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При болезни Паркинсона одним из ведущих механизмов нейродегенерации является эксайтоток-
сичность глутамата, основного возбуждающего нейромедиатора мозга, развивающаяся в результате
избыточной стимуляции ионотропных глутаматных рецепторов NMDA-типа. Препараты, способ-
ные обратимо ингибировать NMDA рецепторы, рассматривают в качестве перспективных фарма-
кологических агентов, предотвращающих гибель нейронов и замедляющих развитие нейродегене-
рации. В данной работе исследовано влияние N-(2-адамантил)-гексаметиленимина гидрохлорида
(гимантана, Hmn) на изменения внутриклеточной концентрации Са2+ ([Ca2+]i), Nа+ ([Na+]i) и ми-
тохондриального потенциала (ΔΨm), индуцированные NMDA в первичных нейроглиальных куль-
турах, приготовленных из коры головного мозга 1-2-дневных крыс Вистар. Измерения [Ca2+]i,
[Na+]i и ΔΨm выполнены в индивидуальных нейронах методом флуоресцентной микроскопии с
применением индикаторов Ca2+ и Na+, соответственно Fura-FF и SBFI, и потенциал-чувствитель-
ного зонда Rh123. Кратковременные добавки NMDA (2–3 мин, 10 мкМ) вызывали быстрые транзи-
торные подъемы [Ca2+]i, которые в ~30% нейронов были частично и обратимо ингибированы высо-
кими концентрациями Mg2+ (10 мМ) и Hmn (100 мкМ). Длительное действие нейротоксической
концентрации NMDA (16 мин, 500 мкМ) вызывало развитие отсроченной кальциевой дизрегуля-
ции (ОКД), устойчивый подъем [Na+]i и сильное падение ΔΨm. Гимантан снижал рост [Ca2+]i, отда-
лял развитие ОКД, уменьшал деполяризацию митохондрий и способствовал восстановлению ис-
ходных значений [Ca2+]i, [Na+]i и ΔΨm после прекращения действия NMDA. В отличие от Hmn, вы-
сокоаффинный неконкурентный ингибитор NMDA-каналов МК-801 необратимо ингибировал
изменения [Ca2+]i и ΔΨm. Очевидно, Hmn проявляет нейропротекторные свойства, благодаря сни-
жению потоков Са2+ и Na+ сквозь NMDA-каналы и меньшему росту [Ca2+]i и [Na+]i. Обратимость
ингибирования NMDA-каналов может благоприятствовать нормализации функционирования
мозга после отмены гимантана.

Ключевые слова: глутамат, рецепторы, гимантан, кальций, натрий, митохондриальный потенциал
DOI: 10.31857/S1027813321010167

ВВЕДЕНИЕ

При болезни Паркинсона (БП) нарушается
система отрицательной обратной связи межней-
рональных контактов. В результате этого возбуж-
денные нейроны не получают или не воспринима-
ют быстрого и сбалансированного ингибирующего
сигнала от других нейронов. В структуре мозга, на-
зываемой “черной субстанцией” (substantia nigra

pars compacta), которая в значительной степени
контролирует моторно-двигательную сигнализа-
цию, отрицательную обратную связь осуществляют
дофаминэргические нейроны. Их постепенная
гибель по мере старения организма является при-
чиной недостаточной компенсации возбуждаю-
щей сигнализации [1, 2].

В центральной нервной системе основным
возбуждающим нейромедиатором является глута-
миновая кислота, которая при физиологических рН
существует в форме цвиттериона, глутамата (Glu).
Возбуждение нейронов возникает после связыва-
ния Glu с несколькими типами ионотропных ре-

* Эти авторы внесли равный вклад в исследование.
**Адресат для корреспонденции: 119991 Россия, Москва,
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цепторов, в структуру которых входит канал для
ионов Ca2+, Na+ и K+ [3, 4]. Для указанных катио-
нов максимальной проводимостью и минималь-
ной скоростью инактивации обладают рецепторы
NMDA-типа. Избыточная стимуляция этих ре-
цепторов глутаматом, так называемая глутамат-
ная нейротоксичность или эксайтотоксичность,
приводит к гибели нейронов [5–9]. В этой связи
одним из направлений разработки лекарств про-
тив БП является поиск ингибиторов NMDA-ре-
цепторов [10–15].

Препараты, которые конкурируют с глутама-
том или глицином в сайтах их связывания на
NMDA-рецепторе, блокируют нормальную функ-
цию и, таким образом, до сих пор не прошли кли-
нических испытаний из-за побочных эффектов
(сонливость, галлюцинации и даже кома) [16].
Аллостерический ингибитор NMDA-рецепторов
МК-801 (дизоцильпин), который часто использу-
ют в экспериментах на клеточных культурах или с
животными, прочно связывается с внеканальной
частью рецептора и почти необратимо тормозит
межнейрональную сигнализацию в мозге в тече-
ние клинически неприемлемого времени. Поэто-
му актуальным остается поиск и создание новых
фармакологических препаратов, которые эффек-
тивно и селективно блокируют NMDA-рецепто-
ры, но при этом достаточно быстро выводятся из
организма.

В настоящее время для снижения симптомати-
ки БП применяют только один ингибитор
NMDA-рецепторов, мемантин, который являет-
ся аминопроизводным адамантана. Способность
блокировать NMDA-каналы для неорганических
катионов подробно изучена методами электро-
физиологии для производных адамантана [17, 18].
Однако внутриклеточные концентрации этих ка-
тионов, прежде всего Са2+ и Na+, определяются
не только скоростью их поступления из окружаю-
щей клетки среды в цитозоль по NMDA и другим
каналам, но и скоростью удаления этих катионов из
цитозоля соответствующими ионными насосами и
обменниками, локализованными как на плазмати-
ческой, так и на внутриклеточных мембранах. По-
мимо этого, остается открытым вопрос о динамике
восстановления нормальной концентрации ионов
Ca2+ и Na+ после удаления Glu и ингибитора
NMDA-каналов.

