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При легочной артериальной гипертензии подавление пролиферации эндотели-
альных клеток сосудов и взаимодействие эндотелиальных с гладкомышечными
клетками нарушены. Выявлено участие 5-НТ2a-рецепторов в митогенном дей-
ствии на эндотелиальные, а 5-НТ2b-рецепторов на гладкомышечные клетки со-
судов. Известно, что одним из основных органов, в котором происходит метабо-
лизм серотонина, является легкое. В эндотелиальных клетках сосудов легких под
действием фермента моноаминоксидазы А серотонин превращается в 5-гидрок-
сииндолуксусную кислоту (5-ГИУК), которая впоследствии выводится с мочой.
В настоящее время при лечении детей с легочной гипертензией не учитывается
роль 5-HT2-рецепторов. Нами модифицирована монокроталиновая модель ле-
гочной гипертензии для неполовозрелых крыс-самцов. Также разработана и
апробирована схема введения блокатора 5-НТ2-рецепторов для профилактики и
лечения легочной гипертензии у неполовозрелых крыс. В нашем исследовании
выявлена положительная корреляция концентрации 5-ГИУК в моче со степенью
легочной гипертензии, что может стать потенциальным маркером этого заболе-
вания. Полученные данные свидетельствуют о развитии легочной гипертензии у
неполовозрелых крыс самцов после однократного введения монокроталина в ви-
де замещения легочной ткани фиброзной, развитием пневмосклероза и бронхо-
эктазов. Также у животных в данной модели формируются изменения структуры
сердечной мышцы и сосудистой стенки с развитием фиброзной ткани, что может
свидетельствовать о вовлеченности 5-HT2-рецепторов в активацию фибробла-
стов и соответственно в патогенез легочной гипертензии.
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ВВЕДЕНИЕ

В последнее время большое внимание уделяется изучению серотонинергиче-
ской системы. Достаточно хорошо изучены молекулярные и клеточные механизмы
синтеза серотонина [1, 2], его метаболизма [3, 4], рецепторного взаимодействия [5, 6].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Естественное подавление пролиферации эндотелиальных клеток сосудов и вза-
имодействие эндотелиальных с гладкомышечными клетками оказываются при ле-
гочной артериальной гипертензии нарушенными.

Нейрогормон серотонин – представитель биогенных аминов, синтезируется се-
ротонинергическими нейронами в ЦНС, а на периферии – клетками APUD-систе-
мы кишечника. Содержание серотонина в плазме крови незначительно, его основное
депо – тромбоциты, где концентрация этого гормона в сотни раз выше [7, 8]. Серото-
нин выделяется под влиянием стимулов, активирующих тромбоциты: тромбин,
коллаген, сам серотонин. Активация тромбоцитов приводит к выбросу серотони-
на, который через 5-НТ2-рецептор, находящийся на мембране, приводит к актива-
ции других тромбоцитов [9, 10]. На мембране эндотелиальных клеток, так же, как и
у тромбоцитов, имеется белок переносчик (SERT), способный захватывать и на-
капливать серотонин в клетке. Выявлено митогенное влияние 5-НТ2a-рецептора
на эндотелиальные клетки, 5-НТ2b-рецептора – на гладкомышечные клетки сосу-
дов [11–13].

Широкий спектр эффектов серотонина объясняется наличием большого разно-
образия серотониновых рецепторов [14, 15]. Синтезированы препараты с терапев-
тическим эффектом, основанным на стимуляции и блокаде серотониновых рецеп-
торов [16, 17]. Выявлена эффективность блокаторов 5-НТ2-рецепторов в предупре-
ждении развития легочной гипертензии у крыс [18].

Основным органом, метаболизирующим серотонин, является легкое. В эндоте-
лиальных клетках сосудов легких под действием фермента моноаминоксидазы А
серотонин превращается в 5-гидроксииндолуксусную кислоту (5-ГИУК), которая
впоследствии выводится с мочой [12, 19, 20]. Исследования показывают причаст-
ность серотонина и его рецепторов в развитие хронической сердечной недостаточ-
ности и в морфофункциональном ремоделировании миокарда [10, 21, 22].

В настоящее время для лечения легочной гипертензии у пациентов детского воз-
раста используется ограниченный спектр лекарственных препаратов, что частично
обусловлено сложностью и дороговизной создания лабораторной модели легочной
гипертензии на животных неполовозрелого возраста. На данный момент существу-
ет несколько лабораторных моделей, разработанных на новорожденных ягнятах
[18, 23], однако данные модели сложны для воспроизведения и требуют специаль-
ных хирургических навыков, что может усложнять серийные исследование новых
типов препаратов, их терапевтические эффекты и побочные действия на неполо-
возрелый возраст.

