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НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ

В настоящей диссертации использованы ссылки на следующие стандарты:
1 ГОСТ 7.32–2001. Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления;
2 ГОСТ 7.1–2003. Библиографическая запись. Библиографическое описание. Общие требования и правила составления.

ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

В настоящей диссертации применяют следующие термины с соответствующими определениями: 

	Ботулинический нейротоксин
	–
	Нейротоксин, производимый бактериями рода Clostridium, блокирующий нейротрансмиссию путем расщепления белков комплекса SNARE в пресинаптических нейронах

	Комплекс SNARE
	–
	Набор белков, участвующих в слиянии везикул с пресинаптической мембраной, необходимых для выделения нейротрансмиттеров

	Модель болевой диабетической периферической нейропатии, индуцированной стрептозотоцином
	–
	Экспериментальная модель нейропатической боли вызываемая однократным введением стрептозотоцина для изучения терапии данного заболевания

	Модель хронической мигрени, индуцированной нитроглицерином
	–
	Экспериментальная модель хронической мигрени у крыс, вызываемая неоднократным введением нитроглицерина для изучения терапии данного заболевания

	Порог боли
	–
	Минимальная интенсивность стимула, воспринимаемого как боль. Измеряется в поведенческих тестах, таких как тест вон Фрея и тест Харгривза

	Тест вон Фрея
	–
	Поведенческий тест для измерения механической аллодинии (чувствительности к прикосновениям), применяемый в исследованиях боли

	Тест Харгривза
	–
	Метод оценки термической чувствительности у животных, при котором измеряется реакция на тепловое раздражение

	Технология SpyCatcher–SpyTag
	–
	Молекулярный инструмент, используемый для создания стабильных гибридных белков за счет образования изопептидной связи

	Удлиненный изопептидно-связанный BoNT (el-iBoNT)
	–
	Модифицированная версия ботулинического нейротоксина, сохраняющая анальгезирующие свойства без вызова паралича

	Хроническая боль
	–
	Боль, продолжающаяся более 3–6 месяцев после исчезновения первоначальной причины

	Шкала гримасы крысы
	–
	Метод оценки болевого состояния у крыс по выражению морды, часто используемый в моделях хронической боли



ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящей докторской диссертации применяют следующие обозначения и сокращения с соответствующими расшифровками:

	5-HT
	–
	cеротонин (5-гидрокситриптамин)

	ACh
	–
	ацетилхолин

	BiTox
	–
	бинарный ботулинический нейротоксин

	BiTox/AA
	–
	бинарный ботулинический нейротоксин AA

	BoNT
	–
	ботулинический нейротоксин

	BoNT/A
	–
	ботулинический нейротоксин типа А

	BoNT/B
	–
	ботулинический нейротоксин типа B

	BoNT/C
	–
	ботулинический нейротоксин типа C

	BoNT/D
	–
	ботулинический нейротоксин типа D

	BoNT/E 
	–
	ботулинический нейротоксин типа E

	BoNT/F 
	–
	ботулинический нейротоксин типа F

	BoNT/G
	–
	ботулинический нейротоксин типа G

	CFA
	–
	полный адъювант Фрейнда

	Derm-Bot
	–
	ботулинический нейротоксин дерморфина

	el-iBoNT
	–
	удлиненный изопептидно-связанный ботулинический нейротоксин

	FDA
	–
	Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов США

	HC
	–
	тяжелая цепь ботулинического нейротоксина типа А

	iBoNT
	–
	изопептидно-связанный ботулинический нейротоксин

	LC
	–
	легкая цепь ботулинического нейротоксина типа А

	LD50
	–
	летальная доза, вызывающей гибель 50% подопытных животных

	NK1R
	–
	рецептор нейрокинина 1

	NTG
	–
	нитроглицерин

	P2X3
	–
	лиганд-зависимый катионный канал из семейства P2X, член 3

	PACAP
	–
	гипофизарный аденилатциклаза-активирующий пептид

	Rbd
	–
	рецептор-связывающий домен ботулинического нейротоксина типа А

	SNARE
	–
	чувствительный к N-этилмалеимиду растворимый фактор присоединения белков

	SNI
	–
	модель повреждения седалищного нерва

	SP
	–
	субстанция P

	SP-Bot
	–
	ботулинический нейротоксин субстанции P

	STZ
	–
	стрептозотоцин

	Td
	–
	транслокационный домен ботулинического нейротоксина типа А

	TetBot
	–
	столбнячный ботулинический нейротоксин

	TRPA1
	–
	катионный канал переходного типа, член подсемейства А, член 1

	TRPV1
	–
	потенциальный катионный канал переходного типа, член подсемейства V, член 1

	VIP
	–
	вазоактивный кишечный пептид

	АДФ
	–
	аденозиндифосфат

	АТФ
	–
	аденозинтрифосфат

	БДПН
	–
	болевая диабетическая периферическая нейропатия

	ДНК
	–
	дезоксирибонуклеиновая кислота

	ЛЭК
	–
	локальная этическая комиссия

	НАД
	–
	никотинамид-адениндинуклеотид

	ХБ
	–
	хроническая боль

	ШГК
	–
	шкала гримасы крыс

	ЭМГ
	–
	электромиография

	г (g)
	–
	грамм

	Ед (U)
	–
	единицы

	кг (kg)
	–
	килограмм

	кДа (kDa)
	–
	килодальтон

	л (L)
	–
	литр

	М
	–
	моль

	мг (mg)
	–
	миллиграмм

	мкл (µL)
	–
	микролитр

	мл (mL)
	–
	миллилитр

	мМ (mM)
	–
	миллимоль

	нг (ng)
	–
	нанограмм

	нМ (nM)
	–
	наномоль

	нм (nm)
	–
	нанометр

	об/мин (rpm)
	–
	оборот в минуту

	пМ (pM)
	–
	пикомоль

	см (sm)
	–
	сантиметр



ВВЕДЕНИЕ

[bookmark: _Hlk179799786]Общая характеристика работы. Диссертационное исследование направлено на изучение антиноцицептического потенциала нового непарализующего ботулинического нейротоксина (BoNT), удлиненного изопептидно-связанного BoNT (el-iBoNT), в животных моделях хронической боли.
[bookmark: _Hlk179799795]Актуальность темы. Хроническую боль (ХБ) можно описать как боль, сохраняющуюся на протяжении длительного периода времени (более 3-6 месяцев) после стихания исходной причины (травмы или события) [1]. ХБ наносит значительный глобальный ущерб, затрагивая, по данным некоторых исследований, более 20% населения планеты [2]. В отличие от острой боли, которая служит целям выживания, ХБ правильнее рассматривать как заболевание [2, стр. 2083]. В мировом масштабе она приводит к таким негативным последствиям, как увеличение затрат на здравоохранение, понижение работоспособности населения, социальная дезадаптация. В первую очередь это связано с отсутствием специальных безопасных подходов, выработанных для использования при хронических болевых состояниях. Так, в настоящий момент фармакологическое лечение ХБ основано на комбинации противоэпилептических и противовоспалительных средств, антидепрессантов и опиоидов для купирования болевого синдрома [3]. Недавно крупные организации, такие как Национальный институт здравоохранения и Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов США (FDA), пришли к выводу, что такой подход лишь увеличивает расходы на здравоохранение, может привести к опиоидной зависимости, увеличению показателей инвалидности и смертности [4]. Высокая распространенность и рефрактерный характер ХБ в сочетании с негативными последствиями зависимости от обезболивающих препаратов привели к повышенному интересу к разработке новых подходов контроля боли. 
[bookmark: _Hlk165800352]Использование ботулинического нейротоксина представляет собой одно из таких направлений. Ботулинический нейротоксин является одним из самых сильнодействующих и смертоносных веществ, известных человечеству. Однако благодаря своему уникальному свойству долгосрочно блокировать нервную передачу BoNT стал эффективным средством для лечения/контроля множества заболеваний, среди которых можно отметить болевые синдромы. Использование BoNT в его нативной форме имеет большой недостаток – такой нейротоксин, блокируя нейротрансмиссию ацетилхолина (ACh) в нервно-мышечных синапсах, проявляет паралитическую активность. Это ограничивает максимально допустимую дозировку BoNT, введение которой безопасно для индукции анальгезии. В связи с этим разнообразные методы реинжиниринга белков, нацеленные на манипуляции структурой нейротоксина, были направлены на устранение паралитической активности BoNT. Они используются для повышения эффективности BoNT в качестве анальгетика, а также для повышения его профиля безопасности. Так, с помощью технологии SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein)-stapling были сконстуированы: Binary Toxin (BiTox), Binary Toxin/AA (BiTox/AA), Tetanus Toxin (TetBot), Substance P Toxin (SP-Bot), Dermorphine Toxin (Derm-Bot), с помощью технологии SpyCatcher–SpyTag – isopeptide-bonded BoNT (iBoNT) и elongated isopeptide-bonded BoNT (el-iBoNT) [5]. В представленной диссертационной работе был использован удлиненный изопептидно-связанный ботулинический нейротоксин el-iBoNT, который отличается от остальных модификаций прежде всего более стабильной связью между компонентами, что исключает диссоциацию частей нейротоксина, а также его удлиненной структурой, что уменьшает возможные побочные эффекты, связанные с паралитическим действием.
Данное исследование было финансировано Комитетом науки Министерства науки и высшего образования Республики Казахстан (ПЦФ № BR27198099). 
Цель исследования. Оценить потенциал новых ботулинических молекул el-iBoNT в качестве непарализующих анальгетиков на животных моделях хронической боли.
Задачи исследования:
1. Продуцировать раннее разработанный новый ботулинический препарат el-iBoNT с использованием технологии SpyCatcher–SpyTag;
2. Сравнить паралитическую активность нативного и нового нейротоксина с помощью визуальной оценки;
3. Оценить способность el-iBoNT корректировать поведенческую гиперчувствительность в модели хронической мигрени;
4. Оценить способность el-iBoNT корректировать поведенческую гиперчувствительность в модели болевой диабетической хронической нейропатии.
Объекты исследования: половозрелые самцы белых лабораторных крыс, рожденные и выращенные в условиях учебно-научной лабораторной базы Казахского национального университета имени аль-Фараби (КазНУ им. аль-Фараби; г. Алматы, РК). 
Предмет исследования. Эффективность нового непарализующего ботулинического препарата el-iBoNT в контроле болевых симптомов в животных моделях.
Методы исследования. В ходе работы были использованы молекулярно-генетические, биотехнологические, поведенческие, биохимические и статистические методы исследования. Молекулярно-генетические методы включали экспрессию рекомбинантных белков, их очистку, сборку el-iBoNT, гель-электрофорез. Биотехнологические методы – культивирование трансформированных клеток E. coli в различных питательных средах. Поведенческое тестирование включало в себя шкалу гримасы крысы, тест Харгривза на определение температурной чувствительности и электронный тест вон Фрея на определение механической чувствительности. Концентрация глюкозы в крови крыс (биохимический показатель) оценивалась с помощью глюкометра. Статистический анализ был выполнен с использованием программы Prism 10.1.1, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA и IBM SPSS Statistics for Windows, Version 29.0.1.0 Armonk, NY, USA. 
Исследовательская база. Все этапы исследования проводилось на базе лаборатории кафедры биофизики, биомедицины и нейронауки КазНУ им. аль-Фараби, за исключением этапа синтезирования нового ботулинического препарата el-iBoNT. Данный этап был выполнен в лаборатории факультета биомедицинских наук университета Шеффилда (г. Шеффилд, Великобритания) во время научно-исследовательской стажировки.
Научная новизна диссертационной работы. Новый нейротоксин впервые был применен на модели нитроглицерин (NTG)-индуцированной хронической мигрени и стрептозотоцин (STZ)-индуцированной болевой диабетической периферической нейропатии. Впервые была изучена паралитическая активность el-iBoNT при введении в больших дозах. В первый раз была оценена способность el-iBoNT корректировать механическую и температурную гиперчувствительность с помощью электронного теста вон Фрея и теста Харгривза соответственно. Впервые продемонстрирована эффективность el-iBoNT в профилактике хронической мигрени с помощью шкалы гримасы крыс (ШГК).
Теоретическая и практическая значимость работы. В настоящее время потенциал новых молекул ботулина в качестве непарализующих анальгетических агентов еще не изучен в животных моделях в полном объеме. Представленная работа направлена на исследование терапевтического потенциала el-iBoNT, представляющего собой удлиненный ботулинический нейротоксин типа А (BoNT/A) с изопептидной связью, на модели NTG-индуцированной хронической мигрени и STZ-индуцированной болевой диабетической периферической нейропатии. В работе также изучается паралитическая активность нового препарата, так как именно сильный паралитический эффект нативного нейротоксина является основной причиной его ограниченного использования в настоящий момент. Установлено, что сконструированный ботулинический препарат el-iBoNT обладает выраженной антиноцицептической активностью в отношении хронической боли и сниженной паралитической активностью. Таким образом, был внесен вклад в понимание молекулярно-клеточных механизмов действия модифицированного ботулинического нейротоксина. Проведенное исследование даст направление для дальнейшего изучения созданной молекулы в лечении других болевых синдромов, при которых нежелательно паралитическое действие токсина. В перспективе исследование позволит создать новую лекарственную молекулу для лечения хронических болевых синдромов у людей.
Основные положения диссертации, выносимые на защиту:
1. Получен элонгированный ботулинический нейротоксин типа А с изопептидной связью методом рекомбинантного синтеза с хроматографической очисткой;
2. Показана пониженная паралитическая эффективность el-iBoNT при внутримышечном введении в больших дозах;
3. Продемонстрирована эффективность терапии боли el-iBoNT в модели хронической мигрени;
4. Показана эффективность терапии боли посредством el-iBoNT в модели болевой диабетической периферической нейропатии.
Личный вклад автора. Автором был исследован процесс безопасного производства молекул ботулина для контроля ХБ с помощью современных биохимических подходов, методов молекулярной и клеточной биологии; было проведено исследование эффективности нового ботулинического нейротоксина el-iBoNT на моделях NTG-индуцированной хронической мигрени и STZ-индуцированной болевой диабетической периферической нейропатии с помощью таких поведенческих тестов, как ШКГ, электронный тест вон Фрея и тест Харгривза; была изучена паралитическая активность нового препарата; были написаны тезисы, научные статьи, диссертационная работа согласно установленному плану, согласованному с научными консультантами. Так, самостоятельно был поставлен эксперимент, собраны первичные данные, проведены статистический анализ и интерпретация результатов.
Апробация работы. Материалы диссертационной работы доложены и опубликованы на следующих конференциях:
– Международная научная конференция студентов и молодых ученых «ФАРАБИ ƏЛЕМІ» (г. Алматы, РК, 4–7 апреля 2022);
– I Международная научно-практическая конференция «Интеграция наук: биофизика, биомедицина, нейронаука и биология» (г. Алматы, РК, 6 июня 2022);
– Международная научная конференция студентов и молодых ученых «ФАРАБИ ƏЛЕМІ» (г. Алматы, РК, 6–8 апреля 2023);
– II Международная научно-практическая конференция «Интеграция наук: биофизика, биомедицина, нейронаука и биология» (г. Алматы, РК, 25 мая 2023);
·  Toxins 2024 7th International Conference (Berlin, Germany, 17-20 January 2024).
	Основные результаты диссертации ежегодно заслушивались на заседаниях кафедры биофизики, биомедицины и нейронауки КазНУ им. аль-Фараби и на научных семинарах докторантов.
Публикации. Основное содержание диссертации отражено в 10 печатных работах, в том числе 2 статьях в изданиях, входящим в первый (Q1) квартиль базы данных Scopus [5, стр. 175; 6], 3 статьях в изданиях, входящих в перечень научных изданий, рекомендованных Комитетом по обеспечению качества в сфере образования и науки Министерства науки и высшего образования РК [7-9], 5 тезисах в материалах международных конференций, из которых 1 зарубежная [10-14].
Объём и структура диссертации. Диссертационная работа включает введение, обзор литературы, материалы и методы исследований, результаты исследований и их обсуждение, заключение, список использованной литературы и приложения. Диссертация изложена на 103 страницах компьютерного текста, содержит 21 таблицу, 24 рисунка и 2 приложения (4 рисунка). Список использованных источников состоит из 183 наименований, из которых 91 опубликовано в последние 10 лет. 
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Ботулинический нейротоксин
Ботулинические нейротоксины представляют собой семейство нейротоксинов, продуцируемых штаммами бактерий рода Clostridium [15]. В настоящее время BoNT классифицируют на 7 основных серотипов, начиная с BoNT/A и заканчивая BoNT/G. Несмотря на разнообразие, все BoNT являются протеазами, расщепляющими белки комплекса SNARE в пресинаптических терминалях нейронов [16]. Белки SNARE представляют основной механизм экзоцитоза, присутствуя как на везикулярной мембране (VAMP2/синаптобревин), так и на клеточной мембране (SNAP25 и синтаксин). Образуя тетраэлическую спираль, они способствуют слиянию мембран и выделению нейротрансмиттера в синаптическую щель [17, 18]. 

1.1.1 [bookmark: _Hlk165992165]Структура ботулинического нейротоксина
[bookmark: _Hlk179967251][bookmark: _Hlk179967260][bookmark: _Hlk179967278][bookmark: _Hlk179967283]Каждый серотип ботулинического нейротоксина структурно представляет собой большой белок молекулярной массой ~150 кДа, состоящий из легкой цепи (LC) и тяжелой цепи (HC), соединенных дисульфидной связью в соответствии с рисунком 1.1. HC с молекулярной массой около 100 кДа включает в себя рецептор-связывающий домен (Rbd) и домен транслокации (Td), каждый из которых весит ~50 кДа. LC с молекулярной массой ~50 кДа проявляет цинк-эндопептидазную активность, необходимую для расщепления белков комплекса SNARE [19].

[image: ]

Примечания 
1 Легкая цепь (LC) окрашена в синий цвет, тяжелая цепь (HC) состоит из транслокационного домена (Td), окрашенного в оранжевый цвет, и рецептор-связывающего домена (Rbd), окрашенного в красный цвет;
2 Цепи объедены дисульфидным мостиком (S-S);
3 3Д структура BoNT/A основана на PDB 3BTA [20].

[bookmark: _Hlk166512453]Рисунок 1.1 – Структура ботулинического нейротоксина типа А. 
(A) Трехмерная структура BoNT/A; (Б) Схематичное изображение структуры BoNT/A

1.1.2 [bookmark: _Hlk165992172]Механизм действия ботулинического нейротоксина
[bookmark: _Hlk179968076][bookmark: _Hlk179968070][bookmark: _Hlk179968057]Как уже было сказано ранее BoNT, усекая специфические белки, препятствует образованию комплекса SNARE и последующему экзоцитозу. При этом протеолитическая деградация является лишь заключительным этапом сложного механизма действия BoNT, которому предшествуют: а) связывание, б) интернализация и в) мембранная транслокация - в соответствии с рисунком 1.2A [19, стр. 593–594]. Рецептор-связывающий домен BoNT, расположенный в HC, опосредует нейрон-специфическое высокоаффинное связывание [21]. Для большинства серотипов при этом используется механизм двойного связывания, при котором Rbd избирательно связывается с как с белковым рецептором, так и с ганглиозидом, присутствующими на мембране нейрона [19, стр. 594–595]. После связывания BoNT интернализируется в клетки посредством рецептор-опосредованного эндоцитоза, попадая в эндоцитарную везикулу. Кислая среда эндосомы вызывает рН-зависимое конформационное изменение в транслокационном домене BoNT, что позволяет Td встраиваться в эндосомальную мембрану, образуя канал, через который LC транслоцируется в цитозоль [22]. На этапе мембранной транслокации LС разворачивается из своей глобулярной структуры, чтобы пройти через узкий канал, образованный вставкой Td [23]. В цитазоле LC усекает специфические белки SNARE. Различные серотипы BoNT воздействуют на разные аминокислотные участки соответствующих SNARE белков в соответствии с рисунком 1.2. Например, BoNT/A и /E расщепляют SNAP25, BoNT/B, /D, /F и /G нацелены на VAMP, а BoNT/C уникальным образом расщепляет оба белка [24].
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Примечания
1 PM – плазматическая мембрана;
2 SV – синаптическая везикула.

