была 
выявлена значительная гетерогенность пече-
ночных макрофагов, выполняющих различные 
функции [7–10]. Известное разделение клеток 
Купфера на фенотипы М1 или М2 в зависимо-
сти от высокого разнообразия высвобождения 
ими цитокинов, присутствия маркеров клеточ-
ной поверхности, различия транскрипционных 
профилей [11, 12] предполагает их адаптацию 
к изменившемуся местному микроокруже-
нию во время прогрессирования заболевания.  
В большинстве случаев в процессе поврежде-
ния печени макрофагам М1 отводят провос-
палительную роль, в то время как макрофагам 
М2 – противовоспалительную, а также профи-
бротическую. Динамические взаимодействия 
между клеточными популяциями в печени яв-
ляются основой поддержания гомеостаза в ор-
гане и организме в целом [13]. 

Целью данного исследования стало ис-
следование противовоспалительных свойств 

таутомеров ОК в коррекции лекарственно- 
обусловленного гепатита (ЛОГ). 

Материалы и методы. Работа выполне-
на на крысах Rattus norvegicus Berk. (n = 25) 
с массой тела 220±20 г в осенне-зимний пе-
риод. Исследование одобрено комитетом по 
биомедицинской этике ФГБОУ ВО «Ижевская 
государственная медицинская академия» Мин-
здрава РФ (протокол № 656 от 23.04.2019 г.). 
Первоначально крысы были разделены на две 
экспериментальные группы: животные интакт-
ного контроля (n = 10), которые содержались в 
условиях вивария на стандартном рационе пи-
тания (экструдированный корм, свободный до-
ступ к воде); группа сравнения (n = 30), живот-
ным из которой формировали ЛОГ введением 
метионина (DL-метионин кормовой, Бельгия) 
с пищей (0,15 г на 100 г массы животного) в 
течение 30 дней. Впоследствии 15 животных 
из группы сравнения оставались без введения 
препарата, а 15 животным вводили перорально 
порошок калия оротата в дозе 0,5 г на 1 кг мас-
сы тела в течение 2 недель, формировали три 
подгруппы по 5 животных, получавших исход-
ную оксоформу калия оротата, гидроксиформу, 
дигидроксиформу ОК. Таутомерные формы – 
гидрокси- и дигидроксиформы – получали 
методом механоактивации исходного (ок-
соформа) препарата «Калия оротат» (ОАО 
АВВА РУС, Россия) в шаровой планетарной 
мельнице АГО-2С в течение 1 и 6 ч соответ-
ственно. 

Взятие материала и выведение животных 
из эксперимента осуществляли согласно «Пра-
вилам проведения работ с использованием экс-
периментальных животных» (приказ Минвуза 
СССР от 13.11.1984 г. № 742) и ГОСТ 33215–
2014 «Руководство по содержанию и уходу за 
лабораторными животными. Правила обору-
дования помещений и организации процедур». 
Кровь для клинического анализа забирали под 
эфирным наркозом путем транскардиальной 
пункции, оценивали содержание лейкоцитов, 
гранулоцитов, лимфоцитов, моноцитов. Иссле-
дование проводили с использованием анализа-
торов Olympus AU-48 и Alifax Roller 10 Plus. 
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После эвтаназии эфирным наркозом у живот-
ного забирали печень для последующего ги-
стологического исследования. Осуществляли 
заливку печени в парафиновую среду Histomix 
(BioVitrum), с блоков готовили серийные срезы, 
каждый 5-й срез брали для последующего изу-
чения. Часть гистологических препаратов окра-
шивали гематоксилином и эозином для оценки 
гисто- и цитоструктуры ткани, другую часть – 
окрашивали иммуногистохимически с помощью 
набора антител для выявления экспрессии мар-
кера макрофагов CD68 (мышиные IgG, 1:200; 
Cell Marque Corporation, США). После исполь-
зования первых антител срезы докрашивали 
антителами, ассоциированными с Alexa Fluor 
647 (антимышиные IgG, 1:300; Abcam, США). 
На единицу площади ткани печени в 100 мкм2 

рассчитывали количество гепатоцитов и клеток 
Купфера при окраске гематоксилином и эози-
ном. Количество CD68-позитивных макрофа-
гов оценивали в поле зрения микроскопа при 
400-кратном увеличении (в 10 случайных полях 
зрения на каждом 5-м срезе препарата); измере-
ние интенсивности свечения иммунореактивно-
го продукта (в условных единицах) проводили 
на фронтальных срезах при помощи морфоме-
трических программ Image ProInsite 8.0, Image 
ProPlus 6.0 (Media Cybernetics, США). Срезы 
изучали с использованием люминесцентного 
микроскопа Nikon ECLIPSE E200.  