Ранее на экспериментальном паркинсонизме
мышей, вызванном системным введением про-
нейротоксина МФТП показано, что аналог ме-
мантина гимантан (Hmn) при предварительном
применении уменьшал паркинсоническую симп-
томатику (гипокинезию и мышечную ригидность
животных [19]), снижал уровень продуктов пере-
кисного окисления липидов в мозге мышей с
МФТП-индуцированным паркинсоническим
синдромом [20].

В данной работе сопоставлено влияние гиман-
тана (N-(2-адамантил)-гексаметиленимина гид-
рохлорида, Hmn) с влиянием МК-801 и Mg2+ на
изменения внутриклеточной концентрации Са2+

([Ca2+]i), Nа+ ([Na+]i) и митохондриального по-
тенциала ΔΨm, индуцированные NMDA в культи-
вируемых нейронах. Показано, что Hmn снижает
индуцированный NMDA рост [Ca2+]i и уменьша-
ет деполяризацию митохондрий в нейронах пер-
вичной культуры из коры головного мозга крысы
в меньшей степени и более обратимо, чем МК-801,
и с различной эффективностью в разных клетках.
Hmn меньше влияет на [Na+]i, чем на [Ca2+]i, что
может благоприятствовать нормализации функ-
ционирования мозга после отмены гимантана.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Первичные нейрональные культуры приготав-
ливали из коры головного мозга 1-дневных крыс
породы Вистар, как описано ранее [21]. Кратко,
животное анестезировали, декапитировали и из-
влекали кору головного мозга. Суспензию клеток
получали, обрабатывая ткань коры папаином,
диссоциировали пипетированием и отмывали от
разрушенных клеток двукратным осаждением в
центрифуге. Полученную суспензию клеток в
нейробазальной среде с добавлением 2% Supple-
ment B-27 и 0.5 мМ L-глутамина наносили на по-
кровные стекла, прикрепленные к лункам 35 мм
пластиковых чашек Петри (“MatTek”, США).
Стекла предварительно покрывали полиэтилени-
мином (1 мг/мл, 30 мин); плотность посадки 2.5 ×
× 105 клеток/лунку. Клетки росли при 37°С в атмо-
сфере 5% СО2/95% воздуха при 100% влажности.

Клеточные культуры использовали спустя 12–
15 дней после посадки (12–15 дней в культуре,
ДВК). Клетки нагружали низкоаффинными
Ca2+-индикаторами Fura-FF или X-rhod-FF и
Na+ индикатором SBFI в форме ацетоксиметило-
вых эфиров (соответственно Fura-FF/AМ, 4–6 μM,
X-rhod-FF/AM, 1 μM и SBFI/AM, 6–8 μM) при
36°С в течение 50–60 мин. Изменения величины
митохондриального потенциала ΔΨm выполнены
с помощью потенциал-чувствительного флуорес-
центного зонда родамина-123 (Rh123; клетки на-
гружали 15 мин, 2,5 μМ, 36°С).

Измерения проводили в буферных растворах
состава (мМ): 134 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2,
20 HEPES, 5 glucose; pH = 7.4 при температуре
27–29°С. В тех случаях, когда NMDA-каналы ин-
гибировали, повышая концентрацию Mg2+, его
концентрацию в буфере увеличивали до 10 мМ;
остальные компоненты сохраняли в той же концен-
трации. В экспериментах с применением длитель-
ных воздействий высоких концентраций NMDA
(500 μМ, 16 мин), удаление агониста проводили
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номинально бескальциевым буфером, в котором
2 мМ CaCl2 замещали на 0.1 мМ Ca2+-хелатора ЭГТА
(этиленгликоль-бис(β-аминоэтиловый эфир)-
N,N,N',N'-тетрауксусная кислота). Калибровку
максимальных сигналов Ca2+-индикаторов осу-
ществляли в конце каждого эксперимента, добав-
ляя 2 μM Ca2+-ионофора иономицина в присут-
ствии 5 мМ CaCl2.

Наступление отсроченной кальциевой дизре-
гуляции (лаг-период ОКД) определяли, как вре-
мя второго максимум на графике первой произ-
водной сигнала X-rhod-FF (график зависимости
ΔF/ΔT от Т, где F – интенсивность флуоресцен-
ции индикатора; Т – время от момента добавки
NMDA; Δ – шаг дифференцирования, 10с).

Флуоресцентные измерения выполнены с по-
мощью системы получения и анализа изображе-
ний на базе инвертированного микроскопа Olym-
pus IX-71 (Япония), включающей 175 Вт лампу,
систему освещения с фильтровыми колесами ка-
налов возбуждения и эмиссии Sutter Lambda 10-2
(США), перемещение которых синхронизовано с
регистрацией изображений охлаждаемой CCD-
камерой CoolSnap HQ-2 (Photometrics, США).
Управление системой, сохранение изображений
и последующий их анализ осуществляли с помо-
щью программ MetaFluor и MetaFluor Analyst
(Molecular Devices, USA).