[bookmark: _Hlk166512478]Рисунок 1.2 – Схематическое изображение механизма действия ботулинических нейротоксинов. (А) Модель проникновения BoNT в пресинаптическую терминаль; (Б) Дифференцированное действие BoNT на белки комплекса SNARE [25]
[bookmark: _Hlk165992178]
1.2 Клиническое применение ботулинического нейротоксина типа А для контроля хронической боли
[bookmark: _Hlk179968038]Ботулинический нейротоксин, один из наиболее сильных токсинов известных человечеству, с летальной дозой 10-9 г/кг [26], способствует возникновению ботулизма, заболевания, проявляющегося мышечной слабостью и вегетативной дисфункцией. Несмотря на это ботулинический нейротоксин уже на протяжении длительного времени используется в медицинских целях для лечения различных заболеваний. Переход от восприятия BoNT как опасного вещества к широкому применению в медицине произошел благодаря сильной доказательной базе, основанной на исследованиях, подтверждающих его эффективность в лечении состояний, связанных с нейромышечной или автономной нейрональной передачей. Идея клинического использования ботулинического нейротоксина впервые возникла в XIX веке на основе наблюдений за симптомами пищевого отравления у первооткрывателя ботулинического нейротоксина Justinus Kerner. Он считал, что контролируемые дозы «яда», вызывающего ботулизм могут лечить нервные расстройства [27]. После выделения различных серотипов BoNT и обнаружения Burgen и др. в 1970-х годах способность BoNT блокировать высвобождение ACh в нервно-мышечных соединениях [28] были предприняты первые попытки клинического применения токсина. Так, в 1973 году Scott и др. опубликовали результаты своего исследования, в котором показали, что низкие дозы BoNT, введенные в окулистические мышцы Macaca mulatta, были эффективны как при первичных, так и при повторных инъекциях [29] для лечения косоглазия. Дальнейшие клинические исследования подтвердили эффективность использования BoNT в лечении заболеваний, связанных с мышечным напряжением, таких как страбизм [30, 31], блефароспазм [32, 33], гемифациальный спазм [34, 35] и цервикальная дистония [36, 37]. В декабре 1989 г. BoNT/A был одобрен FDA для терапевтического лечения страбизма, блефароспазма и гемифациального спазма у пациентов старше 12 лет, в декабре 2000 г. BoNT/B – для лечения цервикальной дистонии [38]. После того как в 2002 году FDA одобрило применение BoNT/A для лечения глабеллярных морщин, он стал широко использоваться в косметической дерматологии для лечения гипердинамических морщин и восстановления баланса лицевых мышц [39]. В настоящее время BoNT является ведущей нехирургической косметической процедурой во всем мире [40]. 
В результате наблюдений за пациентами, лечащимися инъекциями ботулинического нейротоксина, возникла гипотеза о его использовании не только в состояниях, требующих расслабления мышц, таких как описанных выше, но и при гиперсекреции наружных желез, в том числе потовых и слюнных. Так, в результате наблюдения за пациентами, получавших инъекции ботулинического нейротоксина для лечения гемифациального спазма, ученые обнаружили, что BoNT так же помогал пациентам, страдающих от краниофациального гипергидроза, справится с повышенным потоотделением [41]. В 2004 году нейротоксин получил одобрение FDA для лечения подмышечного гипергидроза [42]. В настоящее время BoNT является признанным методом лечения первичного подмышечного и очагового идиопатического гипергидроза. Ботулинический нейротоксин также высоко ценится в лечении сиалореи у пациентов с болезнью Паркинсона, церебральным параличом, боковым амиотрофическим склерозом, болезнью двигательных нейронов и другими неврологическими заболеваниями. В августе 2019 года FDA одобрило применение BoNT/В для лечения хронической сиалореи у взрослых [43]. 
[bookmark: _Hlk179969607]Потенциальный обезболивающий эффект BoNT был первоначально отмечен при состояниях, характеризующихся чрезмерными мышечными сокращениями и повышенной нервно-мышечной активностью. При таких расстройствах, как цервикальная и аксиальная дистония, лечение BoNT/A эффективно снижает частоту и интенсивность непроизвольных мышечных сокращений, что приводит к одновременному уменьшению сопутствующей боли. В исследовании Jankovic и др. [34, стр. 633] 90% пациентов с цервикальной дистонией сообщили о значительном общем улучшении, включая уменьшение боли. В среднем пациенты оценивали свою боль как почти полностью устраненную, о чем свидетельствовала средняя реакция на боль 3,5 балла, где 0 означало отсутствие улучшения, а 4 – полное устранение боли. Аналогичным образом, в исследовании Lundy и др. [44] было обнаружено, что BoNT/A значительно уменьшает боль у всех пациентов с церебральным параличом, включенных в исследование. И если первоначально механизм облегчения боли объяснялся способностью BoNT/A вызывать паралич мышц, последующие исследования однозначно продемонстрировали, что обезболивающий эффект BoNT/A не ограничивается мышечной релаксацией. Так, обезболивание может сохраняться и после восстановления нормальной сократимости мышц. Freund и Schwartz [45] показали, что хотя расслабление мышц и обезболивание наступают одновременно после внутримышечного введения BoNT/A в жевательные и височные мышцы при височно-нижнечелюстном расстройстве, обезболивание продолжается и после того, как сила укуса, показатель сократимости мышц, возвращается к исходным значениям и даже превосходит их. И наоборот, Relja и Klepac [46] наблюдали значительное облегчение боли у пациентов с цервикальной дистонией после инъекции 50 Ед BoNT/A через неделю после лечения. Улучшение спастичности, однако, было выявлено только через две недели после лечения и, кроме того, для этого требовались более высокие дозы - 100 и 150 Ед BoNT/A. Кроме того, было описано облегчение боли при состояниях, практически не связанных с мышечной гиперактивностью, например, при хронической мигрени [47].
Эти открытия послужили толчком для широкого изучения эффективности ботулинического нейротоксина для контроля хронической боли. Однако, несмотря на данные систематических обзоров, подтверждающих эффективность BoNT при различных болевых состояниях (Таблица 1.1), и растущее признание, на настоящий момент FDA не одобрило применение инъекций BoNT для лечения каких-либо хронических болевых состояний, за исключением хронической мигрени.
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[bookmark: _Hlk166512527]Таблица 1.1 – Результаты использования BoNT/A при хронических болевых состояниях

	Состояние
	Результат
	Источник

	Хроническая мигрень
	Через ∼24 недели и ∼52 недели количество дней головной боли в месяц уменьшилось (-10,64 [-2,31, -8,97]; -10,32 [-14,92, -5,73]); через ∼24 недели количество дней приема лекарств от острой головной боли в месяц уменьшилось (-7,40 [-13,04, -1,77]); общий балл Headache Impact Test-6 составил (-11. 70 [-13,86, -9,54]); -11,80 [14,70, -8,90]); оценка качества жизни по шкале Migraine-Specific Quality-of-Life v2.1 изменилась (23,60 [21,56, 25,64]; 30,90 [28,29, 33,51]). Через ∼24 недели общий балл по шкале Migraine Disability Assessment составил 44,74 [28,50, 60,99], а частота сокращений дней мигрени на ≥50% составила 46,57% [29,50%, 63,65%]
	[48]

	Хроническая головная боль напряженного типа
	Ботулотоксин А ассоциировался со значительным улучшением стандартизированной интенсивности головной боли (-0,502 [-0,945, -0,058]), частоты головной боли (-2,830 дней/месяц [-4,082, -1,578]), продолжительности ежедневной головной боли (-0,965 [-1,860, -0,069]) и частоты использования острых обезболивающих препаратов (-2,200 дней/месяц [-3,485, -0,915]) по сравнению с контролем. Улучшения, связанные с применением ботулотоксина А, превышали минимальные клинически значимые различия по интенсивности головной боли, частоте и использованию острых обезболивающих препаратов. На 79 % (28 %, 150 %) выше была частота ответов на лечение ботулотоксином А по сравнению с контрольной группой
	[49]

	Тригеминальная невралгия
	Частота пароксизмов в день была значительно ниже в группе BoNT/A ( -29.79 [-38.50,-21.08], p <0.00001)
	[50]

	Болевая диабетическая нейропатия
	Улучшение на 1,96 балла по визуально-аналоговой шкале (95% CI, -3.09 to -0.84; Z score = 3.43, P < 0.001) после лечения BoNT/A
	[51]



Продолжение таблицы 1.1
	Периферическая нейропатическая боль
	Через 1 и 3 месяца после инъекции в группах BoNT/A наблюдалась меньшая средняя разница в оценке боли (-1,87 [-2,91; -0,83] и -1,38 [CI-1,95; -0,81]
	[52]

	Нейропатическая боль, связанная с травмой спинного мозга
	Через 4 и 8 недель после введения препарата оценка боли по визуально-аналоговой шкале значительно снизилась: на 18,6 ± 16,8 и 21,3 ± 26,8 баллов в группе BoNT/A, в то время как в группе плацебо она снизилась на 2,6 ± 14,6 и 0,3 ± 19,5 баллов соответственно. Среди пациентов, ответивших на инъекцию BoNT/A, 55% и 45% сообщили об уменьшении боли на 20% и более через 4 и 8 недель после инъекции, в то время, как только 15% и 10% пациентов в группе плацебо сообщили об аналогичном уровне облегчения боли
	[53]

	Миофасциальные болевые расстройства
	Результаты показали незначительное улучшение интенсивности боли после лечения в группе BoNT/A по сравнению с группой плацебо через 4–6  недель (-0.110 [-0.344 до 0.124]; P = 0.356) и значительное улучшение через 2-6 месяцев (-0.360 [-0.623 до -0.096]; P = 0.008). Количество участников исследования, ответивших на лечение, статистически значимо не отличалось между группами, как и повышение болевого порога при надавливании через 2 месяца (0.131 [-0.178 до 0.440]; P = 0.405)
	[54]

	Постинсультная боль в плече
	Однократная внутримышечная инъекция ботулотоксина А значительно уменьшила боль через 3–6 месяцев после инъекции (-1.2 [-2.4 до -0.07]; шкала от 0 до 10), но не через один месяц (-1.1 [-2.9 to 0.7]). Внешняя ротация увеличилась через месяц (9.8 градусов [0.2 до 19.4]). Абдукция плеча, наружная ротация или спастичность не различались между группами, как и количество нежелательных явлений
	[55]

	Артритная боль в плече
	Ботулотоксин уменьшил выраженность боли (-2.0, 95% CI -3.7 до -0.3; 10-бальная шкала), Shoulder Pain and Disability Index (-13.4, 95% CI -24.9 до -1.9; 100-бальная шкала) по сравнению с плацебо. Улучшилась абдукция плеча (13.8 градусов, 95% CI 3.2 до 44.0)
	[55, стр. 3]


Продолжение таблицы 1.1
	Латеральный эпикондилит
	Умеренный эффект для боли (effect size -0.5, 95% CI -0.9, -0.1, I(2) = 56) через 3 месяца и отсутствие эффекта для силы хвата
	[56]



	Боль при фасциите
	Общая эффективность BoNT/A в снижении боли при фасциите была значительной [MD=-2.59 (95% CI, -3.36, -1.82), P < .00001; I2 = 88%]. Анализ подгрупп показал, что BoNT/A был особенно эффективен при лечении плантарного фасциита [MD = -3.34 (95% CI, -4.08, -2.78), P < .00001; I2 = 75%], фасциита поясницы [MD = -2.17 (95% CI, -3.82, -0.52), P = .001; I2 = 93%], фасциита шеи и плеч [MD = -1.49 (95% CI, -2.76, -0.22), P = 0.02; I2 = 61%]
	[57]

	Синдром хронической тазовой боли
	Было показано преимущество в облегчении боли у пациентов, получавших BoNT/A в общей когорте пациентов с синдром хронической тазовой боли мочевого пузыря, простаты и гинекологического происхождения
	[58]

	Боль после лечения рака
	По сравнению с плацебо, инъекции BoNT/A у пациентов с болью после лечения рака приводили к клинически значимому уменьшению самоописанной боли после лечения [MD=-1.79 (95% CI: -2.14--1.43), P <0.00001, I ²=0%]
	[59]




[bookmark: _Hlk165992194]1.3 Антиноцицептическое действие ботулинического нейротоксина типа А 
Как уже было отмечено ранее обезболивающий эффект BoNT не может быть полностью объяснен только расслаблением мышц. Вероятно, в основе данной способности BoNT лежат другие, еще не до конца определенные механизмы, основные из которых описаны ниже. В соответствии с рисунком 1.3 данные механизмы можно разделить на периферические и центральные.

[image: ] 

[bookmark: _Hlk166512547][bookmark: _Hlk180180505]Рисунок 1.3 – Действие BoNT/A на пути распространения боли [60]

[bookmark: _Hlk165992200]1.3.1 Ингибирование высвобождения ноцицептивных нейротрансмиттеров на периферии
[bookmark: _Hlk179973534][bookmark: _Hlk179973411][bookmark: _Hlk179973439]Одним из механизмов обезболивающего действия BoNT считается ингибирование высвобождения некоторых болевых нейротрансмиттеров. Опираясь на известный механизм действия на нервно-мышечные соединения, было предположено, что BoNT/A может предотвращать высвобождение сенсорных нейротрансмиттеров из периферических сенсорных нервных окончаний. Многочисленные исследования продемонстрировали способность BoNT/A блокировать высвобождение ноцицептивных нейротрансмиттеров in vitro. В первичных культурах сенсорных нейронов BoNT/A ингибирует высвобождение CGRP (кальцитонин-ген родственного пептида) [61] и субстанции P [62]. Это было подтверждено в препаратах мочевого пузыря ex vivo [63]. Исследования in vivo также показали снижение уровня глутамата и SР в тканях после периферического введения BoNT/A [64, 65]. На крысиной модели мигрени было показано, что BoNT/A снижает уровень CGRP in vivo [66]. Внутрикожное введение BoNT/A человеку уменьшило капсаицин- и термоиндуцированное высвобождение глутамата [67]. Исследование на человеческой модели также продемонстрировало снижение концентрации CGRP через месяц после лечения BoNT/A [68]. 
[bookmark: _Hlk165992204]
1.3.2 Влияние на экспрессию ионных каналов - болевых рецепторов
[bookmark: _Hlk179973599][bookmark: _Hlk179973613][bookmark: _Hlk179973630][bookmark: _Hlk179973637]Второй предполагаемый механизм обезболивающего действия ботулинических препаратов заключается в контроле экспрессии болевых рецепторов на поверхности нейронов. Вызывая расщепление SNAP-25, BoNT/A может препятствовать транслокации ноцицепторов из эндосомального компартмента в плазматическую мембрану клетки. Это было доказано для капсаицинового рецептора TRPV1, который является важным неселективным катионным каналом в передаче боли [69, 70]. BoNT/A также может нарушать функцию Na+ каналов [71]. На основании изучения механической чувствительности дуральных афферентов было сделано предположение, что BoNT/A может снижать активность механочувствительных рецепторов TRPA1 [72, 73].  Исследования у пациентов с гиперактивным мочевым пузырем показывают, что он может снижать и нормализовать уровни рецепторов TRPV1 и P2X3 [74, 75]. Результаты исследования на мышах также подтверждают, что длительный анальгетический эффект ботулинических нейротоксинов связан с модуляцией рецепторов TRPV1 и TRPA1 [76]. В исследовании Zhang и др. [77] изучалось влияние экстракраниального введения BoNT на реакцию менингеальных ноцицепторов при стимуляции капсаицином и горчичным маслом, которые действуют как агонисты на рецепторы TRPV1 и TRPA1 соответственно. Результаты показали, что BoNT/A подавляет ответные реакции за счет снижения поверхностной экспрессии каналов. 

[bookmark: _Hlk165992209]1.3.3 Действие ботулинического нейротоксина типа А в центральной нервной системе
У BoNT может быть и третий механизм антиноцицептивного действия, связанный с его влиянием на центральную нервную систему. Это было показано в исследованиях на крысах, где нейротоксин воздействовал на боль на стороне тела, противоположной месту инъекции [78]. В модели «зеркальной боли», вызванной внутримышечным введением соляного раствора, BoNT/A, введенный в ипсилатеральную подушечку задней лапы, значительно снижает механическую гиперчувствительность как на поврежденной, так и на неповрежденной контралатеральной стороне [78, стр. 237]. Этот двусторонний эффект BoNT/A был последовательно продемонстрирован в различных других моделях двусторонней боли, включая воспалительную боль, вызванную введением полного адъюванта Фрейнда (CFA) в височно-нижнечелюстной сустав [79], полинейропатические состояния, вызванные системным паклитакселом [80] или стрептозотоцином [81].
Считается, что нейротоксин переносится от места инъекции к центральной нервной системе, но механизм этого действия требует уточнения. Двусторонний болеутоляющий эффект BoNT/A, по-видимому, зависит от аксонального транспорта, поскольку блокирование аксонального транспорта предотвращало уменьшение боли с обеих сторон. В одном из исследований [82] было показано, что аксональный транспорт BoNT происходит через сенсорные нейроны и направляется к сенсорным ноцицептивным ядрам в центральной нервной системе. Для предотвращения аксонального транспорта использовалась инъекция колхицина, что в итоге предотвратило антиноцицептивный эффект препарата. Иммуногистохимическая маркировка, полученная в том же исследовании, продемонстрировала аксональный транспорт BoNT, что служит дополнительным доказательством как периферического, так и центрального механизма действия BoNT.  
Интересно, что применение BoNT/A контралатерально повреждениям, вызванным кислым солевым раствором или каррагинаном, не вызывало двустороннего действия. В модели хронической механической гиперчувствительности, вызванной кислым солевым раствором, контралатеральный BoNT/A уменьшал боль только на стороне инъекции [78, стр. 238]. Аналогично, в модели механической гипералгезии, вызванной каррагинаном, контралатеральный BoNT/A не влиял на боль [83]. Эти данные свидетельствуют о том, что двусторонний эффект BoNT/A может зависеть от типа и механизмов повреждения, включая интенсивность и вещество, используемое для провоцирования повреждения тканей, а также от времени развития двусторонней боли. 

[bookmark: _Hlk165992215]1.3.4 Другие предлагаемые механизмы
[bookmark: _Hlk179973935][bookmark: _Hlk179973971]Drinovac и др. [84, 85] предположили, что центральный антиноцицептивный эффект BoNT/A связан с усилением опиоидной и ГАМК-нейротрансмиссии, опосредованной соответствующими рецепторами (µ-опиоидными рецепторами и ГАМК-А). В экспериментах на крысах они обнаружили, что антагонист µ-опиоидных рецепторов налтрексон и антагонист ГАМК-А бикукуллин снижают эффект BoNT/A на боль при внутрибрюшинном или интратекальном применении. Более того, в модели нейропатической боли у мышей, вызванной хронической травмой сдавливания (CCI), совместное введение BoNT/A с морфином усиливало анальгетический ответ, и снижало толерантность к повторному применению морфина, что сопровождалось усилением экспрессии µ-опиоидных рецепторов на нейронах [86]. Это позволяет предположить, что модулирующие спинальные тормозные нейротрансмиттерные системы, которые, как известно, ослабляют сенсорный вход в дорсальный рог, играют важную роль в центральном антиноцицептивном действии BoNT/A. Однако точный механизм этого взаимодействия остается неясным. Возможно, он связан с неидентифицированными нейронными цепями в спинном мозге, а не с прямым действием BoNT/A на тормозные нейроны. Интересный ряд наблюдений на модели CCI, позволил предположить, что BoNT/A влияет на функциональное восстановление поврежденных периферических нервов. BoNT/A, введенный интраплантарно мышам с нейропатией увеличил экспрессию белка цикла деления клеток 2, пролиферацию и созревание шванновских клеток [87, 88]. Дальнейшие исследования показали, что BoNT/A может аксонально транспортироваться в седалищном нерве и проникать в шванновские клетки [89]. В исследовании Mika и др. [88, стр. 364] интраплантарное введение BoNT/A снижало механическую и термическую гиперчувствительность, вызванную CCI, и подавляло активацию микроглии. Было высказано предположение, что это ослабление активации микроглии и нейровоспаления способствует общему антиноцицептивному действию BoNT/A. Аналогичным образом, Zychowska и др. [90] продемонстрировали, что у крыс в модели CCI BoNT/A снижает активацию микроглии, уровень провоспалительных цитокинов IL-1β и IL-18 и повышает концентрацию ингибирующих интерлейкинов IL-1RA и IL-10 в спинном мозге и/или дорсальном ганглии, что указывает на опосредованное BoNT/A восстановление нейроиммунного баланса, нарушенного в результате травмы нерва. Недавнее исследование in vitro [91] показало, что BoNT/A подавляет экспрессию провоспалительных цитокинов через ингибирование p38, ERK1/2 и NF-κB-опосредованных внутриклеточных сигнальных путей. Эти результаты позволяют предположить вмешательство во внутриклеточные сигнальные процессы.

