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Было выяснено, что ингибирование IV комплекса электрон-транспортной цепи митохондрий 
азидом натрия в целом повышало генерацию активных форм кислорода на всём протяжении инку-
бации с АДФ, причём генерация АФК происходила скачкообразно при запуске активации тромбо-
цитов. Нарушение дыхательной цепи цитохром с-оксидазе может свидетельствовать о том, что 
ингибирование передачи электронов на молекулярный кислород может индуцировать генерацию 
АФК, однако данный вопрос всё ещё нуждается в обсуждении. Факт скачкообразногого увеличе-
ния генерации АФК в обоих случаях может говорить о том, что образование активных форм кис-
лорода происходит на начальных стадиях активации тромбоцитов, и интенсивность такой генера-
ции снижается постепенно с дальнейшими морфофункциональными перестройками тромбоцитов.  

Заключение. Полученные результаты о генерации активных форм кислорода при ингибирова-
нии дыхательной цепи говорят о том, что при активации тромбоцитов большую роль играет выра-
ботка АФК, которые не только являются результатом естественного процесса работы ферментов-
оксидоредуктаз и дыхательной цепи митохондрий тромбоцитов, но и говорит о регуляторной роли 
АФК. Явление повышения генерации АФК при ингибировании цитохром с-оксидазы, возможно, 
свидетельствует о роли IV комплекса дыхательной цепи в тонкой регуляции митохондриального 
дыхания.  
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Актуальность. Цитокиновый шторм как особая форма системной воспалительной реакции яв-

ляется распространенной проблемой современной медицины. Основой патогенеза данного состоя-
ния является чрезмерно высокие концентрации в крови таких провоспалительных цитокинов как 
фактор некроза опухолей альфа (ФНО-), интерлейкин-6 (ИЛ-6) и интерлейкин-8 (ИЛ-8) [1,2]. Ги-
перпродукция этих цитокинов говорит о том, что интенсивность иммунного ответа в несколько 
раз превышает резервные возможности организма. При этом происходит повреждение тканей и 
органов собственной иммунной системой [3]. Основными клиническими проявлениям являются 
подъем температуры тела, снижение кровяного давления и тромбоз сосудов [4,5]. Одним из тера-
певтических подходов для лечения цитокинового шторма является использование экстракорпо-
ральных методов, в частности гемосорбции [3]. Однако существующие гемосорбенты не обладают 
достаточной специфичностью и при их применении происходит удаление всех цитокинов, как 
про- так и противовоспалительных. Для повышения специфичности сорбции необходима разра-
ботка аффинных лигандов, способных к избирательному удалению цитокинов. 

Анализ научной литературы показал, что олигопептиды могут быть использованы в качестве 
аффинных лигандов для гемосорбентов так как они обладают высокой селективностью, низкой 
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токсичностью, химическим и биологическим разнообразием [6,7]. С помощью методов молеку-
лярного докинга существует возможность предварительного анализа взаимодействия большого 
числа пептидов с молекулой-мишенью для выбора наиболее эффективных. Именно таким обра-
зом, нами ранее был проведен анализ олигопептидов, являющихся аналогами цитокинсвязываю-
щего участка рецепторов к ФНО-, ИЛ-6 и ИЛ-8. Были отобраны олигопептиды с минимальными 
энергиями связывания, что косвенно свидетельствовало о максимальной силе взаимодействия. Для 
оценки возможности использования найденных пептидов для производства гемосорбентов необ-
ходим анализ их эффективности после иммобилизации на полимерном носителе, а именно на по-
лиакриламидном геле (ПААГ). Так как именно ПААГ используется в качестве полимерного носи-
теля в зарегистрированных к применению в Беларуси и России гемосорбентах.  