Гимантан (рис. 1) (N-(2-адамантил)-гексаме-
тиленимина гидрохлорид) синтезирован в ФГБНУ
“НИИ фармакологии имени В.В. Закусова” из
адамантан-2-она и гексаметиленимина в услови-
ях реакции Лейкарта и представляет собой белое
кристаллическое вещество, хорошо растворимое
в воде [15, 22, 23].

Флуоресцентные индикаторы Ca2+, Na+ и
Rh123 приобретены у Molecular Probes (Thermo
Fisher, USA). Остальные реагенты Sigma (USA).

Статистический анализ данных, построение
графиков, вычисление площадей под кривыми
выполняли, используя программы GraphPad
Prism 8 и Microsoft Excel 2010. Результаты статисти-
ческой обработки представлены как среднее ± SEM
(стандартная ошибка среднего). Количество клеток
было от 40 до 60, если не отмечено особо. Статисти-
чески отличия между сравниваемыми группами
данных считали достоверными, если p < 0.05 (two-
tailed t-test).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Изменения внутриклеточной концентрации Са2+

([Ca2+]i) вызванные одним NMDA и в присутствии
ингибиторов NMDA-рецепторов. Ранее электро-
физиологические измерения на свежеизолиро-
ванных нейронах гиппокампа крысы показали, что
высокая концентрация гимантана (Hmn, 100 мкМ)

ингибирует >90% ионного тока через NMDA-ре-
цепторы, причем Hmn, как и Mg2+, располагается
внутри канала [17, 18]. Поэтому мы проверили,
1) будут ли 100 мкМ Hmn столь же эффективно
ингибировать рост [Ca2+]i в первичной культуре
нейронов коры головного мозга крысы и 2) будет
ли эффективность ингибирования гимантаном и
ионами магния одинаковой в одних и тех же клет-
ках. Измерения с помощью низкоаффинного
Са2+-индикатора Fura-FF, показали, что ~75%
клеток (29 из 39 в поле наблюдения) отреагировали
на кратковременное добавление NMDA (10 μM,
2 мин) быстрым подъемом [Ca2+]i, причем ампли-
туда роста была индивидуальной для каждой
клетки (рис. 2а). Остальные клетки, не изменив-
шие [Ca2+]i в ответ на NMDA, очевидно, не содержа-
ли NMDA-рецепторов и относились к глие либо к
нейронам, лишенным этих ионотропных рецепто-
ров. Эти клетки исключены из рассмотрения при
анализе данных на рис. 2г и 2в.

Примерно 14% клеток, которые отреагировали
на первую аппликацию NMDA, не смогли восста-
новить исходное значение [Ca2+]i после отмывания
агониста буфером (рис. 2а, б). В них развилась от-
сроченная кальциевая дизрегуляция (ОКД) [7]. По-
следующее чередование добавления и отмывания
NMDA последовательно увеличивало долю кле-
ток, в которых развилась ОКД (рис. 2а, б), не-
смотря на присутствие Hmn и Mg2+. По-видимо-
му, в этих нейронах в период между добавками не
успевала восстановиться [Na+]i и, соответствен-
но, потенциал плазматической мембраны [24].
Подобный кумулятивный эффект наблюдали при
повторных кратковременных добавках глутамата
к культивируемым гиппокампальным нейронам
[25].

Увеличение концентрации Mg2+ в буфере до
10 мМ уменьшило скачок [Ca2+]i, вызванный по-
вторной добавкой NMDA, но не во всех клетках и
в разной степени (рис. 2а). Доля клеток, в кото-
рых развилась ОКД, увеличилась с ~14 до ~31%
(рис. 2б). В этих нейронах [Ca2+]i оставалась высо-
кой на протяжении остальной части эксперимен-
та независимо от наличия NMDA.

Поскольку Hmn входит, как отмечалось выше,
только в предварительно открытый агонистом ка-
нал, то добавление этого ингибитора осуществляли

Рис. 1. Структурная формула N-(2-адамантил)-гекса-
метиленимина гидрохлорида (гимантана).

N
. HCl
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одновременно с добавлением NMDA. Гимантан
(100 мкМ) снизил амплитуду [Ca2+]i ответов на
NMDA, однако, как и в случае с предшествующей
добавкой 10 мМ Mg2+, ингибирование было отме-
чено только в части нейронов (рис. 2а, б). Доля
нейронов, в которых [Ca2+]i осталась на высоком
уровне, несмотря на удаление NMDA и Hmn, уве-
личилась до ~35% (рис. 2б).

Для проверки того, что влияние 10 мМ Mg2+ и
100 мкМ Hmn на изменения [Ca2+]i связано с их
ингибирующим действием, была сделана четвер-
тая добавка NMDA в буфере того же состава, что

и первая добавка (рис. 2). Доля нейронов, в кото-
рых возникла ОКД, возросла до ~41% (рис. 2б).

Учитывая сложный характер [Ca2+]i ответов
клеток на действие как одного NMDA, так и в
присутствии Mg2+ или Hmn, мы рассмотрели ди-
намику ответов на стимулы только в тех нейро-
нах, в которых первая (1st) и последняя (4th) до-
бавки NMDA вызывали примерно одинаковые по
амплитуде и полностью обратимые изменения
[Ca2+]i (рис. 2в, г). Профиль кривых [Ca2+]i не был
одинаковым во время каждой из четырех добавок
даже в тех клетках, в которых были одинаковы