Целью нашего исследования является разработка доступной модели легочной
гипертензии, методов диагностики и лечения у неполовозрелых крыс с позиций
серотонинергической регуляции с возможностью дальнейшего применения дан-
ных методов у детей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные
В работе были использованы крысы-самцы линии Wistar в возрасте 4 нед. мас-

сой тела 50–60 г, питомника “Пущино”. Крыс содержали в комнатах с контроли-
руемыми параметрами микроклимата (температура 22–26°C, относительная влаж-
ность 30–70%, световой режим день/ночь). Клетки были снабжены решеткой из
нержавеющей стали с углублением для корма, поликарбонатной поилкой с крыш-
кой-ниппелем из нержавеющей стали. В качестве подстила использовали “Лигно-
цель” (ООО “Реттенмиайер-Рус”). Использовали полнорационный комбикорм
для мелких лабораторных животных для конвекционального содержания “Чара”
(ЗАО “Ассортимент-Агро”). Корм давали ad libitum в кормовое углубление клетки,
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фильтрованную водопроводную воду – также ad libitum в поилках. Замену клетки с
подстилом осуществляли один раз в три дня, решетки с аксессуарами – один раз в
неделю. Бутылки с водой заменяли на новые один раз в два дня. Влажную уборку
комнат, где содержали животных, проводили ежедневно. Все применямые между-
народные, национальные и/или институциональные принципы ухода и использо-
вания животных были соблюдены.

Экспериментальные протоколы
Экспериментальные животные (n = 60) подразделялись на четыре группы: груп-

пы 1, 2, 3 включали крыс с однократным подкожным введением монокроталина
(МСТ) (60 мг/кг): группа 1 (группа МСТ-контроль) получила однократное под-
кожное введение МСТ в дозе 60 мг/кг; группе 2 (МСТ-профилактика) предвари-
тельно вводили селективный блокатор 5-HT2а/5-HT2с-рецепторов – кетансерин в
дозе 0.05 мг/кг, внутримышечно, за сутки до введения МСТ. Животным группы 3
(МСТ-лечение) вводили этот же блокатор дозе 0.05 мг/кг внутримышечно 1 раз в
день на протяжении 4 нед., после введения МСТ. Группа 4 (контроль) ежедневно
получала раствор 0.9%-ный раствор NaCl подкожно (0.5 мл) без предварительного
введения МСТ. Исследования каждой из групп проводились через 4 нед. после вве-
дения МСТ.

Метод иммуноферментного анализа (ИФА) для количественного определения
5-гидроксииндолуксусной кислоты (5-ГИУК) в моче

Количественное определения 5-ГИУК в моче проводилось с помощью набора
для ИФА (IBL, Гамбург, Германия) в соответствии с инструкциями производите-
ля. До проведения ИФА осуществлялось модифицирование 5-ГИУК метилирова-
нием. Набор ИФА для количественного определения 5-ГИУК основан на твердо-
фазном конкурентном варианте ИФА. На поверхности лунок планшета (твердой фазе)
иммобилизованы молекулы антигена. Молекулы модифицированной 5-ГИУК, со-
держащиеся в стандартах, контролях и исследуемых образцах, и иммобилизован-
ные на твердой фазе конкурируют за ограниченное число центров связывания спе-
цифичных антител антисыворотки. После того, как реакция связывания достигнет
равновесия, несвязавшиеся с твердой фазой антигены и комплексы “антиген–ан-
титело” удаляются промывкой. Антитела, связавшиеся с иммобилизованным на
твердой фазе антигеном, выявляются с помощью конъюгата – антител к IgG кро-
лика, меченных пероксидазой. В качестве субстрата используется тетраметилбен-
зидин. Интенсивность цветовой реакции измерялась при длине волны 450 нм. Ко-
личество 5-ГИУК в исследуемых образцах рассчитывалось по калибровочной кри-
вой, построенной по известным концентрациям в стандартах. Моча для
определения 5-ГИУК собиралась в индивидуальных метаболических клетках в объеме
200 мкл в герметичную пробирку. Образцы хранились при температуре –20°C до про-
ведения анализа. У контрольной группы метод забора мочи не отличался.