[bookmark: _Hlk165992220]1.4 Последние разработки в области инжиниринга непарализующих молекул ботулина для терапевтического применения
Приведенные выше исследования демонстрируют, что нативный BoNT успешно используется в лечении ряда заболеваний, ассоциированных с хронической болью. При этом паралитическое действие нейротоксина не является основным механизмом обезболивания, но действует как ограничивающий фактор в использовании более высоких доз BoNT. Кроме того, BoNT имеет ряд побочных эффектов, связанных с миорелаксантным действием, такие как блефароптоз, мышечная слабость, лицевая ассиметрия и т. д.  [5, стр. 175].
Существующий интерес к использованию BoNT в болевой терапии привел к реинжинирингу нативной структуры BoNT с целью уменьшения его паралитической активности за счет изменения селективности или пространственных параметров.
Два новейших метода, SNARE-stapling и SpyCatcher-SpyTag, были применены для разработки непаралитических молекул ботулина для терапевтического применения. В результате чего были сконструированы семь BoNT с повышенным профилем безопасности в соответствии с рисунком 1.4.

[image: ]

Примечания
1 Программное обеспечение CCP4MG использовалось для создания 3D-моделей;
2 BoNT/A из PDB 3BTA [20, стр. 899], SNARE-комплекс из PDB 1SFC [92], удлиняющая последовательность синтаксина из PDB 1EZ3 [93], SpyCatcher-Spytag из PDB 4MLI [94], Substance P из PDB 7RMH [95].

[bookmark: _Hlk166512608][bookmark: _Hlk185671517]Рисунок 1.4 – Сравнение конструкций ботулинического нейротоксина. 
(A) BiTox/A (спираль SNARE: светло-голубой); (Б) Bitox/AA; (В) Tetbot (рецептор-связывающий домен столбнячного токсина: серый); (Г) SP-Bot (субстанция P: бирюзовый); (Д) Derm-Bot (пептид дерморфина: красный); 
(Ж) iBoNT (Spycatcher-Spytag: зеленый); (З) непаралитический удлиненный iBoNT (синтаксин-производная удлиняющая последовательность: светло-голубой) [5, стр. 6]

[bookmark: _Hlk165992225]1.4.1 Binary Toxin (BiTox)
[bookmark: _Hlk180045218][bookmark: _Hlk180045201][bookmark: _Hlk180045246]В новаторском исследовании, проведенном Darios и коллегами в 2010 г. [96], был разработан новый подход, названный в дальнейшем «SNARE-stapling», с использованием свойства белков комплекса SNARE для организации модульной сборки ботулинического нейротоксина. Этот комплекс, как было упомянуто ранее, включает SNAP25, VAMP2/синаптобревин и синтаксин, которые соединяясь образуют стабильную тетраэлическую спираль, имеющую решающее значение для слияния клеточных мембран в эукариотических клетках [18, стр. 275; 92, стр. 349]. Технология создания BiTox с помощью SNARE-stapling включает в себя создание двух модулей: VAMP2 с Rbd и SNAP25 с LС+Td и последующую сборку при добавлении «сшивающего» пептида – синтаксина в соотвествии с рисунком 1.4А. В результате образуется вариант ботулинического нейротоксина BiTox (LСTd-SNARE-Rbd), демонстрирующий стабильность, проявляющий устойчивость к сильным детергентам, протеазам и повышенным температурам [97]. При введении в культуру нейронов гиппокампа флуоресцентно меченый BiTox селективно локализовался в определенных синаптических контактах вдоль дендритных отростков, что указывает на целевое связывание с нативными рецепторами BoNT/A. Последующий иммуноблот-анализ с анти-SNAP25 антителами показал, что SNAP25 в нейронах подвергся протеолитическому расщеплению в соответствии с эффектами, наблюдаемыми после обработки BoNT/A. Эти опыты показали, что BiTox сохранял возможность присоединятся к своим рецепторам, интернализоваться в клетку, транслоцировать LС в цитозоль и расщеплять SNAP25 на пресинаптической поверхности. Последующие исследования in vitro подтвердили функциональность BiTox. В частности, инкубация изолированных синаптосом мозга с BiTox ингибировала как кальций (Ca2+)-зависимое, так и вызванное калием (К+) высвобождение глутамата. Нарушение высвобождения глутамата было эквивалентно тому, что наблюдалось после инкубации с BoNT/A, что подчеркивает эффективность BiTox в блокировании нейротрансмиссии и функции центральных нейронов. Для оценки его нервно-мышечного паралитического потенциала различные концентрации собранного нейротоксина вводили в изолированные препараты гемидиафрагмы мыши. BiTox продемонстрировал пониженную эффективность при блокировании нейротрансмиссии в нейро-мышечных синапсах. В частности, 75 минут инкубации с 190 пМ BiTox потребовалось для снижения амплитуды сократительного ответа в препаратах гемидиафрагмы мыши на 50%. Это различие, вероятно, связано с удлиненной структурой модифицированного токсина, которая может препятствовать его способности достигать и эффективно проникать в нервно-мышечные соединения. Дальнейший анализ был проведен на срезах мозга, в частности, на супрахиазматическом ядре (SCN), главном регуляторе циркадного ритма в мозге. Предыдущие исследования показали, что воздействие BoNT/A нарушает циркадные ритмы, регулируемые SCN. Когда BiTox в концентрации 6 нМ вводили в срезы SCN, наблюдалось быстрое и устойчивое подавление экспрессии циркадных белков, наблюдаемое в течение 24 часов и сохраняющееся более пяти дней. Таким образом, эффективность BiTox в подавлении циркадного ритма в SCN была сопоставима с той, что наблюдалась при использовании нативного токсина, как по степени, так и по продолжительности. Это говорит о высокой эффективности подавления межнейронной коммуникации по сравнению с нервно-мышечной передачей. Такие результаты подчеркивают потенциал BiTox для специфического воздействия на сенсорные пути, вовлеченные в передачу боли, и предлагают перспективный терапевтический путь для лечения заболеваний, требующих блокады специфических нейронных путей без вызывания широко распространенного нервно-мышечного паралича.
В последующем исследовании 2011 года Ferrari и коллеги [98] провели токсикологическую оценку нового варианта на животной модели. BiTox продемонстрировал значительно меньшую летальность по сравнению с нативным BoNT/A. Летальность при использовании нативного BoNT/A наблюдалась в течение 24 часов у мышей после внутрибрюшинного введения доз до 2 нг/кг. В отличие от этого, у мышей, которым внутрибрюшинно вводили до 200 нг/кг BiTox, не наблюдалось никаких признаков мышечного паралича или ухудшения самочувствия в течение 4 дней. Это свидетельствует о повышенном профиле безопасности.
[bookmark: _Hlk180045340][bookmark: _Hlk180045360][bookmark: _Hlk180045415][bookmark: _Hlk180045433]В 2016 году Mangione и др. [99] провели оценку антиноцицептивного эффекта BiTox в различных преклинических моделях боли, включая воспалительную, хирургическую и нейропатическую модели. Аналогично нативному BoNT/A, интраплантарное введение 200 нг BiTox не оказало влияния на базовые пороги чувствительности у крыс, инъекция же BiTox через 24 часа после индукции модели боли привела к частичному и временному восстановлению базового порога механической чувствительности как в модели воспалительной боли, вызванной CFA, так и в модели послеоперационной боли. Более того, однократная инъекция BiTox эффективно предотвращала развитие и смягчала уже существующую гипералгезию после частичного повреждения седалищного нерва (SNI), модели периферической нейропатической боли.

[bookmark: _Hlk165992231]1.4.2 Binary Toxin-AA (BiTox/AA)
В 2020 году Andreou и коллеги [100] применили методику «сшивания» для создания другой ботулинической молекулы под названием BiTox/AA, включающей два рецептор-связывающих домена в соответствии с рисунком 1.4Б. Для формирования BiTox/AA были получены три структурно независимые единицы: Rbd с пептидами синаптобревина или синтаксина, и Td+Lc с SNAP25. Смешивание этих единиц привело к формированию BiTox/AA, обладающего более высокой молекулярной массой по сравнению с нативным BoNT/A за счет наличия системы связывания и дополнительного связывающего домена. Сравнительный анализ расщепления SNAP25 BiTox/AA и нативным BoNT/A в культурах нейронов человека, выявил сходную эффективность. Оценка влияния BiTox/AA на паралич мышц с помощью электромиографии (ЭМГ), показала, что BiTox/AA обладает примерно в 100 раз меньшим парализующим потенциалом, чем BoNT/A. Авторы отметили ко-локализацию BiTox/AA с CGRP в нейронах тройничного нерва крысы. У крыс модели хронической мигрени предварительная обработка BiTox/AA (10 нг) значительно сокращала продолжительность ноцифензивного поведения после орофациального введения формалина.

[bookmark: _Hlk165992238]1.4.3 Tetanus-Botulinum chimera (TetBot)
[bookmark: _Hlk180045767]В 2013 году Ferrari и соавторы [101] применили методику SNARE-stapling для создания химерного токсина, TetBot. В этом токсине Td+LС домены BoNT/A были объединены с Rbd столбнячного токсина, близкородственного клостридиальному нейротоксину, в соответствии с рисунком 1.4В. В отличие от BoNT/A, который действует преимущественно периферически, столбнячный токсин транспортируется в центральную нервную систему, где его Rbd домен избирательно нацеливает его на тормозные нейроны спинного мозга. Это приводит к расщеплению VAMP2 в этих нейронах и последующему спастическому параличу [102]. Благодаря этой способности химера TetBot приобрела способность расщеплять SNAP25 в нейронах центральной нервной системы. TetBot был введен в культуры нейронов гиппокампа для оценки его эффективности на центральных нейронах. Визуальные исследования показали интернализацию TetBot в синаптические терминалы гиппокампальных нейронов, что свидетельствует о его способности проникать в центральные участки нейронов. Подтвердилось, что TetBot успешно расщепляет SNAP25, сохраняя каталитическую активность, характерную для BoNT/A. Кроме того, TetBot продемонстрировал поразительное снижение эффективности блокирования мышечных подергиваний в 11 000 раз по сравнению с нативным BoNT/A при введении в изолированные мышцы гемидиафрагмы мыши. Интересно, что даже при внутримышечном введении 500 нг TetBot мышам не наблюдалось никаких признаков двигательного паралича и летального исхода, что свидетельствует о его высокой безопасности. LD50 TetBot по меньшей мере в 105 раз превышает LD50 нативного BoNT/A. После подтверждения сохранения функциональности TetBot был испытан в модели воспалительной боли, вызванной CFA. Интратекальная инъекция 100 нг TetBot крысам показала, что TetBot ослабляет механическую гиперчувствительность, сохраняя этот анальгетический эффект в течение длительного времени.

[bookmark: _Hlk165992244]1.4.4 Substance P-Botulinum neurotoxin (SP-Bot)
[bookmark: _Hlk180045904]В исследовании Maiarù и др. в 2018 г. [103] была представлена молекула ботулина для борьбы с хронической болью названная SP-Bot. Молекула SP-Bot была разработана таким образом, чтобы нацеливаться на определенные подмножества спинальных нейронов, связанных с болью. SP-Bot состоит из Td+Lc BoNT/A, связанных с лигандом SP в соответствии с рисунком 1.4Г. Этот уникальный таргетный домен способствует интернализации и подавлению нейронов, экспрессирующих рецептор нейрокинина 1 (NK1R) в спинном мозге, которые отвечают за передачу болевых сигналов. Однократная интратекальная инъекция SP-Bot не оказывала заметного влияния на исходный механический порог у наивных мышей или на их двигательную функцию. Однако в мышиных моделях воспалительной боли, индуцированной CFA, инъекция SP-Bot существенно снижала механическую гиперчувствительность (21 день для модели лодыжки, 12 дней для модели задней лапы). Так же эффективна инъекция была в модели SNI (22 дня). Специфичность SP-Bot в отношении нейронов, экспрессирующих NK1R, была подтверждена иммуногистохимическим окрашиванием. Кроме того, анальгетический эффект SP-Bot не проявлялся на мышах с нокаутом NK1R. Дальнейшие исследования [104] продемонстрировали длительную эффективность SP-Bot. После однократной инъекции обезболивающий эффект сохранялся до 120 дней. По истечении этого срока обезболивающий эффект ослабевал. Примечательно, что вторая инъекция SP-Bot восстанавливала обезболивающий эффект, что говорит о возможности повторного введения препарата для поддержания эффективности.

[bookmark: _Hlk165992249]1.4.5 Dermorphin-Botulinum neurotoxin (DermBot)
В уже упомянутом исследовании 2018 г. Maiarù и др. [103, стр. 4] представили еще одну новую молекулу под названием Derm-Bot. В соответствии с рисунком 1.4Д Derm-Bot — это конъюгат на основе BoNT/A, связанный с пептидом дерморфина в качестве домена, связывающего опиоидные рецепторы. При интратекальном введении этой конструкции нейроны спинного мозга, экспрессирующие µ-опиоидные рецепторы, подавляются, тем самым обеспечивается эффект, аналогичный традиционным опиатам, хотя и в дозах, в 1000 раз меньших. Интратекальное введение Derm-Bot эффективно облегчало механическую гиперчувствительность в мышиных моделях воспалительной боли, вызванной инъекцией CFA в голеностопный сустав или заднюю лапу. Примечательно, что это облегчение боли сохранялось на протяжении всего эксперимента (18 дней). Более того, Derm-Bot значительно снижал механическую гиперчувствительность у мышей, подвергшихся SNI (23 дня). Иммуногистохимический анализ показал, что Derm-Bot эффективно воздействует на µ-опиоидными рецепторы-экспрессирующие нейроны в спинном дорсальном роге, не затрагивая первичные афференты. Кроме того, после введения Derm-Bot не наблюдалось признаков активации глиальных клеток или токсичности, что свидетельствует о его безопасности и специфичности.

[bookmark: _Hlk165992259]1.4.6 Isopeptide-bonded botulinum neurotoxin (iBoNT)
В 2023 г. Leese и др. [105] представили новую молекулу ботулина под названием iBoNT, что расшифровывается как изопептидно-связанный BoNT. Используя технологию SpyCatcher-SpyTag, они соединили Lc и Td со SpyCatcher и Rbd со SpyTag в соответствии с рисунком 1.4Ж. Технология SpyCatcher-SpyTag [106] – это новый метод создания гибридных молекул, основанный на использовании бактериального модуля SpyCatcher и короткой пептидной метки SpyTag, которые соединяют любые белки путем образования изопептидной связи. iBoNT продемонстрировал способность эффективно расщеплять SNAP25 в нейронах дорсального ганглия крысы наравне с нативным BoNT/A. Паралитическая активность iBoNT, оцененная с помощью ЭМГ у крыс, а также значительный двигательный дефицит свидетельствовали о сохранении новой молекулой паралитической активности. Иммуногистохимический анализ подтвердил расщепление SNAP25 в мышечной ткани.

[bookmark: _Hlk165992268]1.4.7 Elongated isopeptide-bonded botulinum neurotoxin (el-iBoNT)
Leese и др. [105, стр. 1] также разработали молекулу el-iBoNT сокращение от elongated isopeptide-bonded botulinum neurotoxin. В этой конструкции синтаксин 1А был вставлен между Td и SpyCatcher, создавая более удлиненную молекулу в соответствии с рисунком 1.4З. Вытянутая структура el-iBoNT была стабильной и демонстрировала эффективное расщепление SNAP25 в нейронах заднего корешкового ганглия крысы, как и iBoNT. Однако, в отличие от iBoNT, el-iBoNT продемонстрировал сниженную паралитическую активность при оценке ЭМГ у крыс. У животных, которым вводили el-iBoNT, не наблюдалось значительного двигательного дефицита, что указывает на его потенциал в качестве непарализующего блокатора. Кроме того, терапевтическая эффективность el-iBoNT была оценена на крысиной модели нейропатической боли. Однократные инъекции el-iBoNT облегчили механическую гиперчувствительность у крыс без заметных побочных эффектов. Иммуногистохимический анализ выявил снижение активации микроглиальных клеток в спинном мозге, что свидетельствует об улучшении центральных процессов обработки боли, связанных с повреждением нервов. Эксперименты по иммуноокрашиванию продемонстрировали наличие расщепленного SNAP25 в нервных волокнах в дерме участков кожи лап крыс после инъекции el-iBoNT. Это позволяет предположить, что el-iBoNT воздействует на сенсорные нервные волокна в коже, в частности на миелиновые ноцицепторы, оканчивающиеся в дерме.

[bookmark: _Hlk165992273]1.5 Хроническая мигрень
Хроническая мигрень – головная боль, возникающая в течение 15 или более дней в месяц на протяжении более трех месяцев, которая имеет признаки мигренозной головной боли по крайней мере в течение 8 дней в месяц [107, 108]:
A. Головная боль (мигренеподобная или подобная головной боли напряжения), возникающая более 15 дней в месяц в течение более 3 месяцев и отвечающая критериям Б и В.
Б. Возникает у пациента, у которого было как минимум пять приступов, отвечающих критериям Б–Г для Мигрени без ауры (Таблица 1.2 слева) и/или критериям Б и В для Мигрени с аурой (Таблица 1.2 справа). 
В. Любое из следующих условий выполняется более 8 дней в месяц в течение более 3 месяцев: 
1. критерии В и Г для Мигрени без ауры (Таблица 1.2 слева); 
2. критерии Б и В для Мигрени с аурой (Таблица 1.2 справа); 
3. в самом начале приступ расценен пациентом как мигренозный, и прием триптана или производного спорыньи принес облегчение. 
Г. Не соответствует другому диагнозу МКГБ-3 3–5.

[bookmark: _Hlk180180537][bookmark: _Hlk166512677]Таблица 1.2 – Критерии мигрени без ауры и мигрени с аурой

	Мигрень без ауры
	Мигрень с аурой 

	A. По меньшей мере пять приступов, отвечающих критериям Б–Г.
Б. Продолжительность приступов 4-72 часа (без лечения или при неэффективном лечении).
В. Головная боль имеет как минимум две из четырех 
	A. По меньшей мере два приступа, отвечающих критериям Б и В.
Б. Один или более из следующих полностью обратимых симптомов ауры:
1. зрительные;
2. сенсорные;
3. речевые и/или связанные с языком;
4. двигательные;


Продолжение таблицы 1.2
	следующих характеристик:
1. односторонняя локализация;
2. пульсирующий характер;
3. умеренная или высокая интенсивность боли;
4. головная боль ухудшается при обычной физической активности или заставляет избегать обычной физической активности (например, ходьба или подъём по лестнице).
Г. Головная боль сопровождается как минимум одним из следующих симптомов:
1. тошнота и/или рвота;
2. фотофобия и фонофобия.
E. Не соответствует другому диагнозу МКГБ-3.
	5. стволовые;
6. ретинальные.
В. По меньшей мере три из следующих шести характеристик:
1. как минимум один симптом ауры постепенно нарастает в течение >5 минут;
2. два или более симптома ауры возникают последовательно;
3. каждый из отдельно взятых симптомов ауры длится 5–60  минут1;
4. как минимум один из симптомов ауры является односторонним2;
5. как минимум один из симптомов ауры является позитивным3;
6. в течение 60 минут после ауры или во время нее возникает ГБ.
Г. Не соответствует другому диагнозу МКГБ-3.