Рис. 2. Изменения внутриклеточной концентрации свободного кальция ([Ca2+]i), вызванные одним NMDA и в при-
сутствии ингибиторов канала – Mg2+ и гимантана (Hmn). а–г – изменения [Ca2+]i представлены как отношения сиг-
налов флуоресцентного низкоаффинного Ca2+-индикатора Fura-FF, измеренных при возбуждении на 340 и 380 нм
(F340/F380) и регистрации при 525 нм. Графики нормированы по оси ординат для каждого нейрона согласно уравне-
нию: (R-Rmin)/(Rmax-Rmin), где R – текущее значение F340/F380, Rmin и Rmax – соответственно минимальное на-
блюдаемое в начале эксперимента и максимальное в присутствии Ca2+ ионофора иономицина (2 мкМ +5 мМ внекле-
точного Ca2+) в конце эксперимента. Концентрации агентов во время первой (1st) и четвертой (4th) добавок: 10 μM
NMDA, 10 μM Gly, 0 Mg2+, 2 mM Ca2+; во время второй (2nd) и третьей (3rd) добавок концентрации Mg2+ и Hmn со-
ставляли соответственно 10 и 0.1 мM; концентрации остальных компонентов сохраняли такими же, как во время пер-
вой и четвертой добавок.
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амплитуды подъемов [Ca2+]i. Поэтому количе-
ственным показателем была выбрана суммарная
[Ca2+]i за время действия соответствующих аген-
тов, т.е. площадь под кривой изменений [Ca2+]i
(area under curve, AUC).

График соотношения площади под кривой
[Ca2+]i во время первой (1st) и последней (4th) до-
бавки NMDA был близок к линейной функции с
наклоном 1.13 ± 0.17 (Mean ± SEM, n = 9) (рис. 3в).
Чем больше была амплитуда подъема [Ca2+]i (и
соответственно AUC) во время первой добавки
NMDA, тем больше она была и при последнем
четвертом воздействии агониста. Такое же соот-
ношение наблюдалось и при действии NMDA в
присутствии Hmn, но наклон был в 2.5 раза мень-
ше (0.453 ± 0.073, n = 9), что отражает ингибиру-
ющее действие антагониста (рис. 3б). Неожидан-
ным оказалось отсутствие корреляции между ин-
тегральным ответом [Ca2+]i на первую добавку
NMDA и на вторую при его действии в присут-
ствии 10 мМ Mg2+ (рис. 3а). Не выявлено также
корреляции между действием NMDA в присут-
ствии 10 мМ Mg2+ и 100 мкМ Hmn (график не по-
казан). При этом средние амплитуды изменений
[Ca2+]i (рис. 2г) и средние величины AUC (рис. 3а, б)
при действии NMDA в присутствии 10 мМ Mg2+ и
100 мкМ Hmn практически одинаковые (в диапа-
зоне 0.6–0.7).

Гимантан частично и обратимо ингибирует изме-
нения [Ca2+]i и ΔΨm, индуцированные высокой кон-
центрацией NMDA. Нейропротекторные свойства
ингибиторов глутаматных каналов NMDA-типа
особенно важны при высоких, нейротоксических
концентрациях глутамата. Поэтому мы сравнили
изменения [Ca2+]i и ΔΨm, применяя высокие кон-
центрации NMDA в присутствии Hmn. Для сравне-
ния был использован аллостерический ингибитор
NMDA-рецепторов МК-801, место связывания ко-
торого, в отличие от Hmn, находится вне канала
[17, 18].

Действие 500 мкМ NMDA вызывало быстрый,
но относительно небольшой подъем [Ca2+]i, кото-
рый после короткого лаг-периода переходил во
вторую фазу подъема [Ca2+]i, названную отсро-
ченной кальциевой дизрегуляцией (ОКД) (рис. 4а)
[6, 7]. Синхронно с ОКД происходила вторая фаза
падение ΔΨm, которая проявлялась в быстром и
значительном увеличении флуоресценции Rh123
(рис. 4б, см. также рис. 4д, е) [26]. Отмывание
NMDA приводило к медленному снижению
[Ca2+]i, начало которого, как и наступление ОКД,
было индивидуальным в каждой клетке. Сниже-
ние сигнала потенциал-чувствительного мито-
хондриального зонда Rh123 в период отмывания
NMDA (рис. 4б) обусловлено частично восста-
новлением потенциала (ростом ΔΨm), а частично

Рис. 3. Соотношение площадей под графиками изме-
нений [Ca2+]i, вызванных одним NMDA и NMDA в
присутствии Mg2+ или Hmn (см. рис. 2а, в, г). Площа-
ди под кривыми изменений [Ca2+]i (AUC, отн. ед.)
определяли в течение первых 150 с после добавки
агентов. По осям абсцисс представлены значения па-
раметра AUC после самой первой добавки NMDA
(соответствует 1st на рис. 2а, в, г). По осям ординат
представлены значения AUC после добавки NMDA в
присутствии 10 мМ Mg2+ (а) (2nd на рис. 2) и NMDA
в присутствии 0.1 мМ Hmn (б) (3rd, на рис. 2). По-
следняя четвертая добавка NMDA (в) (4th, на рис. 2)
сделана для проверки воспроизводимости изменений
[Ca2+]i.
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вытеканием зонда из клеток сквозь деполяризо-
ванную плазматическую мембрану [26].

Для оценки количества Са2+, которое мито-
хондрии накопили во время действия NMDA и
смогли удержать после отмывания агониста бес-
кальциевым буфером, в конце эксперимента до-
бавляли протонофор FCCP (1 мкМ). Протонофор
вызывал полную деполяризацию митохондрий,
ликвидируя электрофоретическую силу, удержи-
вавшую Са2+ в матриксе митохондрий.