Статистическую обработку данных осущест-
вляли при помощи пакета программ Statistica 
10.0 c определением средней арифметической 
(М) и ее ошибки (m). Результаты исследования 
были проверены на нормальность распреде-
ления с использованием критерия Шапиро–
Уилка. Данные двух групп из совокупностей 
сравнивали при помощи двухфакторного дис-
персионного анализа ANOVA с использовани-
ем программного обеспечения SPSS. Различия 
между группами считали статистически значи-
мыми при р < 0,05.

Результаты. У экспериментальных жи-
вотных с ЛОГ в крови повысилось количество 
лейкоцитов и моноцитов, на 19,2 % снизилось 
число лимфоцитов (р = 0,008), обнаружива-

лась тенденция к росту общего белка крови – 
превышение показателя составило 20,18 %  
(р = 0,05; см. таблицу).

Динамика воспалительных проявлений в 
крови после коррекции ЛОГ препаратами ОК, 
в состав которых входили различные тауто-
мерные формы оротат-аниона, была различ-
ной. Выявлено, что принадлежность к группе 
оказывала статистически значимое влияние на 
уровень лейкоцитов (анализ ANOVA: F (3, 32) = 
= 5,798, p = 0,021; частичная эта-квадрат рав-
на 0,537) и гранулоцитов (F (3, 32) = 2,899,  
p = 0,001; частичная эта-квадрат равна 0,421). 
Так, количество лейкоцитов снизилось до 
уровня интактного контроля только у крыс, 
которым вводилась гидроксиформа, тогда как 
у крыс с введением оксо- и дигидроксиформ 
данный показатель повысился на 20,9 и 32,7 % 
соответственно. В группе с введением гидрок-
ситаутомера уменьшилась выраженность гра-
нуло- и лимфоцитоза. 

Количество моноцитов в крови животных с 
ЛОГ после коррекции оксоформой повысилось 
в 1,56 раза (р < 0,05 при сравнении с группой с 
ЛОГ), не изменялось при введении дигидрок-
сиформы и обнаруживало тенденцию к сниже-
нию (на 11,5 %) при введении гидроксиформы 
ОК. Концентрация С-реактивного белка вос-
становилась до уровня интактного контроля 
у животных всех экспериментальных групп с 
введением таутомеров оротат-аниона. 

Таким образом, воспалительные явления, 
вызванные ЛОГ и регистрируемые по данным 
клинического анализа крови, после коррекции 
препаратами, содержащими различные формы 
таутомеров ОК, купируются при использова-
нии гидроксиформы препарата (механоактива-
ция в течение 1 ч), но сохраняются при исполь-
зовании оксоформы (исходный препарат) либо 
дигидроксиформы (механоактвация в течение 
6 ч) ОК.

ЛОГ сопровождался также морфологиче-
скими изменениями в печени крыс (см. та-
блицу). Так, отмечалось появление лейко-лим-
фоцитарных скоплений различной величины 
вокруг портальных трактов, дистрофически из-
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мененных гепатоцитов. Количество гепатоци-
тов при ЛОГ снизилось на 42,83 % (р = 0,0001), 
клеток Купфера – повысилось на 22,38 %  
(р = 0,044). Объем популяции клеток CD68+, 
выявляемых иммуногистохимически, увели-
чился на 34,91 % (р = 0,049), интенсивность све-
чения продукта реакции повысилась в 1,4 раза 
(р = 0,0001). Введение таутомерных форм ОК 
животным с ЛОГ сопровождалось улучшени-
ем морфометрических показателей, но степень 
выраженности изменений в различных группах 
была неодинакова. Так, по сравнению с крыса-
ми с ЛОГ, количество гепатоцитов повысилось 

на 19 % в группе с введением исходной фор-
мы ОК, на 47,8 и 51,8 % – в группах животных, 
получавших гидрокси- и дигидроксиформы 
соответственно. Количество клеток Купфера, 
выявляемых при общей гистологической окра-
ске гематоксилином и эозином, у крыс, полу-
чавших препараты, практически не изменилось 
в сравнении с группой ЛОГ, незначительное 
его снижение (на 6,8 %; р = 0,046) отмечалось 
только при введении дигидроксиформы ОК. 