Мигрень – сложное неврологическое заболевание, которым страдают миллионы людей во всем мире. Мигрень обычно переходит из эпизодического в хроническое состояние; такая трансформация происходит в целом у 2,5% пациентов ежегодно, причем особенно высокий риск связан с чрезмерным использованием препаратов для лечения острых заболеваний. В Соединенных Штатах около 3 миллионов человек страдают ХМ, и у значительной части пациентов мигрень приводит к хронической нетрудоспособности, которая обходится в более чем 15 миллиардов долларов в год. Несмотря на чрезвычайно высокую распространенность мигрени, терапевтические стратегии ограничены, и менее 50% пациентов с ХМ удовлетворены своим лечением. По-прежнему существуют миллионы людей, для которых имеющиеся в настоящее время методы лечения мигрени либо неэффективны, либо плохо переносятся [109].

[bookmark: _Hlk165992279]1.5.1 Патофизиология мигрени
В XX веке преобладало мнение, что мигрень возникает из-за расширения кровеносных сосудов в головном мозге. На первый взгляд, эта теория казалась правдоподобной: пульсирующий характер мигренозных головных болей наводил на мысль о связи с сердцебиением, а эксперименты с введением пациентам с мигренью вазоактивных пептидов, таких как CGRP, могли вызывать мигренозные симптомы. Кроме того, стимуляция сосудов, окружающих твердую мозговую оболочку, также провоцировала мигренозные головные боли. Более того, такие препараты, как эрготамин, вызывающий сужение сосудов, приносили облегчение некоторым пациентам. Однако по мере развития исследований сосудистая теория мигрени утратила свою актуальность. Исследования показали, что ритм пульсации головной боли не совпадает с сердцебиением. Кроме того, некоторые вещества, такие как вазоактивный кишечный пептид (VIP), могут вызывать расширение сосудов, не провоцируя мигрень. Таким образом, хотя кровеносные сосуды действительно играют определенную роль в приступах мигрени, сосудистая теория была в значительной степени дискредитирована. Вместо нее на первый план вышла более комплексная нейрососудистая теория, признающая сложное взаимодействие неврологических и сосудистых факторов в патофизиологии мигрени [110].
Хотя патофизиология мигрени на сегодняшний день изучена неполностью, достоверно известно следующее. Считается, что ветвь V1 тройничного нерва отвечает за передачу ноцицептивных импульсов во время приступа мигрени. Тройничный нерв – главный лицевой сенсорный нерв; самый крупный из черепных нервов, который возникает из нейронов, клеточные тела которых расположены в тройничном ганглии. Ветвь V1, глазничная ветвь, иннервирует этмоидальную и сфеноидальную пазухи, экстра- и интеркраниальные сосуды (включая среднюю менингеальную артерию и мозговые синусы), твердую мозговую оболочку, а также кожу верхней части лица, включая нос, глаза и лоб [111]. Нейроны тройничного ганглия экспрессируют несколько пептидов, включая CGRP, гипофизарный аденилатциклаза-активирующий пептид (PACAP), SP, VIP [112]. Высвобождение вазоактивных нейропептидов, в частности CGRP и субстанции P, из тригеминальных нейронов первого порядка приводит к нейрогенному стерильному воспалению, вызывающему вазодилатацию, экстравазацию плазмы крови в результате утечки из капилляров, отек и дегрануляцию тучных клеток, что способствует дальнейшему развитию тригеминальной ноцицепции.
CGRP, как полагают, играет ключевую роль в патофизиологии мигрени. Повышенный уровень CGRP был обнаружен в плазме крови во время приступа мигрени, и он коррелировал с временем и тяжестью приступа [113]. Введенный пациентам с мигренью, CGRP расширяет экстра- и интрацеребральные артерии [114], вызывает начальную немигренозную головную боль, а также более позднюю (>1 часа) мигренеподобную головную боль у пациентов с мигренью [115]. Успешное лечение суматриптаном снижает концентрацию CGRP в плазме крови [116]. Хотя GCRP является мощным вазодилататором, его действие при мигрени не предполагается. Инфузия аналогичного вазоактивного нейропептида VIP расширяет краниальные артерии, вызывает легкую немигренозную немедленную головную боль, но не провоцирует приступы мигрени [117]. 
[bookmark: _Hlk180067422]Тригеминальные сенсорные сигналы проходят по волокнам тройничного нерва в тройнично-цервикальный комплекс – область верхней части спинного мозга, включающую хвостатое ядро тройничного нерва и позвонки C1 и C2. Волокна от нейронов тройничного нерва первого порядка входят в центральную нервную систему на уровне продолговатого мозга, а затем проходят каудально до уровня С2, где синапсируют с нейронами второго порядка, либо непосредственно в поверхностных слоях, либо через интернейроны в более глубоких пластинках. В дорсальном роге спинного мозга находятся три типа нейронов второго порядка: ноцицептивные специфические нейроны в пластинках I и II получают ноцицептивный вход от волокон Aδ и C, низкопороговые нейроны в пластинках III и IV получают соматосенсорный вход от волокон Aβ, а нейроны широкого динамического диапазона в пластинках V и VI получают как безобидные, так и ноцицептивные входы от волокон Aβ, Aδ и C. Таламус является важным ретрансляционным центром восходящего тригеминоталамического пути, собирая тригеминальные ноцицептивные сигналы и распространяя их дальше в высшие области коры головного мозга, в частности к коре S1, S2 и инсуле в соответствии с рисунком 1.5 [118, 119].
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[bookmark: _Hlk166512701][bookmark: _Hlk180180545]Рисунок 1.5 – Схематичное изображение основных структур/процессов в патофизиологии мигрени [120, 121] 

Таким образом, хотя патофизиологии мигрени на сегодняшний день полностью не выяснена, большую роль играют нейротрансмиттеры боли, такие как CGRP и SP.

[bookmark: _Hlk165992315][bookmark: _Hlk165992375]1.5.2 Медикаментозная профилактика хронической мигрени
Несмотря на успехи в профилактике мигрени, достигнутые за последние десятилетия, до сих пор существует множество проблем в успешном лечении мигрени у пациентов (Таблица 1.3). Побочные эффекты, связанные с профилактическими препаратами, а также частота их приема зачастую отталкивает пациентов от лечения. Уровень приверженности к профилактическим схемам лечения падает быстро, с 41–95% в 2 месяца до 35–56% в 12 месяцев, при этом побочные явления называются наиболее частой причиной прекращения лечения [122]. Кроме того, существует проблема рефрактерных пациентов, которые не отвечают на профилактическое лечение. В одном из исследований частота рефрактерных пациентов, посещающих отделения головной боли, составила 5,1% [123].

[bookmark: _Hlk166512712]Таблица 1.3 – Обзор фармацевтических препаратов, доступных для профилактики хронической мигрени

	Класс лекарственного средства
	Лекарственное средство
	Побочный эффект (наиболее распространенный)
	Источник

	Первая линия

	Бета-блокаторы
	Атенолол
	Усталость, головокружение
	[124]

	
	Бисопролол
	Усталость, головокружение
	[125]

	
	Пропранолол
	Брадикардия, артериальная гипотензия, бронхоспазм, желудочно-кишечные расстройства, головокружение, гипогликемия
	[126]

	Блокатор рецепторов ангиотензина II
	Кандесартан
	Головокружение, гипотензия, сонливость, астения
	[127]

	Противосудорожное средство
	Топирамат
	Парестезия, тошнота, анорексия, потеря веса, инфекция верхних дыхательных путей, утомляемость
	[128]

	Вторая линия

	Трициклический антидепрессант
	Амитриптилин
	Сухость слизистых оболочек, запор, головокружение, сонливость
	[129]

	Антагонист кальция
	Флунаризин
	Увеличение веса, седативный эффект, депрессия
	[130]

	Третяя линия

	Моноклональные антитела к пептиду, родственному гену кальцитонина
	Эренумаб
	Усталость, боль в месте инъекции, запор, грипп, тошнота, боль в спине, инфекции верхних дыхательных путей, назофарингит
	[131]

	
	Фреманезумаб
	Боль в месте, 
	[132]


Продолжение таблицы 1.3
	
	
	инъекции, уплотнение, эритема, диарея, тревога, депрессия
	

	
	Галканезумаб
	Боль в месте инъекции, эритема в месте инъекции, зуд в месте инъекции, реакция в месте инъекции, назофарингит, инфекции дыхательных путей
	[133]

	
	Эптинезумаб
	Инфекция верхних дыхательных путей, инфекция мочевыводящих путей, утомляемость, боль в спине, артралгия, тошнота и рвота
	[134]

	Ботулинический нейротоксин
	ОнаботулотоксинА
	Птоз, мышечная слабость
	[135]



Таким образом, в данный момент не решена проблема по контролю мигренозной боли при хроническом состоянии, а существующие медикаментозные методы лечения характеризуются обширными побочными эффектами.

[bookmark: _Hlk166512734][bookmark: _Hlk165992388]1.5.3 Животная модель хронической мигрени
В исследованиях ХМ используются различные животные модели, включая электрическую или химическую стимуляцию твердой мозговой оболочки, электрическую стимуляцию тройничного ганглия, системное введение NTG, а также использование различных генетических моделей. В представленной работе для изучения эффективности нового ботулинического препарата была использована NTG -индуцированная модель, которая подразумевает системное введение NTG каждый второй день в течение девяти дней [136]. 
[bookmark: _Hlk180068546][bookmark: _Hlk180068838][bookmark: _Hlk165961359][bookmark: _Hlk165961412]Нитроглицерин – это лекарственный препарат, который обычно используется для лечения стенокардии. Расширяя кровеносные сосуды, он снижает нагрузку на сердце и улучшает кровоток. Связь между NTG и головной болью признана с момента его изобретения Sorbrero, который сообщил о сильной головной боли при приеме препарата. Нитроглицерин используют для индукции мигренеподобных эпизодов и в человеческой модели. Так, введение NTG вызывает легкую или умеренную бифронтальную пульсирующую головную боль в течение нескольких минут, причем как у людей с мигренью, так и у людей, не страдающих мигренью [137]. Эта головная боль связана с мощным сосудорасширяющим действием NTG, которое, как полагают, опосредовано его превращением в оксид азота в эндотелии сосудистой стенки [138, 139]. Однако если у людей, не страдающих мигренью, NTG может вызывать легкую или умеренную головную боль, то у людей, страдающих мигренью [140, 141] или имеющих семейный анамнез мигрени [142], он спровоцирует приступ головной боли, напоминающий мигрень. Эта мигренеподобная головная боль может начаться в течение 45 мин после приема NTG или задержаться на 4–5 ч после того, как утихнет первоначальная умеренная головная боль. Важно отметить, что NTG также провоцирует появление общих предвестников и сопутствующих симптомов [141, стр. 677]. NTG обладает способностью вызывать активацию и сенсибилизацию в тригеминальной системе человека, что наблюдается и у больных мигренью. Более того, он стимулирует различные анатомические области, связанные с мигренью, включая шейный отдел спинного мозга, ядра тройничного нерва, ствол мозга и гипоталамус [143]. Приступ мигрени, вызванный NTG, также повышает уровень CGRP [113, стр. 465], который является важным фактором в патологии мигрени. Более того, было показано, что такие противомигренозные препараты, как суматриптан, уменьшают количество приступов мигрени, вызванных NTG [144], тем самым подтверждая эффективность модели. В животной модели эксперименты показали, что NTG может активировать и сенсибилизировать анатомические структуры, связанные с мигренью у животных. Системное введение NTG способно повысить уровень c-Fos у крыс [145], что указывает на активацию тригеминальной системы. Кроме того, было показано, что NTG влияет на уровни CGRP, 5-HT, TRPV1 [146, 147]. NTG вызывает стойкую гиперчувствительность задних лап и периорбитальной области, которая возвращается к исходному уровню примерно на 15-й день, то есть через 6-7 дней после последней инъекции NTG [148]. Эти реакции предотвращаются множеством препаратов для профилактики мигрени, включая топирамат, пропранолол и амилорид [149]. Введение NTG приводило к заметному сокращению дистанции амбуляции, наблюдаемому у крыс [150], что можно сравнить с потерей подвижности, наблюдаемой у больных мигренью. Кроме того, описано, что введение NTG может вызывать следующие коррелирующее с мигренью поведение: фотофобия и выражение боли через гримасу [151, 152]. Более подробно результаты поведенческих исследований описаны в таблице 1.4.

[bookmark: _Hlk166512740][bookmark: _Hlk180180567][bookmark: _Hlk165961388]Таблица 1.4 – Обобщение результатов в ответ на системное введение NTG у грызунов

	Доза
	Тест
	Результат
	Терапия
	Источник

	5 доз в течение 9 дней, 10 мг/кг - мыши
	Механическая чувствительность задней лапы (вон Фрей)
	Развитие механической гипералгезии задней лапы было несколько более выражено у самок 
	Модель показала эффективность суматотропина и топирамата в подавлении вызванной гипералгезии
	[136, стр. 273]

	5 доз в течение 9 дней, 10 мг/кг - мыши
	Механическая чувствительность задней лапы (вон Фрей)
[bookmark: _Hlk180070265]Чувствительность к теплу (погружение хвоста в водяную баню с температурой 46°C)
	Механическая и тепловая гипералгезию, условное отвращение к месту
	Три различных агониста δ-опиоидных рецепторов, SNC80, ARM390, JNJ20788560, уменьшали гипералгезию. SNC80 также отменял вызванное NTG условное отвращение к месту
	[153]

	5 доз в течение 9 дней, 10 мг/кг - мыши
	Механическая чувствительность задней лапы (вон Фрей) 	
	Развитие механической гипералгезии задней лапы 	
	Модель показала эффективность PROP (бета-блокатора) и AMIL (ингибитора подавляли вызванную гипералгезию
	[149, стр. 1054]

	5 доз в течение 14 дней, 10 мг/кг - крысы
	Шкала гримасы крысы
Световая фоточувствительность (темно-светлый ящик)
Механическая спонтанная аллодиния, подвижность
	Механическая и тепловая гипералгезия
	-
	[152, стр. 68]


Продолжение таблицы 1.4
	5 доз в течение 9 дней, 10 мг/кг - мыши
	Тепловая и механическая (вон Фрей) чувствительность задних лап 
Периорбитальная механическая (вон Фрей) и холодовая чувствительность (ацетон)
	NTG вызывал механическую и тепловую гиперчувствительность задних лап. Холодовая аллодиния, но не механическая гиперчувствительность, возникала в периорбитальной области
	Отменяется блокатором TRP1 (ресинифератоксином) 
	[154]

	4 дозы в течение 7 дней, 10 мг/кг - крысы
	Механическая и тепловая чувствительность задней лапы (вон Фрей, тест горячей пластины)
Ноцицептивное поведение 
Светобоязнь (светлый темный ящик и приподнятый крестообразный лабиринт) 
	Развитие механической и тепловой чувствительности, учащение ноцицептивного поведения, развитие фотофобии
	Церебролизин (смесь нейротрофических факторов) заметно снижал механическую и тепловую гипералгезию, груминг головы и светобоязливое поведение
	[151, стр. 200]

	5 доз в течение 9 дней, 10 мг/кг - мыши
	Механическая периорбитальная чувствительность и чувствительность задних лап (вон Фрей)
	Развитие механической гипералгезии задних лап и периорбитальной гипералгезии
	Отменен агонист δ-опиоидов, SNC80, введенный на 10-й день
	[155]

	5 доз в течение 9 дней, 5 мг/кг - крысы
	Тепловая чувствительность (тесты горячая пластина и отдергивания хвоста) 
Тревожно-подобное поведение (открытое поле и
	Развитие тепловой чувствительности в обоих тестах, учащение ноцицептивного поведения, учащение тревожно-подобного 
	-
	[156]


Продолжение таблицы 1.4
	
	приподнятый крестообразный лабиринт) 
Фотофобия (светлый темный ящик)
Спонтанное мигренеподобное ноцицептивное поведение
	поведения, развитие фотофобии
	
	

	5 доз в течение 9 дней, 10 мг/кг - мыши
	Механический и тепловой пороги (вон Фрей и тест на горячей плите)
	Развитие механической и тепловой чувствительности
	PACAP6-38 облегчал ноцицептивную сенсибилизацию
	[157]



Таким образом, модель системного повторяющегося введения NTG широко применяется в исследованиях по лечению мигрени. Она успешно имитирует клинически значимые конечные точек светобоязни, гипоактивности, гримасы лица, а также механической и температурной гиперчувствительности.

[bookmark: _Hlk165992404]1.6 Болевая диабетическая периферическая нейропатия 
Сахарный диабет – одно из самых распространенных и серьезных хронических заболеваний мире. По оценкам, в настоящее время диабетом страдают 537 миллионов взрослых в возрасте 20–79 лет, что составляет 10,5% мирового населения этой возрастной группы. По прогнозам, к 2030 году их число возрастет до 643 миллионов (11,3%), а к 2045 году - до 783 миллионов (12,2%).  Кроме того, 240 миллионов человек в мире живут с недиагностированным диабетом, то есть почти каждый второй взрослый, страдающий диабетом, не знает о наличии у него этого заболевания [158].
Диабетическая нейропатия – одно из самых распространенных осложнений диабета. На международном совещании по диагностике и лечению диабета было принято консенсусное заявление, в котором диабетическая периферическая нейропатия определяется как «наличие симптомов и/или признаков дисфункции периферических нервов у людей с диабетом после исключения других причин» [159]. 
[bookmark: _Hlk180080847]Пациенты с болевой диабетической периферической нейропатией (БДПН) характеризуются покалыванием, онемением, жжением, мучительной колющей болью, которая иногда не проходит и может сопровождаться парестезией и гиперестезией в сочетании с глубокой болью в стопах или кистях. Как правило, заболевание проявляется в ночное время и в целом влияет на качество жизни человека, включая мобильность, работу, сон, настроение, самооценку, отдых и социальную активность [160]. Примерно у 50 % пациентов периферическая нейропатия развивается через 25 лет после первоначальной диагностики сахарного диабета. Распространенность БДПН составляет от 10 до 20% пациентов с диабетом, а у пациентов с диабетической нейропатией - от 40 до 50% [161].