Инвазивное измерение давления в легочной артерии
Давление в легочной артерии измеряли инвазивным путем. Предварительно жи-

вотных анестезировали внутрибрюшинным введением 30%-ного раствора уретана
в дозе 800 мг/кг. Искусственную вентиляцию легких обеспечивали мешком Амбу
через введенную в ротовую полость интубационную трубку диаметром 2.5 мм с раз-
дуваемой для герметичности манжетой. Послойно вскрывали грудную клетку с по-
следующим разведением краев грудины для визуализации сердца и сосудистого
пучка. Производили канюляцию легочной артерии катетером диаметром 24 G (Va-
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sofix® Certo, B. Braun, США), соединенным с магистралью, заполненной жидкостью
для передачи колебаний давления. Последующее снятие цифровых данных осу-
ществляли с помощью системы мониторинга Infinity® Acute Care System (Dräger,
Германия). Далее производился забор крови, из которой затем отделяли плазму.

Гистологическое исследование препаратов
После проведения инвазивного исследования давления в легочной артерии вы-

деляли сердце и разделяли его на отделы. При выделении правого желудочка оце-
нивался макропрепарат для определения степени гипертрофии миокарда. Матери-
ал фиксировали в забуференном формалине в течение 6–24 ч, после чего препара-
ты заливали в парафин по стандартной схеме. На стекла с электроадгезивным
покрытием фиксировали парафиновые срезы толщиной 3–4 мкм, приготовленные
на микротоме (MicromHM 340E, Германия) из парафиновых блоков. Срезы под-
вергались депарафинированию и обезвоживанию посредством последовательной
инкубации в толуоле – 2 смены по 5 мин, абсолютном этаноле – 2 смены по 5 мин,
95%-ном этаноле – 2 смены по 3 мин. Для определения морфологических измене-
ний в структуре миокарда и сосудов проводилось стандартное окрашивание гема-
токсилином и эозином.

Для оценки развития и перестройки соединительной ткани сердца препараты
окрашивали по Ван Гизону. При данном методе окрашивания коллагеновые и эла-
стические волокна приобретают красный/ярко-розовый цвет, что позволяет коли-
чественно оценить их размеры на препарате.

Препарат миокарда правого желудочка, легочной артерии, легочной ткани фик-
сировался в парафин и проходил процесс депарафинизации по тому же принципу.
Стекла со срезами переносились в дистиллированную воду. Далее происходила
окраска железным гематоксилином Вейгерта в течение 3–15 мин, с последующим
промыванием в проточной дистиллированной воде в течение нескольких минут.
Следующий этап – это окраска красителем Ван Гизона в течение 5 мин, с последу-
ющей быстрой промывкой в дистиллированной воде (5–15 с). Срезы заключали в
канадский бальзам после проведения через толуол и 96%-ный спирт. Время пребы-
вания срезов в каждой порции составляло 1–2 мин. На микрофотографиях при по-
мощи системы анализа изображений ImageJ количественно оценивались площади,
окрашенные в красный/ярко-розовый цвет.

Статистический анализ
Результаты исследования подвергались статистической обработке с использова-

нием программного комплекса Microsoft Office Eхсеl 2010, Statistica V.10.0. Для про-
верки нормальности выборок использовался тест Колмагорова–Смирнова или
Шапиро–Вилк (Shapiro–Wilk). Для дисперсионного анализа использовали тест
ANOVA. Все результаты представлены в виде М ± SD. Достоверность различий
между средними величинами оценивалась по критерию Стьюдента. Различия счи-
тали статистически достоверными при р < 0.05. Корреляционный анализ между
рассматриваемыми признаками проводился по методу Пирсона. Количествен-
ные показатели, имеющие нормальное распределение, описывались с помощью
средних арифметических величин (M) и стандартных отклонений (SD), границ
95%-ного доверительного интервала.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Наиболее выраженные статистически значимые различия между группами отме-
чались по концентрации 5-ГИУК. У животных 1-й группы концентрации 5-ГИУК в
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моче были максимальными и отличались от показателей 2-, 3-й и контрольной (4-й)
группы в 2–4 раза (p < 0.001). У животных 2-й и 3-й группы уровень 5-ГИУК в моче
был повышен относительно контрольной группы в 6–10 раз (p < 0.05) (рис. 1).

Полученные результаты показывает прямую положительную зависимость вели-
чины концентрации 5-ГИУК от степени легочной гипертензии (рис. 2).

При сравнительном анализе групп по уровню систолического артериального
давления в легочной артерии была выявлены статистически значимые различия по
уровню 5-ГИУК (рис. 3). В группе с выявленной легочной артериальной гипертен-
зией уровень 5-ГИУК повышался более чем в 2 раза.