Целью исследования являлось изучение специфичности связывания отобранных ранее олиго-
пептидов с ФНО-, ИЛ-6 и ИЛ-8. Для этого был проведен перекрестный анализ взаимодействия 
всех отобранных олигопептидов с каждым из исследуемых цитокинов с помощью молекулярного 
докинга и в экспериментах in vitro. 

Материалы и методы исследования. В работе исследовали олигопептиды, аминокислотная 
последовательность которых была составлена на основе анализа цитокинсвязывающих участков 
рецепторов к ФНО-, ИЛ-6 и ИЛ-8. С помощью молекулярного докинга были определены наибо-
лее эффективные для каждого цитокина олигопептиды. Первую группу составили олигопептиды, 
являющиеся структурными аналогами цитокинсвязывающей области рецептора к ФНО-, Trp-
Val-Pro (WVP, М=400,00 Да), Trp-Asn-Trp-Val (WNWV, М=604,00 Да) и Trp-Asn-Trp (WNW, 
М=505,00 Да). Во вторую группу объединили пептиды, аминокислотная последовательность кото-
рых была составлена на основе анализа цитокинсвязывающей области рецептора ИЛ-8. Это пеп-
тиды Trp-Asp-Phe-Asp (WDFD, М=582,25Да) и Trp-Asp-Phe-Phe (WDFF, М=613,66Да). В третью 
группу включили пептиды-аналоги рецептора для ИЛ-6: Tyr-Phe-Val (YFV, М=428,20 Да) и Ser-
Phe-Tyr-Arg (SFYR, М=571,62 Да). Синтез данных олигопептидов был заказан на производстве 
Changzhou Xuanming Chemical Co. Ltd., Чанчжоу, Цзянсу, Китай. 

Химическую иммобилизацию олигопептидов проводили с помощью реакции радикальной по-
лимеризации акриламида и метилен-бис-акриламида (общий объем реакционной смеси 10 мл) с 
раствором олигопептида (10 М). Для экспериментов in vitro использовали плазму крови с высо-
кой концентрацией ФНО-, ИЛ-6 и ИЛ-8. Плазму получали путем активирования крови практиче-
ски здоровых доноров липополисахаридом E.coli. Концентрация цитокинов после активации со-
ставляла для ФНО-α 1302,68 (1228,261363,81) пг/мл, для ИЛ-8 357,76 (330,01385,90) пг/мл, для 
ИЛ-6 642,41 (619,00701,84) пг/мл.  

Об эффективности удаления цитокинов иммобилизованными олигопептидами судили по раз-
нице концентрации цитокина до и после взаимодействия плазмы с иммобилизованными на ПААГ 
пептидами [Blood purification, 2004]. Статистический анализ проводили методами непараметриче-
ской статистики, результаты описывали в виде медианы, 25 и 75 процентилей. 

Результаты и обсуждение. Результаты молекулярного докинга показали, что наиболее эффек-
тивное связывание всех исследуемых олигопептидов наблюдали с тримером ФНО-α (табл.1). Ви-
зуализация данных комплексов показала, что олигопептиды, располагаются между субъединицами 
молекулы. Этим можно объяснить более выгодное термодинамически эффективное состояние и 
наименьшую свободную энергию связывания.  

 
Таблица 1. – Перекрестный анализ свободной энергии связывания пептидов с ФНО-,  
ИЛ-6 и ИЛ-8 

 

Олигопептиды, 
группа 

ФНО-  
(тример, 

М=52,5 кДа) 

ФНО-  
(мономер, 
М=17,5 кДа) 

ИЛ-6 
(М=21кДа) 

ИЛ-8 (моно-
мер, М=8,8 

кДа) 

Статистиче-
ская  

значимость  
различий 

1-я (N=60) 7,20 
(7,00;7,70) 

6,50 
(5,80;6,70) 

6,80 (6,20;7,20) 6,10 
(5,80;6,35) 

р=0,001 

2-я (N=60) 6,70 
(6,50;7,10) 

6,00 
(5,75;6,10) 