Видно, что те клетки, которые в присутствии
Hmn имели небольшой подъем [Ca2+]i, смогли
накопить и удержать относительно небольшое
количество Са2+ по сравнению с теми нейронами,
в которых, несмотря на присутствие ингибитора,
развилась ОКД (рис. 4а, в).

Две представительные клетки, в одной из кото-
рых произошла ОКД с последующим восстановле-
нием низкой [Ca2+]i после отмывания NMDA, а во
второй ОКД не успела возникнуть за время дей-
ствия агониста, показаны, соответственно на рис. 4д
и 4е. Нейрон, в котором развилась ОКД, смог
удержать небольшое количество Rh123 в мито-
хондриях (рис. 4д), тогда как нейрон, не имевший
ОКД (рис. 4е), высвободил небольшое количе-
ство Са2+ из митохондрий, но зато относительно
много Rh123, поскольку митохондрии сохранили
высокий ΔΨm во время действия NMDA.

Гимантан частично ингибирует изменения [Ca2+]i и
внутриклеточной концентрации Nа+ ([Na+]i), вызван-
ные NMDA. NMDA каналы хорошо проницаемы
для ионов натрия. Мы сопоставили изменения
[Ca2+]i и [Na+]i, вызванные одной NMDA и в при-
сутствии Hmn. Ингибитор уменьшил долю нейро-
нов, в которых произошла ОКД за время действия
NMDA (рис. 5а, в, ж). Этот феномен проявился
также в увеличении лаг-периода ОКД в присут-
ствии Hmn (рис. 5ж).

Увеличение [Na+]i в ответ на NMDA происхо-
дило без лаг-периода и [Na+]i оставалась на уров-
не высокого плато до конца действия агониста.
Отмывание NMDA не привело к снижению [Na+]i
даже в тех нейронах, в которых снизилась [Ca2+]i
(рис. 5б). Похожее соотношение изменений
[Ca2+]i и [Na+]i соответствует описанному ранее
для культуры гиппокампальных [27] и кортикаль-
ных нейронов [24].

Присутствие Hmn увеличило долю нейронов,
в которых не произошло роста [Na+]i (рис. 5г). Бо-
лее того, появились нейроны, в которых удаление
NMDA вызывало снижение [Na+]i с уровня высо-
кого плато до почти базального. Однако эти отли-
чия имели характер тенденции и достоверно не
отличались (рис. 5з).

ОБСУЖДЕНИЕ
При болезни Паркинсона, как и при ряде дру-

гих нейродегенеративных заболеваний, одним из
ведущих механизмов гибели нейронов является
эксайтотоксичность основного возбуждающего
нейромедиатора мозга глутамата [2, 13, 14]. Эксай-
тотоксичность развивается в результате избыточ-
ной стимуляции ионотропных глутаматных ре-
цепторов NMDA-типа. Препараты, способные
обратимо ингибировать NMDA рецепторы, рас-
сматривают в качестве перспективных фармако-
логических агентов, предотвращающих гибель
нейронов и замедляющих развитие глутаматной
эксайтотоксичности разной этиологии, включая
нейродегенерацию. В данной работе методом
флуоресцентной микроскопии измерены изме-
нения [Ca2+]i, [Na+]i и ΔΨm в первичной нейро-
глиальной культуре коры головного мозга и про-
веден анализ нейропротекторных возможностей
Hmn в условиях, соответствующих эксайтотокси-
ческому действию Glu.

Способность Hmn обратимо ингибировать
NMDA-рецепторы была исследована ранее на
свежеизолированных нейронах гиппокампа кры-
сы методами электрофизиологии [17, 18]. Авторы
обнаружили, что степень блокады увеличивалась с
повышением концентрации Hmn, тогда как дебло-
кирование не зависело от концентрации и усилива-
лось при гиперполяризации клеточной мембраны.
Примечательно, что Hmn оставался “запертым”
внутри канала “активационными воротами” и де-
блокирование канала происходило лишь при но-
вом воздействии агониста на клетку и открыва-
нии “ворот”.

Данные, полученные нами с помощью каль-
циевого имиджинга индивидуальных нейронов,
не во всем согласуются с результатами электро-
физиологических экспериментов. Во-первых,
Hmn в концентрации 100 мкМ, при которой на
90% ингибировал ионные токи через канал, бло-
кировал индуцированный NMDA рост [Ca2+]i не
во всех нейронах, а только в тех, в которых перед
повторным добавлением NMDA [Ca2+]i смогла
вернуться к базальному уровню (рис. 2в). В тех
нейронах, в которых [Ca2+]i не вернулась к уров-
ню в покоящихся нейронах перед повторной сти-
муляцией NMDA-рецепторов, Hmn не влиял на
[Ca2+]i (третья добавка NMDA+Hmn на рис. 2а).
Неспособность ингибиторов снижать [Ca2+]i в
нейронах, если в них уже возникла ОКД, наблю-
дали ранее на культурах гиппокампа крысы [25] и
гранулярных нейронов мозжечка [28]. Объясняли
этот феномен тем, что во время высокого [Ca2+]i
плато, которое наступает после завершения разви-
тия ОКД, скорости поступления Са2+ в цитоплазмы
и удаления из нее становятся очень низкими и по-
этому никакие ингибиторы NMDA-каналов не
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Рис. 4. Изменения [Ca2+]i и митохондриального потенциала (ΔΨm), вызванные добавлением одного NMDA и в присут-
ствии обратимого (гимантана, Hmn) и необратимого (МК-801) ингибиторов NMDA-каналов. Серыми линиями показа-
ны графики [Ca2+]i и ΔΨm индивидуальных клеток, черными линиями – средние значения (± ошибка среднего). а – из-
менения [Ca2+]i в контрольном эксперименте при действии одного NMDA (500 мкМ), в – в присутствии Hmn (100 мкМ)
и ж – в присутствии МК-801 (10 мкМ). Изменения [Ca2+]i измерены, как сказано в подписи к рис. 2. б, г, з – изменения
величины митохондриального потенциала ΔΨm выполнены с помощью потенциал-чувствительного флуоресцентного
зонда родамина-123 (Rh123). Сигналы Rh123 (F) нормированы относительно исходной величины в покоящихся нейро-
нах (Fo). д, е – изменения [Ca2+]i и ΔΨm совмещены для двух представительных нейронов, один из которых имел ОКД (д),
а другой устоял против развития ОКД (е). Клеточная культура кортикальных нейронов в возрасте 14 дней. Концентрации
(мкМ): NMDA – 500, Gly – 10, Hmn – 100, MK-801 – 10. NMDA добавляли в безмагниевом буфере.
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способны оказать заметного эффекта на уровень
[Ca2+]i [7].