Наиболее показательна была динамика ко-
личества CD68-позитивных клеток в печени 
крыс при коррекции ЛОГ таутомерами ОК. 

ДАННЫЕ КЛИНИЧЕСКОГО АНАЛИЗА КРОВИ  
И ГИСТОЛОГИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ ПЕЧЕНИ КРЫС,  

УЧАСТВОВАВШИХ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ, M±m (min–max)
DATA OF COMPLETE BLOOD COUNT AND HISTOLOGICAL EXAMINATION OF LIVER  

OF RATS INCLUDED IN THE EXPERIMENT, M ± m (min–max)

Показатель
Интактная 

группа
(n = 10)

Группа
с ЛОГ
(n = 15)

Группы с ЛОГ и введением таутомерных форм  
оротат-аниона

оксоформы
(n = 5)

гидроксиформы
(n = 5)

дигидроксиформы
(n = 5)

Клинический анализ крови
Количество лейкоцитов, 
109/л

10,79±2,24
(2,2–18,3)

13,75±1,76#
(7,8–19,8)

16,62±2,3*
(11,9–21,2) 

10,02±1,09*
(9,0–13,8)

18,25±2,62*
(9,4–22,1)

Количество гранулоцитов, 
109/л

3,79±0,42
(2,15–4,62)

5,22±1,03#
(3,5–7,2)

7,8±2,03*
(2,7–8,8)

2,54±0,39*
(1,5–4,0)

4,82±1,34*
(1,8–8,6)

Количество лимфоцитов, 
109/л

6,51±0,90
(3,75–7,21)

5,26±0,69
(4,2–5,9)

6,96±0,98
(6,3–10,1)

6,8±1,04
(4,5–9,2)

11,9±2,08*#
(6,5–17,4)

Количество моноцитов, 
109/л

0,63±0,23
(0,54–1,26)

1,92±0,24#
(1,2–3,1)

2,99±0,99*
(1,3–8,8)

1,7±0,36
(0,6–2,8)

2,01±0,51
(1,3–4,3)

С-реактивный белок, 
г/л

64,82±2,52
(55,4–70,1)

77,90±2,19#
(66,56–84,6)

68,7±3,09*
(64,9–78,8)

64,5±2,45*
(59,9–72,6)

65,9±3,28*
(62,4–73,3)

Гистологическое исследование печени
Количество гепатоцитов, 
шт.

448,1±9,2
(381–490)

256,2±4,0#
(233–276)

304,9±10,1*#
(257–366)

378,6±8,4*#
(346–410)

389,0±17,2*#
(341–465)

Количество клеток 
Купфера, шт. 

130,32±1,4
(115–139)

159,48±4,18#
(132–190)

155,7±2,6#
(129–199)

164,34±4,2#
(115–222)

148,68±2,4*#
(129–175)

Количество CD68+ 
клеток, шт. 

103,4±13,13
(63–156)

140,3±11,5#
(87–253)

149,17±31,31#
(72–251)

106,0±12,47*
(52–175)

115,0±2,22*
(107–125)

Общая интенсивность 
свечения CD68+ клеток, 
у. е. 

35,44±0,39
(15,8–96,2)

49,40±0,54#
(16,19–93,63)

31,71±0,26*
(13,72–61,86)

24,54±0,36*#
(11,31–66,88)

25,68±1,25*#
(19,99–96,2)

Примечание. Различия статистически значимы (р < 0,05): * – в сравнении с группой с ЛОГ; # – в сравнении  
с интактной группой. 
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Изменения характеризовались разнонаправлен-
ностью в зависимости от экспериментальной 
группы. Количество провоспалительных макро-
фагов с фенотипом М1 снизилось в 1,32 раза  
в группе животных, получавших гидроксифор-
му ОК, в 1,22 раза – в группе с введением ди-
гидроксиформы (р = 0,019), не менялось при 
использовании оксоформы ОК. Интенсивность 
свечения продукта реакции снизилась в 1,5 раза 
в группе с введением исходного препарата 
и в 1,9 раз – у животных, получавших меха-
ноактивированные препараты (р = 0,0001).  
у животных, которым с целью коррекции ЛОГ 
вводились таутомеры ОК, наблюдались стати-
стически значимые различия в количествен-
ном представительстве макрофагов CD68+ со-
гласно анализу ANOVA (F (4, 4019) = 462,81;  
р = 0,0001).