При гистологическом исследовании материалов выявлены статистически зна-
чимые различия степени развития фиброзной ткани. При исследовании легочной
артерии выявлены статистически значимые различия в развитии фиброзной ткани
между исследуемыми группами. У животных 1-й группы (MCT-контроль) степень
развития фиброзной ткани была максимальной и отличалась от показателей 2-й, 3-й
и контрольной (4-й) групп в 2 раза (p < 0.001). У животных 2-й и 3-й групп (группы
профилактики и лечения) в степени развития фиброзной ткани значимых меж-
групповых различий не выявлено (рис. 4).

При оценке стенки легочной артерии 1-й группы выявлено снижение толщины
мышечных волокон в 2 раза по сравнению с контрольной группой, однако стати-
стически значимых различий между 1-й, 2-й и 3-й группами не выявлено (рис. 5).

В миокарде правого желудочка у животных 1-й группы (MCT-контроль) степень
развития фиброзной ткани была максимальной и отличалась от контрольной (4-я)
группы в 3 раза (p < 0.001), от 2-й и 3-й групп в 2 раза (p < 0.001). У животных 2-й и
3-й групп степень развития фиброзной ткани достоверных различий не имела (рис. 6).

Рис. 1. Концентрация 5-ГИУК в моче у экспериментальных групп животных. * – p < 0.001.
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Рис. 2. Зависимость концентрации 5-ГИУК мочи крыс от давления в легочной артерии.
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При исследовании легочной ткани разделялись центральные и периферические
отделы легких. Данные отделы отличались калибром сосудов, бронхов и плотно-
стью легочной ткани. В тканях центрального отдела легких у животных 1-й группы
(MCT-контроль) степень развития фиброзной ткани была максимальной и отлича-
лась от 2-й, 3-й и контрольной (4-й) групп в 4 раза (p < 0.001). У животных 2-й, 3-й
и контрольной групп степень развития фиброзной ткани статистически значимых
различий не имела (рис. 7а).

В тканях периферического отдела легких у животных 1-й группы (MCT-кон-
троль) степень развития фиброзной ткани была максимальной и отличалась от 2-й,

Рис. 3. Изменение концентрации 5-ГИУК в моче у крыс при нормальном и повышенном давлении в ле-
гочной артерии. * p < 0.05.
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Рис. 4. Развитие фиброзной ткани в стенке легочной артерии при введении и без введения блокатора
5-HT2a/c-рецепторов. * – p < 0.001.
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Рис. 5. Толщина волокон мышечного слоя в стенке легочной артерии при введении и без введения бло-
катора 5-HT2a/c-рецепторов. * – p < 0.001.
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3-й и контрольной (4-й) групп в 4 раза (p < 0.001). В нижних отделах легких наблю-
дался выраженный склероз тканей с утолщением стенок сосудов и с формировани-
ем обширных бронхоэктазов (рис. 8а, b). У животных 2-й, 3-й и контрольной групп
степень развития фиброзной ткани статистически значимых различий не имела
(рис. 7а, b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Серотонинергическая система регуляции имеет непосредственное влияние на
сердечно-сосудистую систему как в эмбриональном, так и в постнатальном разви-
тии, что было хорошо изучено [11, 24]. В данном исследовании разработана доступ-
ная лабораторная модель легочной гипертензии в период интенсивного роста, то
есть в пубертатном периоде онтогенеза животных. В проведенном исследовании
показано статистически значимое снижение интенсивности развития легочной ги-
пертензии и изменения легочной ткани путем исключения 5-HT2а/5-HT2с-рецеп-
торов из патогенеза данного заболевания.

Наше исследование направлено на апробирование метода ранней диагностики
легочной гипертензии, ее профилактики и лечения путем воздействия непосред-
ственно на специфические рецепторы серотонина, вовлеченные в патогенез легоч-
ной гипертензии.

Рис. 6. Развитие фиброзной ткани в стенке правого желудочка при введении и без введения блокатора
5-HT2a/c-рецепторов. * – p < 0.001.
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Рис. 7. Развитие фиброзной ткани в тканях легкого при введении блокатора 5-HT2a/c-рецепторов с ле-
чебной и профилактической целью. * – p < 0.001.
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Анализ полученного материала свидетельствует о том, что потенциальными мар-
керами легочной гипертензии могут являться изменения концентрации 5-ГИУК в
моче, которые имеют статистически значимую корреляцию со степенью легочной ги-
пертензии. Данный метод диагностики является неинвазивным и легкодоступным в
использовании, однако требует дальнейшего исследования его информативности на
детях с легочной гипертензией. Полученные данные свидетельствуют о развитии ле-
гочной гипертензии у неполовозрелых крыс после однократного введения МСТ. На-
блюдалось замещение легочной ткани фиброзной, развитие пневмосклероза и брон-
хоэктазов. Также происходило изменение структуры сердечной мышцы и сосуди-
стой стенки с развитием фиброзной ткани, что может свидетельствовать о
вовлеченности 5-HT2-рецепторов в активацию фибробластов и, соответственно, в
патогенез легочной гипертензии. Изменение структуры сосудистой стенки с разви-
тием фиброзной ткани может свидетельствовать о снижении функциональности
сосудистой структуры, а именно снижении эластичности магистральных сосудов,
что способствует увеличению давления в легочной артерии. Одновременно проис-
ходит утолщение сосудистой стенки за счет фиброзной ткани и гипоплазии мы-
шечных волокон, что приводит к снижению проницаемости и способности к газо-
обмену между легочной тканью и кровеносным руслом.