[bookmark: _Hlk165992410][bookmark: _Hlk165988709]1.6.1 Патофизиология и лечение боли при болевой диабетической периферической нейропатии
[bookmark: _Hlk180080828]Хотя БДПН и является осложнением сахарного диабета, это отдельное заболевание, патофизиология которого плохо изучена. В связи с отсутствием лечения БДПН основное внимание уделяется лечению симптомов. Для людей с БДПН должен быть разработан мультимодальный план лечения. В таблице 1.5 представлены препараты, рекомендованные для лечения пациентов с БДПН. Однако из-за отсутствия длительного обезболивающего действия и побочных эффектов эти препараты часто неэффективны или плохо переносятся [162]  

[bookmark: _Hlk166512773][bookmark: _Hlk180180577]Таблица 1.5 – Препараты для лечения пациентов с БДПН [163]

	Класс
	Препарат
	Побочный эффект

	Противосудорожные препараты
	Карбамазепин
	Атаксия, запор, головокружение, сонливость, тошнота, рвота

	
	Габапентин
	Атаксия, головокружение, сонливость, усталость, периферические отеки


Продолжение таблицы 1.5
	
	Окскарбазепин
	Боль в животе, атаксия, головокружение, сонливость, головная боль, гипонатриемия, тошнота, нарушение зрения, рвота

	
	Прегабалин
	Нечеткость зрения, головокружение, сонливость, сухость во рту, усталость, головная боль, периферические отеки, увеличение веса

	Антидепрессанты
	Амитриптилин
	Спутанность сознания, запор, головокружение, сухость во рту, усталость, головная боль, бессонница, задержка мочи, увеличение веса

	
	Бупропион
	Затуманенное зрение, запор, головокружение, сухость во рту, головная боль, бессонница, тошнота, рвота, потеря веса

	
	Дулоксетин
	Снижение аппетита, сонливость, сухость во рту, усталость, головная боль, тошнота, рвота

	
	Нортриптилин
	Спутанность сознания, запор, головокружение, сухость во рту, усталость, головная боль, бессонница, задержка мочи, увеличение веса

	
	Венлафаксин
	Анорексия, астения, диафорез, головокружение, сонливость, сухость во рту, бессонница, тошнота

	Местные средства
	Капсаицин
	Боль в месте нанесения, жжение, эритема, боль в конечностях

	
	Лидокаин
	Жжение в месте нанесения, эритема, раздражение



	Таким образом, стратегии лечения БДПН направлены на улучшение таких симптомов, как боль у отдельных лиц, однако их эффективность ограничена и сопряжена с широким списком побочных эффектов.

[bookmark: _Hlk165992422]1.6.2 Животная модель болевой диабетической периферической нейропатии 
[bookmark: _Hlk180080921][bookmark: _Hlk180080932][bookmark: _Hlk180080936]Гипергликемия, характеризующаяся повышенным уровнем глюкозы в крови, является отличительной чертой диабета. Ее хроническое присутствие в значительной степени способствует возникновению и прогрессированию диабетических осложнений. Диабетические осложнения включают в себя целый ряд заболеваний, таких как нейропатия, нефропатия, ретинопатия и сердечно-сосудистые заболевания. Для изучения этих осложнений и лежащих в их основе механизмов используются различные животные модели. Так, существует несколько экспериментальных моделей болеовй диабетической периферической нейропатии, среди которых наиболее широко используется STZ-индуцированная модель БДПН [164, 165]. Стрептозотоцин, также известный стрептозоцин (C18H15N3O7), был первоначально открыт в 1956 году из штаммов почвенных микроорганизмов, в частности Streptomyces аchromogens, как новый антибиотик. Со временем он стал использоваться в качестве терапевтического препарата для лечения метастатических инсулин-продуцирующих опухолей островковых клеток [166]. Попадая в β-клетки, STZ подвергается расщеплению, что приводит к образованию карбамоилирующих и алкилирующих реактивных веществ [167], запускаются следующие процессы: (а) разрыв нити ДНК в панкреатических островках → репарация → уменьшению уровней внутриклеточного НАД и АТФ; (б) чрезмерное образование реактивных соединений кислорода, таких как супероксид, перекись водорода и гидроксильные радикалы; (в) повышение уровня оксида азота → ингибирование железосодержащей аконитазы → ограничение выработки АТФ митохондриями; (г) усиленное дефосфорилирование АТФ →  увеличение мочевой кислоты, конечного продукта деградации АТФ [168]. Таким образом STZ оказывает селективное цитотоксическое действие на β-клетки поджелудочной железы. Результаты поведенческих исследований в STZ-индуцированной модели боли описаны в таблице 1.6. 

[bookmark: _Hlk180080951][bookmark: _Hlk166512795]Таблица 1.6 – Обобщение результатов в ответ на STZ у грызунов

	Доза
	Тест
	Результат
	Терапия
	Источник

	45 мг/кг
	Электронный тест вон Фрея, тест Харгривза
	Снижение порогов чувствительности
	-
	[169]

	70 мг/кг в/б - крысы
	Плантарный тест, тепловая ноцицептивная чувствительность,
механическая толерантность, электромеханический альгезиметр Рэндалла-Селитто
	У крыс с диабетом наблюдалась гипералгезия к тепловой и давящей стимуляции
	-
	[170]
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	45 мг/кг, внутри венно (хвост)
	Механическую гипералгезию и аллодинию измеряли с помощью анальгезиметра Randall-Selitto и ручных нитей вон Фрея
	Снижение порога механической чувствительности
	Биоханин-А продемонстрировал большую эффективность в устранении механической аллодинии, чем механической гипералгезии
	[171]

	55 мг/кг - крысы
	Масса тела, оценка болевого порога (механическая аллодиния, холодовая аллодиния, механическая гипералгезия и температурная гипералгезия)	
	Снижение массы тела, снижение порога боли по различным параметрам оценки боли	
	Лечение рутином (100 и 200 мг/кг) и нимесулидом (5 и 10 мг/кг) значительно ослабляет эти изменения по сравнению с контрольными крысами 
	[172]

	55 мг/кг (в/б) - крысы
	Для оценки ноцицептивного порога и двигательной координации использовались тесты Харгривза и Ротадор 
	Гипералгезия и двигательный дефицит
	Лечение крыс-диабетиков орексином-А (5 нМ/л) значительно ослабляло гипералгезию и двигательный дефицит у животных с диабетом.
	[173]

	STZ-низкая доза (25 мг/кг/день) пять дней подряд
	Электронные тесты вон Фрея и CatWalk
	Механическая гипералгезия и снижение интенсивности отпечатков задних конечностей
	-
	[174]

	65 мг/кг, в/б - крысы
	Тепловая гипералгезия, механическая гипералгезия и 
	Гипералгезия, аллодиния и скорость проводимости 
	Экстракт Cucurbita pepo и гидроэтаноловый экстракт C. Pepo 
	[175]



Продолжение таблицы 1.6
	
	скорость проводимости двигательного нерва
	двигательного нерва	
	значительно ослабляли поведенческие изменения, включая гипералгезию, аллодинию и изменение в скорости проведения по двигательным нервам, связанные с диабетической невропатией
	

	45 мг/кг, в/б - крысы
	Определение порогов чувствительности
	Тепловая гипералгезия
	Лечение гесперидином снижало гипергликемию и термическую гипералгезию, вызванные STZ
	[176]



Таким образом, стрептозотоцин-индуцированная модель болевой диабетической периферической нейропатии успешно применяют для тестирования эффективности различных терапевтических подходов. Данная модель воспроизводит ключевые симптомы, характерные для диабетической нейропатии, включая гипералгезию, аллодинию и снижение порога болевой чувствительности.
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[bookmark: _Hlk166512809]2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1 Этические аспекты проведения исследования
Данная исследовательская работа руководствуется законодательством Республики Казахстан, а именно главой 3 «Порядок обращения с животными в научно-исследовательских и учебных целях, в тестировании, в производстве, в том числе в производстве биологических препаратов» приказа Министра сельского хозяйства Республики Казахстан «Об утверждении Правил обращения с животными» от 30 декабря 2014 года № 16-02/701 [177], статьей 19 «Требования при обращении с экспериментальными (лабораторными) животными» закона Республики Казахстан «Об ответственном обращении с животными» от 30 декабря 2021 года № 97-VII ЗРК [178].
Эксперименты проводились с одобрения локальной этической комиссии (ЛЭК) Казахского национального университета имени аль-Фараби (г. Алматы, РК): заключение №IRB-377 от 24.02.2022, дополнение №IRB-А377 от 18.11.2022 (Приложение А). 

[bookmark: _Hlk166512825]2.2 Ботулинические препараты
В опытах использовали нативный инкоботулотоксин А, Xeomin® (Merz Pharma GmbH & Co. KGaA, Германия), и новый непарализующий ботулинический препарат el-iBoNT, подготовленный Dr Charlotte Leese из университета Шеффилд (г. Шеффилд, Великобритания), во время научно-исследовательской стажировки докторанта Жантлеуовой А.К. на базе лаборатории факультета биомедицинских наук университета Шеффилд в 2022 г. Для получения el-iBoNT, который можно представить как (1) LC-Td–syx–SpyCatcher–(2) SpyTag–HC, два рекомбинатных белка: (1) и (2), - были экспрессированы в штамме BL21(DE3) Escherichia coli. Трансформация компетентных клеток проводилась с помощью термического шока, используя вектор pGEX-KG. В результате экспрессии рекомбинантных белков, соединённых с глутатионом S-трансферазой (GST), возможно было провести очистку на гранулах глутатион-сефарозы (GE Healthcare, США) с последующим использованием тромбина. Дальнейшая очистка была достигнута с помощью аффинной хроматографии на колонке Superdex 200 10/200 GL (GE Healthcare, США). Выход белка составил приблизительно 200 мкг на литр бактериальной культуры. Препарат еl-iBoNT собирался путем смешивания LC-Td–syx–SpyCatcher и SpyTag–HC в течение 2 часов при 4°C в буфере A. Очищенные белки были разделены на аликвоты и хранились при температуре -80°C до последующих экспериментов. Подробный протокол с использованными растворами представлен ниже.

Растворы
Буфер A:
10 мл 1M HEPES pH 7.3 (Fisher BP299 20 mM, США)
10 мл 5M NaCl (100 mM)
Довести до 500 mL H2O
Буфер для лизиса (очистка белков):
10 mL 1M HEPES pH 7.3 (Fisher BP299 20 mM, США)
50 mL 5M NaCl (500 mM)
1 mL 0.5M EDTA (Fisher 15575020 1 mM, США)
Довести до 500 mL H2O
Непосредственно перед использованием добавить 1 таблетку ингибитора протеазы (Roche, 5892970001, Швейцария) на 50 мл буфера.

Буфер с низким содержанием соли:
[bookmark: _Hlk180175125]10 mL 1M HEPES pH 7.3 (Fisher BP299 20 mM, США)
10 mL 5M NaCl (100 mM)
2.5 mL 20% Triton X-100 (Fisher T/3751/08 0.1%, США)
1 mL 0.5M EDTA (Fisher 15575020 1 mM, США)
Довести до 500 mL H2O

Буфер с высоким содержанием соли:
10 mL 1M HEPES pH 7.3 (Fisher BP299 20 mM, США)
100 mL 5M NaCl (1M)
2.5 mL 20% Triton X-100 (Fisher T/3751/08 0.1%, США)
1 mL 0.5M EDTA (Fisher 15575020 1 mM, США)
Довести до 500 mL H2O

Питательная среда 2-YT 
Растворить 16g 2-YT бульона (Invitrogen 22712020, США) в 1 L dH2O. Перед использованием автоклавировать.

Насыщенная питательная среда 2-YT 
Растворить 32g 2-YT бульона (Invitrogen 22712020, США) + 2,5g (Na2HPO4, Sigma S5136, США) в 1 L dH2O. Перед использованием автоклавировать.

Разделяющий (нижний) гель:
1.33 mL dH2O
2.0 mL 50% глицерина (стерилизованного)
2.5 mL буфера для разделяющего геля (1.5M Tris pH 8.8)
4 mL протогеля (30% (w/v) акриламида, 0.8% (w/v) бис-акриламида)
100 uL 10% SDS (в воде)
Добавить непосредственно перед заливкой геля:
80 uL 10% (w/v) персульфата аммония (APS)
8 uL TEMED

Концентрирующий (верхний) гель:
3.8 mL dH2O
1.5 mL буфера для концентрирующего геля (0.5M Tris pH 6.8)
600 uL протогеля (30% (w/v) акриламида, 0.8% (w/v) бис-акриламида)
60 uL 10% SDS (в воде)
Добавить непосредственно перед заливкой геля:
80 uL 10% (w/v) персульфата аммония (APS)
8 uL TEMED

4X загрузочный буфер для SDS-PAGE:
3,2 g SDS 
20 mL 0,5М Tris-HCl, pH 6.8  
640 μL 0,5М EDTA
16 mL 50% глицерина  
2,5 mL H2O
1,5 бромфенолового синего 
Для приготовления 2X загрузочного буфера разбавьте 4X загрузочный буфер равным количеством H2O. Для приготовления 1X загрузочного буфера смешайте 1 часть 4X загрузочного буфера с 3 частями H2O.

Протокол
Трасформация BL21-gold (DE3) pLysS компетентных клеток (Agilent 200132, США)
День 1
1. Включите водяную баню и установите температуру 42ºC, предварительно охладив 1,5 mL микроцентрифужные пробирки на льду.
2. Разморозьте аликвоту клеток pLysS, используйте 30 µL для каждой трансформации.
3. Добавьте 1 µL ДНК (не более 10% от объема клеток) и аккуратно перемешайте. Инкубируйте 30 минут на льду.
4. Поместите на водяную баню на 30 сек, затем сразу же на лед на 5 мин.
5. Добавьте 300 µL питательной среды 2-YT и инкубируйте в шейкере в течение 1 ч.
6. Поместите на два планшета с 50 µg/mL хлорамфениколом и 100 µg/mL ампициллином.
7. Инкубируйте при 37ºC в течение ночи.

Низкотемпературная экспрессия и очистка слитых белков GST
День 2
1. Приготовьте 500 mL насыщенной питательной среды 2-YT в 2 L колбах Эрленмейера и отправьте в автоклав.
2. Приготовьте одну пробирку с 5 mL питательной среды 2-YT + 5 µL хлорамфениколом и 5 µL ампициллина для каждой колбы.
3. Добавьте бактерии, взяв одну колонию со свежего планшета с помощью инокуляционной петли, перемешайте бактерии в среде и инкубируйте в течение ночи при 37ºC.

День 3
1. В каждую колбу объемом 500 mL с насыщенной питательной средой 2-YT добавьте 500 µL ампициллина и 500 µL хлорамфеникола, затем влейте 5 mL ночной культуры дня 2. Инкубируйте в течение 2-4 ч при 37ºC: пока оптическая плотность при 600 нм не достигнет 0,45-0,6.
2. Добавьте 500 mL 100 мМ ИПТГ и инкубируйте в течение ночи при 22ºC.
День 4
1. Центрифугируйте бактерии при ~4700 об/мин в течение 15 минут и перелейте супернатант в пустую колбу. Добавьте дезинфицирующее средство в отходы. Приготовьте буфер для лизиса, добавив 2 таблетки ингибиторов протеаз Ultra Cоmplete (Roche, 5892970001, Швейцария) в 100 мл буфера для лизиса и оставив вращаться до растворения.
2. После этого работайте на льду. Суспендируйте в 10 mL буфера для лизиса. Поместите в 50 mL пробирку. Затем промойте флакон для центрифугирования дополнительным объемом 5 mL буфера для лизиса и добавьте в пробирку.
3. Заморозьте пробирку на боку в морозильной камере при температуре -80°C в течение 45 минут. Разморозьте, поместив в воду с температурой 50°C на 10 минут, затем поместите на шейкер на 1 час при 37°C.
4. Добавьте 10 µL 1M MgCl2 и 2 mg дезоксирибонуклеазы I из бычьей поджелудочной железы (Sigma DN25, США). Оставьте на шейкере при комнатной температуре на 10 мин.
5. Добавьте 3 mL 20% Triton X-100 и вращайте в течение 20 мин при 4ºC. 
6. Тем временем пипетируйте 0,5 mL гранул глутатион-сефарозы (GE Healthcare 17–0756, США) в пробирку объемом 15 mL (одна пробирка на 500 mL культуры). Промойте гранулы в буфере с низким содержанием соли и центрифугируйте при ~2000 об/мин, затем слейте надосадочную жидкость. Повторите дважды. Храните гранулы на льду до надобности.
7. Вылейте супернатант из шага 5 на гранулы из шага 6 и инкубируйте в центрифуге при 4ºC в течение 1 ч - 1 ч 30 мин.
8. Центрифугируйте гранулы при ~2000 об/мин в течение 1 мин. 
9. Промойте гранулы дважды, как в шаге 6, используя буфер с высоким содержанием соли.
10. Промойте гранулы дважды, как в шаге 6, используя буфер с низким содержанием соли.
11. Ресуспендируйте в 7 mL буфера с низким содержанием соли (до 7,5 mL).
12. Залейте гранулы глицерином до объема 15 mL и хорошо перемешайте с помощью ротатора в холодильной камере перед хранением при температуре -20ºC.


Расщепление GST тромбином
День 5
На 0,5 mL белка на гранулах:
1. Промойте гранулы дважды холодным буфером А, чтобы удалить Triton X-100, который мешает быстрой белковой жидкостной хроматографии.
2. Перенесите гранулы в микроцентрифужную пробирку объемом 2 mL.
3. Добавьте 20 µL 250 U/mL бычьего тромбина (Sigma T6634, США) в воду и вращайте в течение 60 минут при 20°C.
4. Перенесите гранулы в спин-колонки (Generon GEN-MSF500, США) по 700 µL за раз и центрифугируйте в течение 1 мин при >13000 об/мин, чтобы отделить гранулы от элюированного белка. Перенесите элюированный белок в новую спин-колонку и повторяйте процедуру до тех пор, пока все бусины не будут отфильтрованы. 
5. Перенесите элюат на концентрационную колонку Vivaspin с соответствующим размером пор мембраны. (Sartorus - VS0201 для белков >10 кДа, VS0261 для белков >100 кДа, Германия). Для концентрирования центрифугируйте при 5000 об/мин и проверяйте каждые 5 мин, пока объем образца не составит ~ 0,5 mL. Перенесите концентрированный элюат на свежую спин-колонку (Generon GEN-MSF500, США) и прокрутите в течение 1 мин на максимальной скорости, чтобы удалить пузырьки и пену.
6. Загрузите образец на колонку Superdex 200 10/200 GL (GE Healthcare, США) и пропустите через нее буфер А со скоростью 0,5 mL/min, отбирая фракции по 500 µL. 
7. Объедините фракции и храните при -80°C.

Подготовка связанных молекул el-iBoNT
1. В буфере A смешать 1 μМ очищенного белка LHn-Spycatcher-ex с 2 мкМ белка Spytag-Hc/A. Инкубировать при ~4°C в течение 2 часов.  
2. Провести 5 μL белковой смеси на 12% Bis-Tris SDS-PAGE геле (Invitrogen NUPAGE Novex NP0343) в MES SDS буфере для электрофореза (Invitrogen NUPAGE NP0002) при 180 mV в течение 50 min. Затем окрасить гель, чтобы проверить, правильно ли образовался комплекс. Оставшуюся пробу хранить при 4°C.
3. Для дальнейшей очистки загрузить пробу на колонку для эксклюзионной хроматографии (GE Healthcare 28990944 Superdex 200 Increase 10/300 GL) и пропустить буфер A через колонку со скоростью 0,5 mL/min, собирая фракции по 500 μL. 
4. Выберите фракции, содержащие белок (это можно проверить по UV-графику), и проведите 5 μL на 12% Bis-Tris SDS-PAGE геле (Invitrogen NUPAGE Novex NP0343) в MES SDS буфере (Invitrogen NUPAGE NP0002) при 180 mV в течение 50 min.
5. Окрасьте SDS-PAGE гель и храните полезные фракции при -80°C. 


Изготовление гелей для SDS-PAGE
1. Соберите пластины для геля, убедившись, что их нижние края находятся на одном уровне (большая пластина сзади кассеты, два разделителя на верхней части большой пластины, затем маленькая пластина спереди кассеты).
2. Поместите пластины в держатель и проверьте, что их нижние края герметично прилегают к резиновому уплотнению держателя.
3. Смешайте реагенты для разделяющего геля (реагенты для концентрирующего геля также можно смешать заранее, но APS и TEMED добавляйте только перед заливкой геля).
4. Добавьте APS и TEMED в раствор для разделяющего геля, пипетируйте 5 мл этого раствора в собранные пластины.
5. До застывания геля используйте 1 мл шприц с тонкой иглой, чтобы нанести небольшой слой воды поверх разделяющего геля. Оставьте застывать на 15–20 минут.
6. Уберите излишки воды с поверхности разделяющего геля с помощью бумажной салфетки. Убедитесь, что гребни (комбы) для концентрирующего геля готовы к использованию.
7. Смешайте реагенты для концентрирующего геля (если это еще не сделано), добавьте APS и TEMED.
8. Пипетируйте раствор концентрирующего геля поверх застывшего разделяющего геля до верхнего края пластин.
9. Вставьте гребень в концентрирующий гель под углом, чтобы избежать образования пузырей. Оставьте застывать на 15–20 минут или до использования. Если гель не нужен сразу, оберните кассету (с установленным гелем) влажной салфеткой, затем пищевой пленкой, и храните при 4°C до момента использования (подходит для хранения до недели).
10. Перед использованием удалите гребень и промойте лунки водой, используя 5 мл шприц с толстой иглой. 