Второе отличие данных кальциевого ими-
джинга от электрофизиологических измерений
состоит в том, что Hmn (100 мкМ) ингибировал
рост [Ca2+]i на ~50% в тех клетках (~30% от обще-
го числа n = 29), в которых индуцированный
NMDA рост был обратим (рис. 2в). Ни в одном
нейроне не отмечалось 90% ингибирования. Воз-
можно, это отличие связано с типом клеток. В на-
стоящей работе это нейроны из коры головного
мозга 1-дневных крыс после 12 дней содержания
в культуре, тогда как в работах [17, 18] использо-
вали механически диссоциированные нейроны из
свежевыделенного среза мозга крысы 2–3 месячно-
го возраста. Эти различия могли проявиться в отли-
чиях в субъединичном составе NMDA-рецепторов,
других компонентов клетки, оказывающих влияние
на функционирование рецепторов. Аффинность
Hmn к NMDA рецепторам в полученных нами
культурах могла быть заметно ниже, чем в остро
изолированных нейронах из среза мозга и, соот-
ветственно, ингибирование менее эффективным.
Другими словами, в части нейронов Hmn не вхо-
дил в канал NMDA рецептора либо перекрывал
его не полностью и поэтому в этих нейронах со-
хранялся, хоть и пониженный, транспорт Са2+ и
[Ca2+]i не опускалась на 90% относительно ам-
плитудной величины.

Поскольку Hmn подобно Mg2+ ингибирует
ионный канал NMDA-рецептора потенциал-за-
висимым образом, мы ожидали подобия в изме-
нениях [Ca2+]i при действии NMDA в присут-
ствии ингибирующих концентраций Hmn и Mg2+.
Оказалось, что Mg2+ (10 мМ) снижал площадь под
кривой вызванных NMDA изменений [Ca2+]i тем
сильнее, чем больше входило Са2+ в этот нейрон
при действии одного NMDA (рис. 3а). Поэтому
индуцированный NMDA подъем [Ca2+]i в присут-
ствии высокой концентрации Mg2+ в буфере (10 мМ)
был примерно одинаковым для клеток, имевших
3-кратное различие в соотношении скоростей по-
ступления Са2+ в цитоплазму и удалении из нее
(3-кратное различие площадей под кривыми из-

менений [Ca2+]i). В то же время, Hmn (100 мкМ) в
одинаковой степени снижал рост [Ca2+]i в клетках
с высоким и с низким подъемом [Ca2+]i. Поэтому
динамическое равновесие между поступлением
Са2+ в цитоплазму и его удалением из нее имело
характер прямой пропорциональной зависимо-
сти (рис. 3б). Это наблюдение свидетельствует о
том, что, несмотря на расположение внутри кана-
ла, Mg2+ и Hmn по-разному ограничивают поток
Са2+ через NMDA-канал, что согласуется с моде-
лью, предложенной в работе [17, 18] о том, что
Mg2+ и Hmn располагаются на разной “глубине”
внутри канала (на разном расстоянии от внутрен-
ней поверхности плазматической мембраны).

Высокие концентрации глутамата вызывают
кальциевую дизрегуляцию (ОКД), которая про-
исходит синхронно с сильной митохондриальной
деполяризаций [6, 7]. На рис. 4д и 4е совмещены
для наглядности изменения [Ca2+]i и ΔΨm двух
нейронов, в одном из которых (рис. 4д) за время
действия NMDA развилась ОКД и сильное паде-
ние ΔΨm (рост флуоресценции Rh123 во время
вторичного подъема [Ca2+]i). Hmn не нарушил
синхронность развития ОКД и падение ΔΨm, сни-
жая долю нейронов, в которых развилась ОКД, и,
соответственно, долю нейронов, в которых про-
исходила сильная митохондриальная деполяри-
зация (рис. 4а–4г). Неконкурентный ингибитор
NMDA-рецепторов МК-801 (10 мкМ) вызывал
практически полное блокирование индуцирован-
ных NMDA изменений [Ca2+]i и ΔΨm, причем во
всех нейронах (рис. 4ж, з). Менее сильное инги-
бирование гимантаном роста [Ca2+]i и падения
ΔΨm, связано, по-видимому, с тем, что МК-801
ингибирует NMDA-рецепторы не зависимо от ве-
личины потенциала плазмалеммы, тогда как дей-
ствие Hmn зависит от этого потенциала [17, 18].