Обсуждение. В основе эффективности 
любого лекарственного средства лежат его 
физическо-химические свойства (например, 
дисперсность, вязкость, растворимость), распо-
ложение атомов в молекуле, что обусловливает 
его взаимодействие с клеточной мембраной, 
возможность активного поступления внутрь 
клетки и включение в метаболические реакции 
организма. Так, известны различия фармаколо-
гического действия препаратов в зависимости 
от их стереоспецифичности [14–16], измене-
ния фармакофорной части и функционально-
активных групп молекул [17–19]. 

Полученные нами результаты демонстри-
руют различия в клиническом анализе крови 
и составе макрофагальной популяции клеток 
печени с фенотипом CD68+ в процессе купи-
рования ЛОГ, что свидетельствует о разном 
биологическом эффекте действия таутомеров 
ОК. Наиболее значимая коррекция воспали-

тельных изменений у животных с ЛОГ препа-
ратом, содержащим гидроксиформу ОК, полу-
ченную механоактивацией исходного порошка 
в течение 1 ч, демонстрирует преимущество 
данного варианта. Более ранние исследования 
механоактивированных препаратов ОК (маг-
ния оротат), проведенные на изолированных 
клетках (эритроциты, буккальные эпители-
оциты), показали аналогичный эффект [20]. 
Преимущество в действии механоактивиро-
ванных препаратов (главным образом, гидрок-
сиформы) можно объяснить изменившимися в 
результате механоактивации физико-химиче-
скими свойствами таутомеров. Так, таутомеры 
гидрокси- и дигидроксиформ магния оротата 
характеризуются повышением дисперсности 
препарата (особенно гидроксиформы), что 
обусловливает более высокую скорость рас-
творения и растворимость в воде и водных 
растворах [3]; методами рентгеновской фото-
электронной спектроскопии и NEXAFS (near 
edge X-ray absorption fine structure) выявлено 
увеличение числа активных функциональных 
группировок, присутствующих в гидрокси-
форме таутомера [2, 3]. 

Таким образом, продемонстрированные 
эффекты (снижение лейко- и моноцитоза, 
нормализация количества лимфоцитов и 
С-реактивного белка, уменьшение объема по-
пуляции CD68+ макрофагов печени, интенсив-
ности их свечения) указывают на выраженную 
противовоспалительную активность механоак-
тивированной формы ОК – гидрокситаутомера, 
что может послужить обоснованием для его 
клинической апробации в качестве гепатопро-
текторного средства.
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TAUTOMERS OF THE OROTATE ANION HAVE ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS 
IN THE CORRECTION OF DRUG-INDUCED HEPATITIS IN RATS

The purpose of this paper was to conduct a comparative experimental study of the anti-inflammatory 
effects of tautomeric forms of orotic acid in the correction of drug-induced hepatitis in rats. Materials and 
Methods. A total of 40 rats (Rattus norvegicus Berk.) were randomly divided into 5 groups: control group 
(n = 10); intervention group with drug-induced hepatitis (n = 15); animals with drug-induced hepatitis who 
were injected with orotic acid (ОА) tautomers: initial oxo-form (n = 5), hydroxy-form (n = 5) and dihydroxy-
form (n = 5) at a dose of 0.5 g/kg body weight a day in the course of 14 days. The tautomers were 
obtained by mechanical activation in a planetary ball mill AGO-2C for 1 (hydroxy-form) and 6 (dihydroxy-
form) hours. In the blood of animals of all experimental groups, the content of leukocytes, granulocytes, 
lymphocytes, and monocytes was determined. Liver sections were stained with hematoxylin and eosin to 
assess the histo- and cytostructure of the tissues, and immunohistochemically using a set of monoclonal 
antibodies to detect the expression of the CD68+ macrophage marker. Results. It was found that when 
correcting drug-induced hepatitis with the hydroxy-form of OA, the severity of leuko- and monocytosis 
decreased and the number of lymphocytes was restored. The number of CD68+ macrophages with 
a pro-inflammatory phenotype decreased in the group receiving the hydroxy-form of OA (by a factor  
of 1.32; p = 0.019), but remained unchanged at the administration of oxo- and dihydroxy-forms of OA. 
The intensity of reaction product expression decreased by a factor of 1.5 in the group administered 
with the initial drug and by a factor of 1.9 in animals administered with mechanically activated drugs  
(p = 0.0001). Thus, the obtained data indicate a pronounced anti-inflammatory activity of the hydroxy-
form of OA, which can substantiate its use as a hepatoprotective agent.

Keywords: tautomeric forms of orotic acid, drug-induced hepatitis, blood cells, Kupffer cells, CD68+ 
liver macrophages, hepatocytes.
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