[bookmark: _Hlk166512836]2.3 Объект исследования
В исследовании использовали половозрелых самцов белых лабораторных крыс, рожденных и выращенных в условиях учебно-научной лабораторной базы Казахского национального университета имени аль-Фараби. Всех животных содержали в условиях естественного освещения при температуре 21–22°C в клетках с твердым полом и мягкой подстилкой по 2–3 особи. Животным была обеспечена полноценная сбалансированная по содержанию питательных веществ диета, состоящая из гранул комбинированного корма и зерновой смеси для крыс. Пища и вода предоставлялись ad libitum. 
Перед поведенческими тестированиями животные были тщательно приучены к испытательному оборудованию и процедурам, которые проводились строго с 8:00 до 14:00. 
Изначально в исследование было включено 60 крыс. Животные были разделены на две экспериментальные модели: 25 крыс для модели хронической мигрени и 35 крыс для модели болевой диабетической периферической нейропатии.
В группе ХМ одна крыса погибла до начала эксперимента, в связи с чем в дальнейшем исследовании приняли участие 24 особи. Они были распределены на 4 группы (по 6 животных в каждой) в зависимости от вводимых препаратов:
1. CTRL (n=6): физиологический раствор + физиологический раствор;
2. CTRL-NTG (n=6): физиологический раствор + нитроглицерин (NTG), 10 мг/кг;
3. BONT-NTG (n=6): ботулотоксин типа А (BoNT/A), 5 ЕД + NTG, 10 мг/кг;
4. ELI-NTG (n=6): модифицированный ботулотоксин (el-iBoNT), 20 нг + NTG, 10 мг/кг.
В группе БДПН 5 крыс погибло, предположительно из-за гипергликемии, а еще 4 крысы были исключены из исследования, поскольку у них не развилась гипергликемия или гипералгезия. Оставшиеся 26 животных с подтвержденной гипералгезией были включены в исследование и разделены на 4 группы следующим образом:
1. CTL (n=6): физиологический раствор + физиологический раствор;
2. STZ-CTL (n=6): стрептозотоцин (STZ), 45 мг/кг + физиологический раствор;
3. STZ-BONT (n=7): STZ, 45 мг/кг + BoNT/A, 5 Ед;
4. STZ-ELI (n=7): STZ, 45 мг/кг + el-iBoNT, 20 нг.
Таким образом, окончательный анализ включал 50 животных, распределенных между двумя моделями и соответствующими экспериментальными группами.

[bookmark: _Hlk166512841]2.4 Животные модели хронической боли

2.4.1 Нитроглицерин-индуцированная модель хронической мигрени
Эпизоды мигрени были индуцированы с помощью пяти внутрибрюшинных инъекций NTG, вводимых каждые два дня в течение девяти дней [136, стр. 270]. Крысу анестезировали в индукционной камере с помощью хлороформа. После животное извлекали и фиксировали, инсулиновый шприц (1 mL; игла 30G), вставляли в нижний правый квадрант живота под углом 30-45°, вводили необходимый объем вещества в расчете 10 mg/kg. Животное помещали в клетку для восстановления и наблюдали в течение нескольких минут. В качестве контроля использовали 0,9% физиологический раствор. Для расчета вводимого объема измеряли вес животного в день исследования. В модели использовали оборудование, реагенты и материалы в соотвествии с таблицей 2.1.


[bookmark: _Hlk166512858]Таблица 2.1 – Оборудование, реагенты и материалы, необходимые для индукции мигрени

	Оборудование
	Реагент
	Расходный материал

	Электронные весы для крыс (±1 g)
	Хлороформ (База №1 химических реактивов, РФ)
	Инсулиновые шприцы (1 mL)

	
	Физиологический раствор (Santo, РК)
	Одноразовые пеленки

	
	Нитроглицерин (10 mg/mL; EGIS, Венгрия)
	Вата


[bookmark: _Hlk166512867]
2.4.2 Стрептозотоцин-индуцированная модель болевой диабетической периферической нейропатии
Индукция гипергликемии проводилась с помощью одной внутрибрюшинной инъекции STZ, растворенного в натрий-цитратном буфере. Крысу анестезировали в индукционной камере с помощью хлороформа. После животное извлекали и фиксировали, инсулиновый шприц (1 mL; игла 30G), вставляли в нижний правый квадрант живота под углом 30-45°, вводили необходимый объем вещества в расчете 45 mg/kg [169, стр. 2]. Животное помещали в клетку для восстановления и наблюдали в течение нескольких минут. В качестве контроля использовали натрий-цитратный буфер. Для расчета вводимого объема измеряли вес животного в день исследования. В первые 48 часов после инъекции в качестве единственного источника питья животным был доступен раствор сахарозы. Через 72 ч после инъекции проводили замер уровня глюкозы в крови, который повторяли еженедельно. Показатели выше 250 mg/dL свидетельствовали о развившейся гипергликемии. Подробный протокол с использованными растворами представлен ниже. В модели использовали оборудование, реагенты и материалы в соответствии с таблицей 2.2. 

[bookmark: _Hlk166512874]Таблица 2.2 – Оборудование, реагенты и материалы, необходимые для индукции гипергликемии

	Оборудование
	Реагент
	Расходный материал

	Электронные весы для крыс (±1 g)
	Хлороформ (База №1 химических реактивов, РФ)
	Инсулиновые шприцы (1 mL)

	Электронные весы для реагентов (±0,1 mg)
	Физиологический раствор (Santo, РК)

	Одноразовые шприцы (2 mL)

	Вытяжной шкаф
	Стрептозотоцин (Sisco Research Laboratories, 
	Микропробирки (2 mL)



Продолжение таблицы 2.2
	
	Индия)
	

	Глюкометр и тест-полоски
	Моногидрат лимонной кислоты (C6H8O7·H2O; Лабхимпром, РФ)
	pH-тест индикаторные лакмусовые полоски универсальные

	Дозатор (20-200 µL)
	Дигридрат тринатрийцитрата (C8H5O7Na3·2H2O; Лабхимпром, РФ)
	Наконечники для дозатора на 2-200 µL

	Коническая колба (500 mL)
	Сахароза
	Одноразовые пеленки

	Мерный стакан (50 mL)
	
	Алюминиевая фольга

	Стеклянные пробирки (10 mL)
	
	Вата



Растворы
Натрий-цитратный буфер, pH 5.5
Растворить 210,14 mg моногидрата лимонной кислоты в 100 mL dH2O, чтобы получить 10 мМ раствор лимонной кислоты. Растворить 294,10 mg дигидрата тринатрийцитрата в 100 mL dH2O с получением 10 мМ раствора цитрата натрия. Добавлять раствор лимонной кислоты к раствору цитрата натрия до pH 5,5. Готовить непосредственно перед применением. 

Раствор стрептозотоцина
Рассчитать количество стрептозотоцина, необходимое для инъекций в одном эксперименте, используя конечную дозу 45 mg/kg. Непосредственно перед использованием содержимое одной микроцентрифужной пробирки с STZ, покрытой алюминиевой фольгой, смешать с достаточным количеством натрий-цитратного буфера, чтобы получить раствор с концентрацией 50 mg/mL. 

Раствор сахарозы
Растворить 100 g сахарозы в 1 L водопроводной воды. Хранить до 3 дней при температуре от 5°C до 10°C.

Протокол
Индукция гипергликемии
1. Для облегчения внутрибрюшинной абсорбции препарата за 4–6 часов до введения препарата ограничить доступ к корму.
2. Взвесить всех животных на весах.
3. Непосредственно перед использованием (т. е. в течение 15–20 минут) приготовить раствор STZ с концентрацией 50 мг/мл.
4. Набрать в шприц для инсулина объемом 1 мл с иглой 30 G раствор так, чтобы конечная доза составила 45 мг/кг. 
5. Сделать инъекцию крысе сразу после наполнения шприца, чтобы свести к минимуму воздействие света на содержимое шприца.
6. Расположить инъецированных крыс в клетках с твердым полом и мягкой подстилкой.

Измерение глюкозы в крови
1. Вставить тест-полоску в глюкометр.
2. Осторожно прижать шприц для прокалывания к кончику хвоста.
3. Прикоснуться активной областью тест-полоски глюкометра к капле крови. Подождать пока глюкометр проанализирует образец крови (~ 5 секунд).

[bookmark: _Hlk166512885]2.5 Поведенческие тесты
В NTG-индуцированной модели боли поведенческое тестирование начиналось через 30 минут после инъекции NTG с фотографирования «гримасы крысы», после следовал тест Харгривза на определение изменения порога температурной чувствительности. Электронный тест вон Фрея проводился через 4 часа после инъекции. Базовые показатели были определены за 7 дней до первой инъекции. Тесты проводились после каждой инъекции NTG на протяжении 10 дней в соответствии с рисунком 2.1А.
В STZ-индуцированной модели боли механическую аллодинию и тепловую гипералгезию оценивали один раз в неделю после инъекции STZ. Базовые показатели были определены за 2 дня до инъекции. Тесты проводились на протяжении 6 недель в соответствии с рисунком 2.1Б

	А) 
	[image: ]

	Б) 

	[image: Изображение выглядит как линия, диаграмма, Шрифт, снимок экрана

Автоматически созданное описание]



[bookmark: _Hlk166512917]Рисунок 2.1 – Таймлайн проведения поведенческих тестов. (А) Модель ХМ; (Б) Модель БДПН
[bookmark: _Hlk166512893]2.5.1 Электронный тест вон Фрея (механическая чувствительность)
Крыс помещали в камеры из плексигласа, расположенные на приподнятой решетке, давали им акклиматизоваться. По истечении времени акклиматизации подошвенную поверхность лапы стимулировали пластиковым наконечником аппарата вон Фрея. Порог определяли как давление, при котором крысы отрывает лапку. Измерение проводили трижды для каждого животного. Оборудование тщательно очищали после каждого использования. Для теста использовали оборудование и материалы, представленные в таблице 2.3. Подробный протокол представлен ниже.
[bookmark: _Hlk166512961]
Таблица 2.3 – Оборудование и материалы, необходимые для проведения теста вон Фрея

	Оборудование
	Расходный материал

	Аппарат вон Фрея (BioSeb, Франция)
	Бумажные полотенца

	Камера для крыс со съемным верхом (2 шт.)

	Дезъинфицирующий раствор (70% этиловый спирт)

	Приподнятая решетка
	Пластиковые наконечники



Протокол
1. Удостовериться, что в комнате для оценки поведения сведены к минимуму внешние раздражители, которые могут вызвать беспокойство у животных. Настроить оборудование. 
2. Поместить крыс в отдельные камеры поверх приподнятого сетчатого пола в соответствии с рисунком 2.2. Акклиматизировать животных в течение 10-15 минут. Во время первоначальных базовых измерений разрешен более длительный период акклиматизации. Повторить шаг в течение как минимум 2 дней до измерения базовых показателей.


[image: Изображение выглядит как зарисовка, рисунок, дизайн, клетка
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[bookmark: _Hlk166512970]Рисунок 2.2 – Схема теста вон Фрея
(Адаптировано из «Behavioral Test Apparatus», BioRender.com (2024). Взято с  сайта https://app.biorender.com/biorender-templates)

3.  Расположить наконечник аппарата непосредственно под центром тестируемой лапы, контролируя процесс визуально, плавно увеличивать давление до тех пор, пока лапа животного не отдергнется из-за механического воздействия. Зарегистрировать давление, при котором произошло поднятие лапы. Последовательные стимулы трижды прикладываются с 3-минутным перерывом между стимуляциями. 

[bookmark: _Hlk166512978]2.5.2 Тест Харгривза (температурная чувствительность)
Крыс помещали в камеры из плексигласа, расположенные на приподнятой платформе, давали им акклиматизоваться. По истечении времени акклиматизации подошвенную поверхность лапы стимулировали тепловым лучем. Порог определяли как время в секундах, которое крысы не отрывали лапку. Измерение проводили трижды для каждого животного. Оборудование тщательно очищали после каждого использования. Для теста использовали оборудование и материалы, представленные в таблице 2.4. Подробный протокол представлен ниже.

[bookmark: _Hlk166512985][bookmark: _Hlk141077367]Таблица 2.4 – Оборудование и материалы, необходимые для проведения теста Харгривза

	Оборудование
	Расходный материал

	Аппарат Харгривза (Ugo Basile, Италия)
	Бумажные полотенца

	Секундомер
	Дезъинфицирующий раствор (70% этиловый спирт)

	Прозрачный пластиковый пол для тестовой зоны (толщиной 2 mm)
	

	Камера для крыс со съемным верхом (2 шт.)
	



Протокол
1. Удостовериться, что в комнате для оценки поведения сведены к минимуму внешние раздражители, которые могут вызвать беспокойство у животных. Настроить оборудование. Установить интенсивность инфракрасного излучения с помощью контроллера на 50 I.R.
2. Поместить крыс в отдельные камеры поверх приподнятого прозрачного пола в соответствии с рисунком 2.3. Акклиматизировать животных в течение 10-15 минут. Во время первоначальных базовых измерений разрешен более длительный период акклиматизации. Повторить шаг в течение как минимум 2 дней до измерения базовых показателей.

[image: Изображение выглядит как дизайн, зарисовка, искусство, иллюстрация
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[bookmark: _Hlk166513003][bookmark: _Hlk184558453]Рисунок 2.3 – Схема теста Харгривза
(Адаптировано из «Behavioral Test Apparatus», BioRender.com (2024). Взято с  сайта https://app.biorender.com/biorender-templates)

3. Расположить инфракрасный излучатель непосредственно под центром тестируемой лапы, используя направляющие линии.
4. Начать тест, нажав кнопку СТАРТ, и наблюдать за лапой животного, пока она не отдергнется из-за теплового воздействия. Зарегистрировать время в секундах. Чтобы убедиться, что во время тестирования не произойдет повреждения тканей, было установлено максимальное пороговое значение задержки, равное 25 секундам. Последовательные стимулы трижды прикладываются с 3-минутным перерывом между стимуляциями. 
Примечание – Необходимо использовать дезинфицирующий раствор и бумажные полотенца для своевременного удаления мочи и фекалий, которые могут искажать результаты эксперимента, мешая поглощению тепла и отражению луча.

[bookmark: _Hlk166513016]2.5.3 Шкала гримасы крысы
Шкала гримасы крысы (ШГК) используется для количественной оценки боли путем изучения черт гримасы крысы по четырем отличительным признакам/функциональным единицам (Приложение Б):
1. Орбитальное сужение: сужение орбитальной области, проявляющееся либо в частичном или полном закрытии глаз, либо в их «сжатии»;
2. Сглаживание носа/щек: уменьшение выпуклости носа и щек, отсутствие складки между щеками и носом;
3. Изменение ушей: уши складываются, скручиваются и наклоняются вперед или наружу, в результате чего приобретают заостренную форму, а пространство между ушами кажется шире;
4. Изменение вибриссов: вибриссы смещаются вперед (в сторону от лица) по сравнению с исходным положением, имеют тенденцию собираться в пучок.
Проявление этих характеристик варьируется в зависимости от наличия и выраженности боли в соответствии с рисунком 2.4.  Каждой из четырех функциональных единиц присваивается оценка по 3-балльной шкале, где 0 - отсутствие изменений, 1 - умеренные изменения, 2 - выраженные изменения.

[image: Изображение выглядит как текст, свинья, мышь
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[bookmark: _Hlk166513024][bookmark: _Hlk184558475]Рисунок 2.4 – Сравнение гримас крысы без/с болью 
(Адаптировано из «Rat Head (Lateral)», BioRender.com (2024). Взято с  сайта https://app.biorender.com/biorender-templates)

Съемка изображений для оценки ШГК
Для оценки крыс помещали по отдельности в прозрачную камеру. Каждую крысу фотографировали с помощью устройства (64 Mpx, Sony IMX682 Exmor RS), расположенного примерно в 15–20 см от животного. Были получены снимки боковой стороны морды крысы. Крыс фотографировали на 0, 2, 4, 6, 8 дни эксперимента в модели боли, вызванной NTG, через 30 минут после инъекции, а также за 7 дней до начала эксперимента, в результате чего было получено в общей сложности 6 изображений для каждой крысы. Не использовались снимки, сделанные во время груминга, сна или активного обнюхивания. Только снимки, содержащие в фокусе все соответствующие отличительные признаки, были использованы в дальнейшем. Полученные изображения оценивались двумя независимыми исследователями. Немаркированные изображения были представлены исследователям в случайном порядке на платформе Google Forms. Оценки усреднялись по двум оценщикам, чтобы получить общий балл боли для каждой крысы. 

[bookmark: _Hlk166513038]2.6 Инъекции ботулинических препаратов
Согласно литературным данным, среднее значение пг на единицу Xeomin® составляет 4,03 ± 0,06 [179]. 
В модели NTG профилактику проводили билатеральными периорбитальными инъекциями 2,5 U Xeomin®/10 ng el-iBoNT за 7 дней до первого спровоцированного эпизода мигрени. Физиологический раствор использовали для контроля. Анестизированную хлороформом крысу располагали в положении лежа на животе хвостом от исследователя, после пальцами защипывали область над глазницами, вводили препарат подкожно. Животное помещали в клетку для восстановления и наблюдения, после возвращали в обычную клетку. 
В модели STZ для контроля боли проводили лечение ботулиническими препаратами на 28 день после инъекции STZ. Лечение заключалось в подошвенной инъекции 5 U Xeomin®/20 ng el-iBoNT. В качестве контроля группе крыс, которым не вводился STZ, а также группе крыс, которым не проводилось лечение, вводили физиологический раствор в объеме 0,05 mL. Анестезированное неподвижное животное помещали на рабочую поверхность в положение лежа на спине хвостом от исследователя. Глубина анестезии подтверждалась исчезновением рефлекса отдергивания в задней лапе при нажатии на лапу. Заднюю лапу очищали, используя 70% этиловый спирт, перед подкожной подошвенной инъекцией. Препарат вводили в центр стопы примерно в течение 5 секунд. После животное помещали в клетку для восстановления и наблюдали в течение 10 минут, прежде чем вернуть в обычную клетку. 
Кроме того, новый ботулинический препарат el-iBoNT (50 нг, 100 нг и 150 нг) вводили в икроножную мышцу крыс для визуальной оценки паралитической активности молекул in vivo. Крыс фотографировали спустя 72 ч после инъекции.

[bookmark: _Hlk166513043]2.7 Статистические методы
Статистический анализ был выполнен с использованием программы Prism 10.1.1, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA и IBM SPSS Statistics for Windows, Version 29.0.1.0 Armonk, NY, USA. Значения представлены в виде средних значений (MEAN) ± стандартной ошибки (S.E.M.). Двусторонний ANOVA со множественными измерениями использовался для определения статистической значимости поведенческих результатов. Статистическая значимость была определена как P<0.05. 

[bookmark: _Hlk166513050][bookmark: _Hlk172813158]
3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

3.1 Структурная характеристика нового непарализующего ботулинического нейротоксина el-iBoNT
Нейротоксин el-iBoNT был сконструирован с использованием изопептидной связи между модифицированными доменами LC-Td и HC. Методы конструирования и очистки подробно описаны в разделе 2.2 «Ботулинические препараты». Кратко, LC-Td (аминокислоты 1–873) был соединен с модулем синтаксина 1А (аминокислоты 2–160) и SpyCatcher, а HC (аминокислоты 874–1296) — с модулем SpyTag. После экспрессии и очистки в E. coli оба компонента были объединены, что привело к образованию стабильного белка в соответствии с рисунком 3.1. Ниже представлены данные электрофореза, демонстрирующие массу нового белка по сравнению с нативным нейротоксином BoNT/A. 