В зрелых нейрональных культурах часто наблю-
дается спонтанная активность, проявляющаяся в
снижении потенциала плазматической мембраны и
входе Са2+ по потенциал- и лиганд-зависимым ка-
налам [29–31]. Возможно, эта спонтанная актив-
ность является одной из причин гетерогенности

Рис. 5. Изменения внутриклеточной концентрации [Ca2+]i и [Na+]i, вызванные добавлением NMDA и гимантана
Hmn. Серыми линиями показаны графики [Ca2+]i и [Na+]i индивидуальных клеток, черными линиями – средние зна-
чения (± ошибка среднего). а, в – измерения [Ca2+]i выполнены с помощью флуоресцентного Ca2+-индикатора
X-rhod-FF. б, г – изменения [Na+]i представлены как отношения сигналов флуоресцентного Na+-индикатора SBFI,
измеренных при возбуждении на 340 и 380 нм (F340/F380) и регистрации при 525 нм; значения F340/F380 нормиро-
ваны относительно исходной величины в покоящихся нейронах. ж – зависимость доли клеток, имевших ОКД от лаг-
периода ОКД (определение лаг-периода см. раздел “Материалы и методы”). д, е – изменения [Ca2+]i и [Na+]i совме-
щены для двух представительных нейронов, в одном из которых (д) началось развитие ОКД. з – площади под графи-
ками изменения [Na+]i во время действия одного NMDA или NMDA + Hmn, а также в период после удаления NMDA
(-Ca) или удаления (-Ca + Hmn). Клетки нагружали Ca2+ и Na+ индикаторами как описано в разделе “Материалы и
методы”. Клеточная культура кортикальных нейронов в возрасте 12 дней. Концентрации добавляемых агентов как на
рис. 4.
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[Ca2+]i ответов нейронов на блокирующее дей-
ствие Hmn.

Известно, что ионные каналы NMDA-рецеп-
торов хорошо проницаемы не только для Са2+, но
также для Na+ и K+. В культуре кортикальных
нейронов Hmn (100 мкМ) вызывал лишь частич-
ное ингибирование роста [Ca2+]i, удлиняя лаг-пе-
риод развития ОКД (рис. 5ж). Hmn не оказывал
заметного влияния на изменения [Na+]i при сов-
местном добавлении с NMDA по сравнению с
действием одного этого агониста, хотя прослежи-
валась тенденция к снижению общего количества
Na+ прошедшего сквозь цитозоль (рис. 5з). При-
чиной неодинакового ингибирования изменений
[Ca2+]i и [Na+]i, неконкурентными ингибиторами
NMDA-каналов, включая Hmn, может быть, по-
мимо отмеченной выше спонтанной электриче-
ской активности нейрональной культуры, то, что
активация NMDA-рецепторов вызывает ревер-
сию Na+/Ca2+-обмена [27].

В заключение отметим следующее. Быстрая
обратимость ингибирования NMDA-каналов мо-
жет благоприятствовать нормализации функцио-
нирования мозга после отмены применения Hmn.
Более эффективное блокирование входа Са2+ по
сравнению с Na+ будет сильнее ингибировать ней-
ротоксическое воздействие Са2+, при этом в мень-
шей степени снижая поступление Na+, его деполя-
ризующий эффект на плазматическую мембрану
и, соответственно, передачу электрического сиг-
нала между нейронами.
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Influence of Hemantane on Changes in Ca2+ and Na+, Caused by Activation
of NMDA Channels in Cultivated Rat Brain Neurons

N. A. Voroninaa, O. Yu. Lisinaa, I. A. Krasilnikovab, V. G. Kucheryanua,
I. G. Kapitsac, T. A. Voroninac, and A. M. Surina, b

aInstitute of General Pathology and Pathophysiology, Baltiyskaya str. 8, Moscow, Russia
bNational Medical Research Center of Children’s Health, Lomonosovsky av. 2/1, Moscow, Russia

cZakusov Research Institute of Pharmacology, Baltiyskaya str. 8, Moscow, Russia

In Parkinson’s disease, one of the leading mechanisms of neurodegeneration is the excitotoxicity of gluta-
mate, the main excitatory brain neurotransmitter. The excitotoxicity develops as a result of excessive stimu-
lation of ionotropic NMDA-type glutamate receptors. Drugs reversibly inhibiting NMDA receptors are con-
sidered as promising pharmacological agents to prevent the death of neurons and slow down neurodegener-
ation. In this work, we studied the effect of N-(2-adamantyl)-hexamethyleneimine hydrochloride
(hemantane) on changes in the intracellular concentration of Ca2+ ([Ca2+]i), Na+ ([Na+]i) and mitochondri-
al potential (ΔΨm) induced by NMDA in cultured neurons. Cultures were prepared from the cerebral cortex
of 1-2-day-old Wistar rats. Experiments with animals were performed in accordance with the ethical princi-
ples and regulatory documents recommended by the European Convention on the Protection of Vertebrate
Animals. The measurements of [Ca2+]i, [Na+]i and ΔΨm were performed employing f luorescence microsco-
py system based on an Olympus IX-71 inverted microscope with a Sutter Lambda 10-2 multi-wavelength il-
lumination system and a cooled CoolSnap HQ CCD camera. The system was controlled using the MetaFluor
software. It was shown that short-term subtoxic doses of NMDA (2–3 min, 10 μM) cause a rapid rise in
[Ca2+]i, which is reversibly inhibited by high concentrations of Mg2+ (10 mM) and hemantane (100 μM). The
prolonged administration of the neurotoxic NMDA concentration (20 min, 500 μM) caused the development
of delayed calcium deregulation (DCD), a steady rise in [Na+]i and a profound drop in ΔΨm. Hemantane
(100 μM) reduced the growth of [Ca2+]i, postponed the development of DCD, reduced mitochondrial depo-
larization and helped restore the initial values of [Ca2+]i, [Na+]i and ΔΨm after the NMDA withdrawal. Un-
like hemantane, the high-affinity non-competitive inhibitor of NMDA channels MK-801 irreversibly
blocked changes of [Ca2+]i and ΔΨm, even at high NMDA concentration (500 μM). Obviously, hemantane
exhibits neuroprotective properties due to a decrease in Ca2+ and Na+ fluxes through NMDA channels and
a lower growth of [Ca2+]i and [Na+]i. The reversibility of NMDA channels inhibition favors the normaliza-
tion of brain functioning after termination of hemantane administration.