6,30 (6,00;6,50) 5,40 
(5,20;5,85) 

р=0,001 

3-я (N=60) 7,35 
(6,45;8,10) 

6,00 
(5,50;6,30) 

6,45 (5,95;6,75) 6,70 
(6,30;6,85) 

р=0,001 
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Как показали расчеты, олигопептиды первой группы (аналоги рецептора к ФНО-α) кроме ФНО-
α эффективно также связывают ИЛ-6. Олигопептиды 3-й группы (аналоги рецептора к ИЛ-8), как 
и ожидалось, соединяются с мономером ИЛ-8 с максимальной свободной энергией.  

Теоретические расчеты показали, что отобранные пептиды 1-й группы обладают специфично-
стью к ФНО-α и ИЛ-6. Пептиды 3-й группы наиболее специфичны к ИЛ-8.  

Исследования in vitro подтвердили результаты расчетов in silico. Так олигопептиды 1-й группы 
наиболее эффективно на 886,86 (762,99;986,37) пг/мл снижали концентрацию ФНО-. Взаимодей-
ствие с другими олигопептидами также приводило к снижению концентрации данного цитокина, 
однако менее выраженному (табл.2). 

Максимальное изменение концентрации ИЛ-8 на 645,72 (533,31;784,05) пг/мл наблюдали после 
взаимодействия плазмы с иммобилизованными олигопептидами 3-й группы. Следует отметить, 
что для 3-й группы олигопептидов было характерна высокая эффективность относительно всех 
исследуемых цитокинов. Вторая группа пептидов (аналоги рецептора к ИЛ-6) была наименее эф-
фективной. Однако, если анализировать все три группы по эффективности сорбции ИЛ-6, то дан-
ную группу пептидов можно считать наиболее эффективной по отношению к данному цитокину. 

 
Таблица 2. – Изменение концентрации ФНО-, ИЛ-6 и ИЛ-8 в плазме крови до и после взаимо-
действия с иммобилизованными пептидами  

 

Олигопептиды, 
группа ФНО-, пг/мл ИЛ-6, пг/мл ИЛ-8, пг/мл 

Статистическая 
значимость  
различий 

1-я (N=60) 886,86 
(762,99;986,37) 

79,38 
(37,18;110,21) 

467,55 
(354,09;581,83) 

р=0,001 

2-я (N=60) 432,46 
(312,94;582,14) 

159,11 
(141,18;281,43) 

358,35 
(254,09;485,91) 

р=0,001 

3-я (N=60) 632,46 
(512,82;716,88) 

128,83 
(94,15;175,77) 

645,72 
(533,31;784,05) 

р=0,001 

 
Результаты данного исследования свидетельствовали о том, что молекулярный докинг может 

быть использован в качестве предварительного этапа поиска специфических олигопептидов для 
связывания молекул-мишеней. Было показано, что иммобилизованные олигопептиды, являющиеся 
структурными короткоцепочечными аналогами цитокинсвязывающей области рецепторов провос-
палительных цитокинов, могут быть использованы для снижения их концентрации в плазме крови. 
Однако высокой специфичности для исследованных олигопептидов относительно отдельных ци-
токинов обнаружено не было. Все пептиды в большей степени удаляли ФНО-, в меньшей степе-
ни – ИЛ-6. Однако, учитывая синергизм функциональной активности исследуемых цитокинов, 
можно ожидать, что в организме человека снижение концентрации одного из цитокинов, например 
ФНО-, будет приводить к снижению концентрации других провоспалительных цитокинов и в 
целом к снижению воспалительной реакции. 
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SARS-CoV-2 infection leads to complicated immunologic and pathophysiologic responses in the host. 