[image: ]

Рисунок 3.1 – Очищенные белки и спонтанная сборка el-iBoNT в 
SDS-PAGE

Дополнительно представлено схематическое изображение нового белка. Длина и масса el-iBoNT составляют 22,8 нм и 182 255 Да, что выше, чем у нативного токсина 12,5 нм и 149 425 Да в соответствии с рисунком 3.2.

[image: Изображение выглядит как текст, снимок экрана, Шрифт, диаграмма
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[bookmark: _Hlk188373895]Рисунок 3.2 – Изменение пространственных параметров el-iBoNT. 
А) Структура нативного ботулинического нейротоксина типа А; 
Б) Структура el-iBoNT
[bookmark: _Hlk166513202]В предыдущих исследованиях [97-104] были описаны аналогичные удлиненные молекулы ботулинического нейротоксина, например, BiTox/A, BiTox/AA, Tetbot, SP-Bot и Derm-Bot. Отличием представленной молекулы el-iBoNT, является использование технологии SpyTag-SpyCatcher, создающей ковалентную изопептидную связь между компонентами нейротоксина. В исследовании Leese [105, стр. 3] результаты показали, что степень расщепления SNAP25 в культуре нейронов дорсального корневого ганглия при использовании el-iBoNT была сопоставима с BoNT/A, что подтверждает сохранение активности и эффективность модифицированного токсина in vitro.

3.2 Определние паралитической активности нового непарализующего ботулинического нейротоксина el-iBoNT
Leese и др. [105, стр. 3] исследовали паралитическую активность изопептидно-связанных молекул BoNT с помощью электромиографии и выяснили, что у животных, которым вводили BoNT, наблюдался значительный двигательный дефицит, в то время как в случае el-iBoNT двигательная функция не отличалась от исходного значения. 
Учитывая эти данные, в нашем исследовании были использованы более высокие дозы, а именно 50 нг, 100 нг и 150 нг в соответствии с рисунком 3.3. Так как считается, что BoNT в полной мере проявляет свою SNAP-25-расщепляющую активность и, следовательно, паралитическое действие на 3-й день после инъекции, визуальную оценку паралитической активности новой молекулы проводили через 72 часа после введения el-iBoNT в икроножную мышцу взрослых крыс с помощью фотографирования животных. Для контроля использовали нативный ботулинический нейротоксин типа А (20 Ед).
Было продемонстрировано, при введении до 150 нг нового препарата в правую икроножную мышцу крысы не проявляли никаких симптомов двигательной дисфункции и сохраняли нормальную подвижность. Однако у крыс, подвергнутых воздействию 20 Ед BoNT/А, пальцы на ипсилатеральной лапе были сжаты, нога вытянута и не выдерживала вес крысы. Животные совершали прыжковые движения и испытывали трудности с равновесием при стоянии на задних лапах.
Молекула el-iBoNT отличается от нативного нейротоксина BoNT/A главным образом наличием соединяющего элемента –syx–SpyCatcher–SpyTag–, который увеличивая размер молекулы почти вдвое, снижает ее способность проникать в узкие длинные нейромышечные синапсы, тем самым ингибируя паралитический эффект, тогда как в сенсорных нейронах, где нервные окончания остаются открытыми, новый нейротоксин остается все также эффективен.




	А) BoNT/A, 20 U
	Б) el-iBoNT, 50 ng
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	В) el-iBoNT, 100 ng
	Г) el-iBoNT, 150 ng
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	Д)

	



[bookmark: _Hlk184558522]Рисунок 3.3 – Изображение крыс 72 часа спустя после инъекции. (А) BoNT/A (20 Ед); (Б-Г) el-iBoNT (50 нг, 100 нг, 150 нг) в правую икроножную мышцу; (Д) Гистограмма, показывающая количество крыс, на которых заметно повлияли инъекции (n = 3)

Таким образом, молекула el-iBoNT представляет собой перспективный инструмент для применения при хронической боли, где использование ботулинического нейротоксина ограничивается его паралитическим эффектом. еl-iBoNT удовлетворяет потребность в создании BoNT, которые не вызывают паралич, но при этом эффективно воздействуют на сенсорные нейроны, что позволяет применять более высокие дозы для достижения более выраженного анальгетического эффекта.
Данная молекула была протестирована на модели нейропатической боли у крыс с повреждением нерва [105, стр. 4], используя наблюдательный анализ и поведенческий тест фон Фрея. Результаты показали, что животные, получившие инъекции el-iBoNT, демонстрировали снижение механической гиперчувствительности и более естественное поведение при ходьбе. Примечательно, что иммуногистохимический анализ тканей спинного мозга и дорсальных корешковых ганглиев не выявил расщепленного SNAP25, что говорит об отсутствии транслокации молекулы в эти области после локальных инъекций. Однако внутриплантарное введение el-iBoNT в дозировке 20 нг способствовало снижению активации микроглии. Это свидетельствует о том, что периферические инъекции el-iBoNT могут положительно влиять на центральные процессы обработки боли, связанные с повреждением нерва. 

3.3 Результаты лечения болевой гиперчувствительности в модели хронической мигрени
Методы, использованные для индукции ХМ, оценки чувствительности, а также лечения, описаны в главах 2.4.1 «Нитроглицерин-индуцированная модель хронической мигрени», 2.5 «Поведенческие тесты», 2.6 «Инъекции ботулинических препаратов». 
Животных (n=24) разделили на 4 группы, в соотвествии с вводимыми препаратами и рисунком 3.4. 
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[bookmark: _Hlk185685338]Рисунок 3.4 – Разделение крыс на группы в модели хронической мигрени

[bookmark: _Hlk166513237]3.3.1 Шкала гримасы крысы 
[bookmark: OLE_LINK2]Было получено 144 изображения (24 крысы, базовые показатели + 5 сессий; Таблицы 3.1–3.4), которые оценивались двумя независимыми исследователями в соответствии с информационной памяткой от NC3RS (Приложение Б). Немаркированные изображения были представлены исследователям в случайном порядке на платформе Google Forms. Каждое изображение оценивалось по шкале от 0 до 2 по орбитальному сужению, сглаживанию носа/щек, изменению ушей, изменению вибриссов в соответствии с рисунком 3.5. Оценки усреднялись по двум оценщикам, чтобы получить общий балл боли для каждой крысы. 

[image: ]

Примечания 
1 1 – изменение ушей, 2 – орбитальное сужение, 3 – сглаживание носа/щек, 4 – изменение вибриссов; 
2 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NT,  ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг)  – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг).

[bookmark: _Hlk166513274][bookmark: _Hlk184558538]Рисунок 3.5 – Репрезентативные изображения гримас крыс 

[bookmark: _Hlk188258304][bookmark: _Hlk184367849]Таблица 3.1 – Изображения, использованные для оценки по ШГК в модели экспериментальной ХМ. Группа CTRL

	№
	БП
	День 0
	День 2
	День 4
	День 6
	День 8

	1
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]

	2
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]

	3
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	4
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	5
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]



Продолжение таблицы 3.1
	6
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Изображения получены через 30 минут после инъекции физраствора/ NTG на день 0 (1 сессия), день 2 (2 сессия), день 4 (3 сессия), день 6 (4 сессия) и день 8 (5 сессия);
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор.



[bookmark: _Hlk188258319]Таблица 3.2 – Изображения, использованные для оценки по ШГК в модели экспериментальной ХМ. Группа CTRL-NTG

	№
	БП
	День 0
	День 2
	День 4
	День 6
	День 8

	1
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]

	2
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	3
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, крыса, мышь, Мышеобразные

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	4
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	5
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	6
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Изображения получены через 30 минут после инъекции физраствора/ NTG на день 0 (1 сессия), день 2 (2 сессия), день 4 (3 сессия), день 6 (4 сессия) и день 8 (5 сессия);
3 CTRL-NTG (n=6) – группа физраствор+NTG.


[bookmark: _Hlk188258345]
Таблица 3.3 – Изображения, использованные для оценки по ШГК в модели экспериментальной ХМ. Группа BONT-NTG

	№
	БП
	День 0
	День 2
	День 4
	День 6
	День 8

	1
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	2
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	3
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	4
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	5
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	6
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, мышь, грызун, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Изображения получены через 30 минут после инъекции физраствора/ NTG на день 0 (1 сессия), день 2 (2 сессия), день 4 (3 сессия), день 6 (4 сессия) и день 8 (5 сессия);
3 BONT-NTG (n=6) – группа BoNT/A+NTG.



[bookmark: _Hlk188258356]Таблица 3.4 – Изображения, использованные для оценки по ШГК в модели экспериментальной ХМ. Группа ELI-NTG

	№
	БП
	День 0
	День 2
	День 4
	День 6
	День 8

	1
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]





Продолжение таблицы 3.4
	2
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, крыса, грызун, Мышеобразные

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	3
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, мышь, грызун, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, мышь, грызун, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]

	4
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, мышь, крыса

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	5
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	6
	[image: Изображение выглядит как млекопитающее, грызун, крыса, мышь

Автоматически созданное описание]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]
	[image: ]

	Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Изображения получены через 30 минут после инъекции физраствора/ NTG на день 0 (1 сессия), день 2 (2 сессия), день 4 (3 сессия), день 6 (4 сессия) и день 8 (5 сессия);
3 УДШ-ТЕП (т=6)  – группа уд-шИщТЕ+ТЕПю



	Оценку межрейтинговой надежности проводили с помощью коммерческого программного обеспечения IBM SPSS Statistics for Windows, Version 29.0.1.0 Armonk, NY, USA. Внутриклассовой коэффициент корреляции (альфа Кронбаха) был рассчитан для каждой функциональной единицы и для общего балла ШГК. Интерпретация коэффициента была основана на методике Landis и Koch [180], где оценка >0,81 считалась «отличной», 0,8–0,61 – «хорошей», 0,6–0,41 – «умеренной», 0,4–0,21 – «удовлетворительной», <0,2 – «плохой». Надежность и согласованность между двумя оценщиками колебалась в зависимости от оцениваемой функциональной единицы (Таблица 3.5). 

[bookmark: _Hlk166513291]Таблица 3.5 – Внутриклассовый коэффициент корреляции (α Кронбаха)

	Функциональная единица
	Внутриклассовая корреляция
	95% доверительный интервал

	
	
	Нижняя граница
	Верхняя граница

	Орбитальное сужение
	0,93
	0,90
	0,95

	Сглаживание ушей
	0,72
	0,62
	0,80


Продолженеи таблицы 3.5
	Изменение вибриссов
	0,50
	0,30
	0,64

	Изменение носа/щек
	0,54
	0,37
	0,67

	Общий балл по ШГК
	0,81
	0,73
	0,86



Общий коэффициент α Кронбаха составил 0,81, при наиболее высоком показателе у орбитального сужения (0,93). Таким образом, орбитальное сужение и даже общий балл ШГК продемонстрировали «отличную» надежность между оценщиками, изменение ушей – «хорошую», когда как сглаживание носа/щек и изменение вибриссов – «умеренную» надежность.	Дальнейший анализ проводили с помощью коммерческого программного обеспечения Prism 10.1.1, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA. Использовали двухсторонний дисперсионный анализ ANOVA с повторными измерениями. За статистически значимые изменения принимали уровень достоверности p<0,05. Внутригрупповое сравнение показало статистически значимые изменения общего балла ШГК и балла по орбитальному сужению в группе CTRL-NTG в дни Д2, Д4, Д6 и Д8. Кроме того, балл орбитального сужения группы BONT-NTG в день Д6 также статистически отличался от БП (Таблицы 3.6, 3.7) в соответствии с рисунками 3.6-3.7.

[bookmark: _Hlk166513303][bookmark: _Hlk184558554]Таблица 3.6 – Внутригрупповые сравнения (с исходным уровнем) показателей ШГК во всех временных точках

	
	p-критерий 
	[95% CI]
	Значимость

	[bookmark: OLE_LINK15]CTRL

	БП vs. Д0
	0,4835
	-0,41 – 1,07
	ns

	БП vs. Д2
	0,0811
	-0,08 – 1,20
	ns

	БП vs. Д4
	0,9995
	-0,54 – 0,62
	ns

	БП vs. Д6
	0,9555
	-0,63 – 0,92
	ns

	БП vs. Д8
	0,3990
	-0,27 – 0,81
	ns

	[bookmark: OLE_LINK16]CTRL-NTG

	БП vs. Д0
	0,0547
	-1,02 – 0,012
	ns

	БП vs. Д2
	0,0031
	-1,59 – -0,50
	**

	БП vs. Д4
	0,0191
	-1,68 – -0,20
	*

	БП vs. Д6
	0,0103
	-1,61 – -0,31
	*

	БП vs. Д8
	0,0031
	-1,43 – -0,45
	**

	[bookmark: OLE_LINK17]BONT-NTG

	БП vs. Д0
	0,8606
	-1,22 – 0,72
	ns

	БП vs. Д2
	0,2102
	-1,43 – 0,30
	ns

	БП vs. Д4
	0,6147
	-1,66 – 0,74
	ns

	БП vs. Д6
	0,2956
	-1,32 – 0,36
	ns

	БП vs. Д8
	0,7881
	-1,37 – 0,74
	ns



Продолжение таблицы 3.6
	ELI-NTG

	БП vs. Д0
	0,9979
	0,81 – 0,98
	ns

	БП vs. Д2
	0,3602
	-0,21 – 0,67
	ns

	БП vs. Д4
	0,9061
	-0,62 – 1,00
	ns

	БП vs. Д6
	0,2721
	-0,19 – 0,74
	ns

	БП vs. Д8
	0,9183
	-0,59 – 0,93
	ns

	Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Д0 – день 0, сессия 1, Д2 – день 2, сессия 2, Д4 –  день 4, сессия 3, Д6 –  день 6, сессия 4, Д8 – день 8, сессия 5;
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг)  – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг). 





Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Д0 – день 0, сессия 1, Д2 – день 2, сессия 2, Д4 –  день 4, сессия 3, Д6 –  день 6, сессия 4, Д8 – день 8, сессия 5;
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг) – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг);
4 Астериск над столбиками указывает на внутригрупповые различия по сравнению с исходным уровнем. *p<0.05, **p<0.01.
[bookmark: _Hlk184558589]
[bookmark: _Hlk166513322]Рисунок 3.6 – Внутригрупповое сравнение общего балла по ШГК 

[bookmark: _Hlk184558618]Таблица 3.7 – Внутригрупповые сравнения (с исходным уровнем) показателей орбитального сужения во всех временных точках

	
	p-критерий 
	[95% CI]
	Значимость

	CTRL

	БП vs. Д0
	0,4473
	-0,3777 – 1,044
	ns


Продолжение таблицы 3.7
	БП vs. Д2
	0,2170
	-0,2788 – 1,279
	ns

	БП vs. Д4
	0,2170
	-0,2788 – 1,279
	ns

	БП vs. Д6
	0,4473
	-0,3777 – 1,044
	ns

	БП vs. Д8
	0,8358
	-0,6633 – 1,163
	ns

	CTRL-NTG

	БП vs. Д0
	0,2230
	-2,144 – 0,4777
	ns

	БП vs. Д2
	0,0034
	-2,044 – -0,6223
	**

	БП vs. Д4
	0,0139
	-2,163 – -0,3367
	*

	БП vs. Д6
	0,0337
	-2,221 – -0,1121
	*

	БП vs. Д8
	0,0007
	-1,727 – -0,7731
	***

	BONT-NTG

	БП vs. Д0
	0,9939
	-1,589 – 1,255
	ns

	БП vs. Д2
	0,5564
	-2,288 – 0,9546
	ns

	БП vs. Д4
	0,7849
	-2,524 – 1,357
	ns

	БП vs. Д6
	0,0040
	-1,551 – -0,4493
	**

	БП vs. Д8
	0,7354
	-1,698 – 0,8651
	ns

	ELI-NTG

	БП vs. Д0
	>0,9999
	-1,231 – 1,231
	ns

	БП vs. Д2
	0,9912
	-0,5722 – 0,7388
	ns

	БП vs. Д4
	0,9939
	-1,255 – 1,589
	ns

	БП vs. Д6
	0,4473
	-0,3777 – 1,044
	ns

	БП vs. Д8
	>0,9999
	-1,231 – 1,231
	ns

	Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Д0 – день 0, сессия 1, Д2 – день 2, сессия 2, Д4 –  день 4, сессия 3, Д6 –  день 6, сессия 4, Д8 – день 8, сессия 5;
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг) – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг).





Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Д0 – день 0, сессия 1, Д2 – день 2, сессия 2, Д4 –  день 4, сессия 3, Д6 – день 6, сессия 4, Д8 – день 8, сессия 5;
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг) – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг);
4 Астериск над столбиками указывает на внутригрупповые различия по сравнению с исходным уровнем. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

[bookmark: _Hlk184558602]Рисунок 3.7 – Внутригрупповое сравнение орбитального сужения 

Группы CTRL и CTRL-NTG продемонстрировали значимые различия при межгрупповом сравнении ШГК и орбитального сужения на Д0-Д8. При сравнении групп CTRL-NTG и BONT-NTG не было обнаружено значимых различий на протяжении всего эксперимента. Различия между группами CTRL-NTG и ELI-NTG достигли статистической значимости в большинстве случаев (Д2-Д8 для ШГК, Д0-Д8 для орбитального сужения). Животные группы ELI-NTG также демонстрировали статистически значимые низкие показатели ШГК по сравнению с BONT-NTG (Д2, Д6 для ШГК, Д6 для орбитального сужения; Таблицы 3.8, 3.9) в соответствии с рисунками 3.8-3.9.

[bookmark: _Hlk184558645][bookmark: _Hlk166513348]Таблица 3.8 – Межгрупповое сравнение показателей ШГК во всех временных точках

	
	p-критерий 
	[95% CI]
	Значимость

	CTRL vs. CTRL-NTG

	БП 
	0,9920
	-0,4314 – 0,5147
	ns

	Д0
	0,0406
	-1,550 – -0,03293
	*

	Д2
	<0,0001
	-1,851 – -1,279
	****

	Д4
	0,0159
	-1,686 – -0,1873
	*

	Д6
	0,0114
	-1,838 – -0,2891
	*

	Д8
	0,0019
	-1,821 – -0,5124
	**

	CTRL-NTG vs. BONT-NTG

	БП 
	0,9907
	-0,5029 – 0,4195
	ns

	Д0
	0,8063
	-0,5042 – 0,9209
	ns

	Д2
	0,3406
	-0,4016 – 1,282
	ns

	Д4
	0,5099
	-0,5543 – 1,431
	ns

	Д6
	0,2657
	-0,2800 – 1,157
	ns

	Д8
	0,1350
	-0,1685 – 1,332
	ns

	CTRL-NTG vs. ELI-NTG

	БП 
	0,9613
	-0,4373 – 0,6007
	ns

	Д0
	0,0532
	-0,008581 – 1,342
	ns

	Д2
	<0,0001
	0,9697 – 1,744
	****

	Д4
	0,0007
	0,5854 – 1,828
	***

	Д6
	<0,0001
	0,8700 – 1,760
	****

	Д8
	0,0003
	0,6412 – 1,735
	***


Продолжение таблицы 3.8
	BONT-NTG vs. ELI-NTG

	БП 
	0,7921
	-0,3003 – 0,5469
	ns

	Д0
	0,2760
	-0,2690 – 1,186
	ns

	Д2
	0,0338
	0,07739 – 1,756
	*

	Д4
	0,1431
	-0,2353 – 1,772
	ns

	Д6
	0,0205
	0,1469 – 1,606
	*

	Д8
	0,1392
	-0,1720 – 1,385
	ns

	Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Д0 – день 0, сессия 1, Д2 – день 2, сессия 2, Д4 – день 4, сессия 3, Д6 –  день 6, сессия 4, Д8 – день 8, сессия 5;
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг) – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг).