В приведенной модели легочной гипертензии у неполовозрелых крыс имеются
структурные изменения, которые соответствуют продвинутой стадии легочной ар-
териальной гипертензии в клинике, что позволяет предположить эффективность
данной модели на практике.

Данные, полученные в результате введения селективного блокатора 5-HT-ре-
цепторов, позволяют сделать заключение о патогенетической составляющей серо-
тонина в развитии легочной гипертензии и об эффективности лечения путем вве-
дения таргетной терапии.

Таким образом, можно предположить, что применение селективных блокаторов
серотониновых рецепторов возможно расценивать в качестве специфической те-
рапии легочной артериальной гипертензии, а предложенная модель может служить
лабораторной моделью легочной гипертензии детского и подросткового возраста.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все применимые международные, национальные и/или институциональные
принципы ухода и использования животных были соблюдены. Все процедуры, вы-
полненные в исследованиях с участием животных, соответствовали этическим

Рис. 8. Развитие фиброзной ткани, пневмосклероза, ателектазов в тканях легких после однократного
введения монокроталина (группа МСТ-контроль). (a) – окраска гематоксилином и эозином; (b) –
окраска по Ван Гизону. 1 – альвеола; 2 – сосуд; 3 – фиброзная ткань; 4 – ателектаз; 5 – пневмосклероз.
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стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-
рации и рекомендациям локального этического комитета Казанского ГМУ, прото-
кол № 3 от 22.03.2022. Настоящая статья не сдержит каких-либо исследований с
участием людей в качестве объектов исследований.
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5-HT2-Receptors and 5-HIAA – Therapeutic Targets for Evaluation of Severity, 
Progression and Effectiveness of Treatment in Immature Male Rats 

in a Monocrotalin Model of Pulmonary Hypertension

D. F. Bilalovaa, *, R. R. Nigmatullinaa, and A. A. Mustafina, b

aKazan State Medical University, Kazan, Republic of Tatarstan, Russia
bChildren’s Republican Clinical Hospital of the Ministry of Health of the Republic of Tatarstan,

Kazan, Republic of Tatarstan, Russia
*e-mail: Diana_bilalova@hotmail.com

Suppression of the proliferation of vascular endothelial cells and the interaction of endo-
thelial with smooth muscle cells in pulmonary hypertension (PH) are impaired. Partici-
pation of the 5-HT2a-receptor in the mitogenic effect on endothelial, and 5-HT2b-re-
ceptor – on vascular smooth muscle cells was revealed. The main organ that metabo-
lizes serotonin is the lung. In the endothelial cells of the vessels of the lungs under the
action of the enzyme monoamine oxidase And serotonin is converted to 5-hydroxyin-
doleacetic acid (5-HIAA), which is subsequently excreted in the urine. Currently, the
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role of 5-HT2-receptors is not taken into account in the treatment of children with pul-
monary hypertension. We have modified the monocrotaline model of pulmonary hyper-
tension for immature rats. A scheme for the administration of a 5-HT2-receptor blocker
for the prevention and treatment of pulmonary hypertension in immature rats was devel-
oped and tested. A positive correlation was found between the concentration of 5-HIAA
in urine and the degree of pulmonary hypertension, which can become a potential mark-
er of pulmonary hypertension. The data obtained indicate the development of pulmo-
nary hypertension in immature rats after a single injection of monocrotaline in the form
of replacement of lung tissue with fibrous tissue, the development of pneumosclerosis
and bronchiectasis. Also, in animals in this model, changes in the structure of the heart
muscle and vascular wall are formed with the development of fibrous tissue, which may
indicate the involvement of 5HT2-receptors in the activation of fibroblasts and, accord-
ingly, in the pathogenesis of pulmonary hypertension.

Keywords: serotonin, pulmonary hypertension, monocrotaline, 5-HT2a- and 5-HT2b-
receptors, 5-HIAA, immature rats, fibrosis
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