Along with the phenotypic changes in the host, the gut microbiome is broadly altered in COVID-19 pa-
tients. Subsequent blooms of opportunistic bacteria, fungi, and viruses under circumstances of SARS-
CoV-2 infection and quiescent/overt gut inflammation in COVID-19 pose further threats to host health 
and gut microbiota restoration. Such expansions in certain microbial species and decreases in microbiome 
diversity in conjunction with the impaired host immunity may hinder restoration of the gut normobiota 
post COVID-19. Consequently, the altered gut microbiome ecology persists even after disease resolution. 
Overall, the intricate microbiome ecological network in a steady state is significantly weakened in 
COVID-19, shifting to one predominated by COVID-19-enriched microbes [1]. 

It is well-known that confounding factors such as treatment and diet can significantly affect the gut 
microbiome composition. However, due to the acute nature of COVID-19, controlling for these con-
founding factors or including treatment-naïve COVID-19 patients seems infeasible. Therefore, some of 
the differences between the microbiomes of COVID-19 and controls, and of those between disease stages 
(i.e., mild vs. severe COVID-19 cases), could be attributed to treatment regimens and/or diet. SARS-
CoV-2 infection might be a crucial contributor to the gut microbiome dysbiosis in patients with COVID-
19. Although studies have demonstrated that the infection of SARS-CoV-2 would lead to the altered gut 
microbiome, the causal relationships among the baseline gut microbiome (before infection) that regulates 
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) expression and host immune status, infectivity/severity of 
SARS-CoV-2, and altered gut microbiome after infection are complicated [2-4]. 

Compositions of the gut microbiome (baseline) favor the infection of SARS-CoV-2, and subsequent 
infection of SARS-CoV-2 induces the change of gut microbial ecology. Little is known about the relative 
contribution of the baseline status of the gut microbiome to the later-on infection and the dynamics of the 
altered gut microbiome. Beyond that, it is also paramount to further understand how the gut microbiome 
regulates host immunity against SARS-CoV-2 infection, therefore disease severity, as well as the long-
term impact of COVID-19 on the gut microbiota restoration in relation to host health after the pandemic. 

Thus, nowadays during the SARS-CoV-2 pandemic, when there are no clear therapeutic strategies for 
prevention and treatment, attention should be paid to alternative treatments, which may include the use of 
bacteriotherapeutic drugs based on probiotic microorganisms, i.e. representatives of the host normobiota. 
Experimental data show that changes in immune balance in patients with SARS-CoV-2 may be mediated 
by corresponding changes in the host intestinal microflora. This statement is especially significant for the 
elderly, whose intestinal flora is less diverse. Especially the number of useful representative’s decreases, 
which leads to greater sensitivity of the older generation to SARS-CoV-2. The composition and function 
of the intestinal microbiota may be a potential biological mechanism responsible for the diversity of sus-
ceptibility of different groups of people to SARS-CoV-2. A bidirectional connection along the intestine-
lung axis due to soluble microbial metabolites transported by the bloodstream is shown. The intestinal 
microbiota produces many diffusing metabolites with immunomodulatory properties. Given the potential 
beneficial effects of bacteriotherapeutic drugs and functional foods enriched with probiotic microflora 
during respiratory viral infection, their use as therapeutic agents during SARS-CoV-2 infection can be 
considered. Since the microbiota can be maintained using adequate, safe, and relatively inexpensive bac-
teriotherapeutic drugs (pro-, pre-,para-, post-, synbiotics, immunobiotics, functional foods enriched with 
probiotic microorganisms, etc.), their use should be considered as adjunctive therapy to limit SARS-CoV-
2 progression in infected patients or as a prophylactic strategy for uninfected people at risk during the 
expansion of SARS-CoV-2 or secondary-tertiary waves [2]. 

The use of probiotics in COVID-19 patients has been suggested by many investigators, based on the 
ability of specific probiotics to regulate the immune response (perhaps to calm the “cytokine storm”), or 
to prevent other types of respiratory infections, including influenza and ventilator-associated pneumonia 
and to prevent antibiotic associated diarrhea and Clostridioides difficile infections [5-7]. 