	

	


	

	



Примечания 
1 БП – базовые показатели;
2 Д0 – день 0, сессия 1, Д2 – день 2, сессия 2, Д4 –  день 4, сессия 3, Д6 –  день 6, сессия 4, Д8 – день 8, сессия 5;
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг) – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг);
4 Астериск над столбиками указывает на внутригрупповые различия по сравнению с исходным уровнем. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
[bookmark: _Hlk166513361][bookmark: _Hlk184558669]
Рисунок 3.8 - Межгрупповое сравнение общего балла по ШГК
[bookmark: _Hlk184558682]Таблица 3.9 – Межгрупповое сравнение показателей по орбитальному сужению во всех временных точках

	
	p-критерий 
	[95% CI]
	Значимость

	CTRL vs. CTRL-NTG

	БП 
	0,9045
	-0,9241 to 0,5908
	ns

	Д0
	0,0015
	-2,091 to -0,5759
	**

	Д2
	<0,0001
	
	****

	Д4
	<0,0001
	-2,224 to -1,609
	****

	Д6
	<0,0001
	-2,291 to -1,043
	****

	Д8
	0,0002
	-2,290 to -1,043
	***

	CTRL-NTG vs. BONT-NTG

	БП 
	0,9845
	-0,8135 to 0,6468
	ns

	Д0
	0,4517
	-0,6217 to 1,788
	ns

	Д2
	0,3198
	-0,5253 to 1,692
	ns

	Д4
	0,4043
	-0,6317 to 1,798
	ns

	Д6
	0,9744
	-0,5536 to 0,7202
	ns

	Д8
	0,0983
	-0,1474 to 1,647
	ns

	CTRL-NTG vs. ELI-NTG

	БП 
	0,7753
	-0,5530 to 1,053
	ns

	Д0
	0,0387
	0,05668 to 2,110
	*

	Д2
	0,0007
	1,052 to 2,282
	***

	Д4
	0,0002
	1,043 to 2,290
	***

	Д6
	<0,0001
	1,335 to 2,165
	****

	Д8
	0,0076
	0,5141 to 2,486
	**

	BONT-NTG vs. ELI-NTG

	БП 
	0,6037
	-0,4766 to 1,143
	ns

	Д0
	0,6542
	-0,8080 to 1,808
	ns

	Д2
	0,0549
	-0,02313 to 2,190
	ns

	Д4
	0,0819
	-0,1365 to 2,303
	ns

	Д6
	0,0002
	1,043 to 2,290
	***

	Д8
	0,2363
	-0,3747 to 1,875
	ns

	Примечания 
1 БП – базовые показатели;
2 Д0 – день 0, сессия 1, Д2 – день 2, сессия 2, Д4 –  день 4, сессия 3, Д6 –  день 6, сессия 4, Д8 – день 8, сессия 5;
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг)  – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг).



	

	


	

	




Примечания
1 БП – базовые показатели;
2 Д0 – день 0, сессия 1, Д2 – день 2, сессия 2, Д4 –  день 4, сессия 3, Д6 –  день 6, сессия 4, Д8 – день 8, сессия 5;
3 CTRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг)  – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг);
4 Астериск над указывает на внутригрупповые различия. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
[bookmark: _Hlk184558698]
Рисунок 3.9 - Межгрупповое сравнение орбитального сужения

Как отмечал Harris [152, стр. 69], «орбитальное сужение является одним из четырех признаков, составляющих шкалу гримас крысы, и считается самым простым для наблюдения и количественной оценки в данной модели мигрени у грызунов». В нашем исследовании группа NTG демонстрировала более высокие показатели, которые оставались относительно стабильными на протяжении пяти сеансов тестирования по сравнению с контрольной группой. Этот результат согласуется с данными, подтверждающими, что «введение глицерилтринитрата провоцирует начальную острую гипералгезию, за которой следует более типичный эпизод мигрени». Предполагается, что орбитальное сужение в этот период может быть поведенческим проявлением фоточувствительности при мигрени.
Группа BoNT/A демонстрировала более низкие показатели гримас по сравнению с группой NTG, хотя разница не достигла значимого уровня. В свою очередь, группа el-iBoNT показывала значительно более низкие значения на всех временных точках. Новый непаралитический токсин оказался более эффективным в снижении болевых проявлений, оцененных по шкале гримас крысы, по сравнению с нативным нейротоксином. Эти результаты свидетельствуют о высокой перспективности применения el-iBoNT для лечения хронической мигрени.
[bookmark: _Hlk166513372]
3.3.2 Электронный тест вон Фрея
В дни инъекций раствора нитроглицерина (10 мг/кг) в/б у животных развилась механическая гиперчувствительность, измеряемая как снижение механического порога на задних лапах в соответствии с рисунком 3.10А. Экстракраниальные инъекции BoNT/A (5 Ед) и el-iBoNT (20 нг) за пять дней до начала индукции ХМ сохраняли механический порог на уровне сравнимым с нативными животными в соответствии с рисунками 3.10Б-3.10В.

	А)

	
[image: Изображение выглядит как текст, Шрифт, логотип, символ

Автоматически созданное описание]

	Б)

	
[image: ][image: Изображение выглядит как текст, Шрифт, логотип, символ

Автоматически созданное описание]

	В)

	
[image: ][image: Изображение выглядит как текст, Шрифт, логотип, символ

Автоматически созданное описание]



[bookmark: _Hlk166513395]Примечания
1 -7 – за 7 дней до индукции ХМ, 0, 2, 4, 6, 8 – дни индукции ХМ;
2 CNRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг) – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг);
3 Астериск указывает на внутригрупповые различия по сравнению с исходным уровнем. 

Рисунок 3.10 – Развитие механической гиперчувствительности

Электронный вон Фрей доказал свою эффективность как чувствительный инструмент для оценки механической гиперчувствительности. Одним из главных его преимуществ является значительное сокращение времени эксперимента: для каждого животного достаточно провести до четырех измерений, тогда как ручной метод требует многократного применения отдельных нитей. Это не только уменьшает риск сенсибилизации лапы, но и снижает вероятность формирования условных поведенческих реакций при повторных тестированиях. Кроме того, электронный фон Фрей уже успешно использовался в исследованиях механической гиперчувствительности в моделях хронической мигрени [136, 151, 153, 155]. Результаты настоящего исследования согласуются с ранее опубликованными данными, что подтверждает высокую воспроизводимость и надежность метода.

3.3.3 Тест Харгривза
На четвертый, шестой и восьмой дни инъекций раствора нитроглицерина (10 мг/кг) в/б у животных развилась температурная гиперчувствительность, измеряемая как снижение латентного периода в ответ на нагревание медиальной поверхности задней лапы. Экстракраниальные инъекции BoNT/A (5 Ед) и el-iBoNT (20 нг) за пять дней до начала индукции ХМ сохраняли температурный порог на уровне сравнимым с нативными животными только на 8 день в соответствии с рисунком 3.11.

[image: Изображение выглядит как текст, диаграмма, снимок экрана, График

Автоматически созданное описание]

Примечания 
1 -7 – за 7 дней до индукции ХМ, 0, 2, 4, 6, 8 – дни индукции ХМ;
2 CNRL (n=6) – группа физраствор+физраствор, CTRL-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа физраствор+NTG, BONT-NTG (n=6; NTG, 10 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, ELI-NTG (n=6; BoNT/A, 5 Ед + NTG, 10 мг/кг) – группа el-iBoNT+NTG (el-iBoNT, 20 нг + NTG, 10 мг/кг);
3 Астериск указывает на внутригрупповые различия по сравнению с исходным уровнем. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

[bookmark: _Hlk184558754]Рисунок 3.11 – Развитие температурной гиперчувствительности

Таким образом, в условиях модели хронической мигрени в случае механической гиперчувствительности эффект сохранялся на протяжении всего периода наблюдений, тогда как в отношении температурной гиперчувствительности защитное действие отмечалось лишь на позднем этапе. Эти данные подтверждают эффективность el-iBoNT в снижении гиперчувствительности при хронической мигрени, демонстрируя их потенциал как профилактических средств. Однако различия в сроках и степени действия на механическую и температурную гиперчувствительность указывают на необходимость дальнейших исследований для понимания механизмов действия и длительности эффекта.

3.4 Результаты лечения болевой гиперчувствительности в модели болевой диабетической периферической нейропатии
Методы, использованные для индукции БДПН, оценки чувствительности, а также лечения, описаны в главах 2.4.2 «Стрептозотоцин-индуцированная модель диабетической нейропатии», 2.5 «Поведенческие тесты», 2.6 «Инъекции ботулинических препаратов». 

3.4.1 Индукция гипергликемии 
[bookmark: OLE_LINK4]Чтобы вызвать гипергликемию, основной признак диабета, мы вводили взрослым половозрелым самцам крыс одну дозу STZ (45 мг/кг, внутрибрюшинно). Средний уровень глюкозы в крови в группе STZ был выше 410 мг/дл (без голодания) в течение всего эксперимента в соответствии с рисунком 3.12 и таблицей 3.10. В группе STZ наблюдались другие проявления диабета, включая снижение массы тела в соответствии с рисунком 3.13 и таблицей 3.11, полидипсию, полиурию, полифагию (данные не приведены).


Примечания
1 -2 – за 7 дней до индукции СД, 0, 3, 7, 14, 21, 28, 25,42 – дни после инъекции STZ;
2 CТL (n=6) – группа физраствор,  STZ (n=20; STZ, 45 мг/кг) – группа стрептозотоцина;
3 Астериск указывает на межгрупповые различия. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

[bookmark: _Hlk184558789]Рисунок 3.12 – Изменение веса (%)

[bookmark: _Hlk184558806]Таблица 3.10 – Средние показатели изменения веса крыс в течение всего эксперимента (%)

	День
	CTL
	STZ

	
	MEAN
	SEM
	N
	MEAN
	SEM
	N

	-2
	0
	0
	6
	0
	0
	20

	0
	-1,155
	0,74201
	6
	1,0525
	0,934297
	20

	3
	-0,34
	1,397658
	6
	-6,353
	0,898532
	20

	7
	0,985
	1,743546
	6
	-11,0905
	1,378305
	20

	14
	0,661667
	1,985614
	6
	-13,1925
	1,635948
	20

	21
	3,073333
	0,910834
	6
	-14,258
	1,867112
	20

	28
	3,685
	0,912289
	6
	-15,0975
	2,007348
	20

	35
	6,751667
	2,090131
	6
	-16,0755
	2,17461
	20

	42
	8,203333
	4,08303
	6
	-17,443
	2,146059
	20

	Примечания
1 -2 – за 7 дней до индукции СД, 0, 3, 7, 14, 21, 28, 25,42 – дни после инъекции STZ;
2 CTL (n=6) – группа физраствор; STZ (n=20; STZ, 45 мг/кг) – группа стрептозотоцина.





Примечания
1 -2 – за 7 дней до индукции СД, 0, 3, 7, 14, 21, 28, 25,42 – дни после инъекции STZ$;
2 CTL (n=6) – группа физраствор; STZ (n=20; STZ, 45 мг/кг) – группа стрептозотоцина;
3 Астериск указывает на межгрупповые различия. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

[bookmark: _Hlk184558820]Рисунок 3.13 – Изменение уровня глюкозы в крови (мг/дл)








[bookmark: _Hlk184558833]Таблица 3.11 – Средние показатели уровня глюкозы в крови крыс в течение всего эксперимента (мг/дл)

	День
	CTL
	STZ 

	
	MEAN
	SEM
	N
	MEAN
	SEM
	N

	-2
	119,33333
	3,5182066
	6
	127,25
	3,137947
	20

	0
	130,5
	5,3587934
	6
	129,35
	3,422276
	20

	3
	153,16667
	13,929385
	6
	509,3
	19,67233
	20

	7
	149,66667
	14,001587
	6
	449,05
	27,25402
	20

	14
	155,66667
	15,204531
	6
	412,8
	16,97996
	20

	21
	146
	7,7502688
	6
	502,6
	20,27526
	20

	28
	166,5
	14,42856
	6
	478,15
	22,66254
	20

	35
	124,83333
	11,019427
	6
	511,45
	22,73121
	20

	42
	128,5
	7,6843998
	6
	460,05
	22,84012
	20

	Примечания
1 -2 – за 7 дней до индукции СД, 0, 3, 7, 14, 21, 28, 25,42 – дни после инъекции STZ;
2 CТL (n=6) – группа физраствор; STZ (n=20; STZ, 45 мг/кг) – группа стрептозотоцина.



Значительное повышением уровня глюкозы в крови (диапазон 300–600 мг/дл) по сравнению с нормальными показателями (60–100 мг/дл) согласуется с ранее опубликованными данными [169, стр. 3]. Модель БДПН демонстрировала другие характерные поведенческие и физиологические изменения у животных, включая снижение физической активности, увеличение потребления воды (около 70 мл/день) и пищи (примерно 12 г на 100 г массы тела), учащенное мочеиспускание и эпизоды диареи. Подобные симптомы описаны в литературе, а исследования предполагают, что причиной являются нарушения моторной активности кишечника [181, 182].
Также важно отметить, что использование сравнительно низкой дозы STZ в нашем исследовании позволило не только вызвать гипергликемию, но и сохранить достаточный уровень активности животных для выполнения поведенческих тестов. Это критически важно при изучении боли, так как неподвижность животных может существенно повлиять на результаты тестирования. Ранее в литературе уже было показано, что сравнительно низкие дозы STZ имеют сниженную эффективность в индуцировании гипергликемии, а более высокие дозы повышают эту эффективность, однако сопровождаются повышенным риском развития тяжёлой интоксикации. 
Таким образом, выбранный протокол инъекций STZ оказался адекватным для создания модели БДПН, характеризующейся воспроизводимыми поведенческими и физиологическими изменениями. 

3.4.2 Поведенческие тесты в модели болевой диабетической периферической нейропатии
Механическую гипералгезию определяли с помощью электронного теста вон Фрея, температурную гипералгезию – теста Харгривза. 20 крыс с гипергликемией показали значительное снижение механического и температурного порога через 28 дней после индукции диабета, что свидетельствует о механической и температурной гипералгезии. Крысы, не развившие гипергликемию, или крысы с гипергликемией не испытывавшие гипералгезию были исключены из исследования. 
Животные с гипералгезией были включены в дальнейшие эксперименты как группы с нейропатической болью: STZ-CTL, STZ-BONT, STZ-ELI. Животных (n=26) разделили на 4 группы, в соотвествии с вводимыми препаратами и рисунком 3.14.
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[bookmark: _Hlk185686825]Рисунок 3.14 – Распределение крыс на группы в модели болевой диабетической периферической нейропатии

У этих животных однократная односторонняя инъекция BoNT/A (5 U) или el-iBoNT (20 нг) в подушечку задней лапы значительно снижала механическую и температурную гиперчувствительность в соответствии с рисунками 3.15А-3.15Б.

	А)
	


	Б)

	




Примечания
1 -2 – за 7 дней до индукции СД, 0, 3, 7, 14, 21, 28, 25,42 – дни после инъекции STZ;
2 CTL (n=6) – группа физраствор+физраствор, STZ-CTL (n=6; STZ, 45 мг/кг) – STZ+ физраствор, STZ-BONT (n=7; STZ, 45 мг/кг) – группа BoNT/A+NTG, STZ-ELI (n=7; STZ, 45 мг/кг + BoNT/A, 5 Ед) – группа el-iBoNT+NTG (STZ, 45 мг/кг + el-iBoNT, 20 нг);
3 Астериск указывает на внутригрупповые различия по сравнению с исходным уровнем. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

[bookmark: _Hlk184558854][bookmark: _Hlk189507482]Рисунок 3.15 – Изменение в гиперчувствительности. (А) Механическая гиперчувствительность; (Б) Температурная гиперчувствительность

Результаты проведенных поведенческих тестов подтвердили развитие механической и температурной гипералгезии у крыс с индуцированной болевой диабетической периферической нейропатией. Это соответствует известным данным о том, что гипергликемия, вызванная введением STZ, приводит к повреждению периферических нервов, что, в свою очередь, вызывает гипералгезию. Отбор животных, не испытывавших гипералгезию, из дальнейших экспериментов позволил исключить вариативность, связанную с индивидуальной устойчивостью к развитию нейропатической боли.
Наши результаты показывают, что обе формы препарата достоверно уменьшали как механическую, так и температурную гиперчувствительность у животных с БДПН. Это согласуется с исследованиями, демонстрирующими анальгетический эффект ботулинического токсина за счет его способности снижать периферическую сенсибилизацию, модулировать высвобождение нейротрансмиттеров и подавлять воспалительные процессы.
Таким образом, результаты данного исследования подтверждают, что использование производных ботулинического нейротоксина может быть эффективным подходом для контроля болевого синдрома. Однако для полноценной клинической интерпретации полученных данных необходимы дальнейшие исследования, направленные на изучение механизма действия el-iBoNT, длительности его эффекта и безопасности при повторных введениях.

[bookmark: _Hlk166513504]ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Лечение хронической боли при таких состояниях как хроническая мигрень и болевая диабетическая нейропатия остается одной из нерешенных медицинских проблем, приносящих как экономические, так и социальные потери. В настоящее время нативные BoNT/A с высокими паралитическими свойствами применяются при хронических болевых состояниях, однако степень обезболивания, достигаемая при использовании допустимых доз парализующего нативного BoNT/A, часто оказывается недостаточной для удовлетворения как врачей, так и пациентов. Вводить большие дозы для усиления наблюдаемого анальгетического эффекта невозможно из-за паралитических свойств BoNT/A. Поэтому разработанный препарат BoNT, el-iBoNT, который обладает пониженными паралитическими свойствами, но по-прежнему способный анальгетически воздействовать на сенсорные нейроны, является перспективным вариантом решения представленной проблемы.
Новые результаты, представленные здесь, можно разделить на несколько основных выводов. Во-первых, было продемонстрировано, что благодаря новому подходу к конъюгации белков SpyCatcher–SpyTag можно создавать функциональный ботулинический нейротоксин. Этот метод представляет собой безопасный подход к производству молекул ботулина для терапевтического использования. Во-вторых, было показано, что молекула el-iBoNT демонстрирует значительно меньшую паралитическую активность при сравнении с нативным токсином, что подчеркивает важность структуры в действии молекул, полученных из BoNT/A. В-третьих, el-iBoNT эффективно облегчает боль, вызванную систематическим введением нитроглицерина в NTG-индуцированной модели хронической мигрени. В-четвертых, показана эффективность терапии боли el-iBoNT в STZ-индуцированной модели болевой диабетической нейропатии. В совокупности наше исследование показывает, что сконструированная молекула el-iBoNT может стать новым терапевтическим средством для людей, страдающих хронической мигренью и болевой диабетической нейропатией. Это очень важно, учитывая, что в настоящее время существует очень ограниченное количество терапевтических средств для лечения хронической боли, которые часто неэффективны, вызывают непереносимые побочные эффекты и подпитывают опиоидный кризис.
Мы оценили новую молекулу на основе ботулинического нейротоксина, el-iBoNT, в двух моделях хронической боли. На поведенческом уровне однократная инъекция данного препарата уменьшала спровоцированную гиперчувствительность на механические и температурные раздражители у сенсибилизированных животных в установленной поведенческой модели, имеющей отношение к мигренозной боли или диабетической нейропатии. Таким образом, препарат el-iBoNT, подавляющий ноцицептивное поведение при отсутствии мышечного паралитического эффекта, представляет собой перспективное средство для лечения хронических болевых состояний.
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Заключение локальной этической комиссии
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Рисунок А3 – Заключение ЛЭК №IRB-377 от 09.01.2025
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Шкала гримасы крысы
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[bookmark: _Hlk184367859][bookmark: _Hlk166513550]Рисунок Б1 – Постер ШГК от Национального центра по замене, совершенствованию и сокращению использования животных в исследованиях [183]
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Количестов крыс с признаками паралича
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