Keywords: glutamate, receptors, hemantane, calcium, sodium, mitochondrial potential
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© 2021 г.   В. Е. Блохин1, *, М. В. Угрюмов1

1Федеральное государственное бюджетное учреждение науки 
Институт биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, Москва, Россия

Поступила в редакцию 13.04.2020 г.
После доработки 25.06.2020 г.

Принята к публикации 29.06.2020 г.

Одним из приоритетов нейронауки является борьба с социально значимыми нейродегенеративными
заболеваниями, к которым относится болезнь Паркинсона (БП). Учитывая ограниченные возможно-
сти изучения патогенеза этого заболевания, важное значение приобретает создание и детальное изу-
чение соответствующих экспериментальных моделей. Поэтому целью данной работы явилось про-
должение многолетних исследований клеточных и молекулярных механизмов патогенеза болезни
Паркинсона и их системных проявлений при моделировании этого заболевания у мышей с помощью
1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП). В данной работе с помощью Вестерн блота
показано, что у мышей на МФТП-модели клинической стадии БП в плазме крови практически
вдвое снижается отношение мономерного α-синуклеина к олигомерному и наблюдается тенденция
к снижению отношения общего α-синуклеина к форсфорелированному по серину-129. По данным
ряда исследований, такие изменения характерны для больных при БП. В отличие от плазмы, в лим-
фоцитах не было обнаружено изменения соотношения указанных белков. Из совпадения наших
данных по содержанию α-синуклеина и его изоформ в крови у паркинсонических мышей и данных
литературы по содержанию α-синуклеина у больных при БП следует, что наша модель БП может
быть использована для углубленной оценки периферических проявлений этого заболевания, а так-
же для усовершенствования дифференциальной диагностики БП, анализа эффективности исполь-
зуемой терапии и скрининга новых лекарственных средств.

Ключевые слова: болезнь Паркинсона, МФТП-модель, альфа-синуклеин
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из важнейших приоритетов современ-

ной нейронауки является борьба с социально
значимыми нейродегенеративными заболевани-
ями – в первую очередь с болезнью Альцгеймера и
болезнью Паркинсона (БП) [1]. При этом к наибо-
лее актуальным задачам относится изучение кле-
точных и молекулярных механизмов патогенеза
этих болезней и, в соответствии с методологией
трансляционной медицины, разработка ранней и
дифференциальной диагностики, а также усовер-
шенствование существующей симптоматической
терапии и превентивной нейропротекторной тера-
пии [2]. Однако возможности для изучения меха-
низмов патогенеза нейродегенеративных заболева-
ний у больных по ряду причин крайне ограниче-
ны. Так, клинические исследования ограничены
тем, что нейродегенеративные заболевания диа-
гностируют по характерным симптомам только

через 20–30 лет после начала патологического
процесса. Патологоанатомические исследования
ограничены тем, что больные умирают уже при
полной деградации ключевых регуляторных систем
мозга и исчерпания компенсаторных резервов орга-
низма [3].

Ограничения в исследовании молекулярных
механизмов патогенеза нейродегенеративных за-
болеваний у человека можно отчасти компенсиро-
вать путем их изучения на экспериментальных мо-
делях. При этом необходимо учитывать, что модели
любого заболевания способны адекватно воспроиз-
водить только отдельные элементы патогенеза. По-
этому разработке моделей нейродегенеративных за-
болеваний и их сравнению с патогенезом у больных
уделяется большое внимание [4]. Только после
тщательного изучения экспериментальных моделей
и получения доказательств их соответствия по опре-
деленным метаболическим путям патогенезу БП,
они могут быть использованы для разработки инно-
вационных методов диагностики и лечения.

* Адресат для корреспонденции: 119334 Россия, Москва,
ул. Вавилова, 26, тел./факс (499)135-88-42; e-mail: vic-
tor.blokhin@hotmail.com.
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Целью данной работы явилось продолжение
многолетних исследований клеточных и молеку-
лярных механизмов патогенеза БП и их систем-
ных проявлений – физиологических, биохимиче-
ских и молекулярно-биологических – у мышей при
моделировании этого заболевания с помощью 1-ме-
тил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП).
МФТП – предшественник нейротоксина, кото-
рый в организме превращается в МФП+ – специ-
фический токсин дофаминергических нейронов
[5]. С помощью МФТП удается воспроизвести ги-
бель дофаминергических нейронов нигростриат-
ной системы мозга – ключевого звена регуляции
моторной функции, а также ряд других централь-
ных и периферических элементов патогенеза БП
[6]. По данным литературы, на МФТП-моделях,
наряду с дегенерацией нигростриатных дофами-
нергических нейронов, воспроизводится и вто-
рой ключевой механизм патогенеза БП – нару-
шение метаболизма альфа-синуклеина [7]. При
α-синуклеинопатии происходит внутринейро-
нальное накопление и агрегация α-синуклеина,
который приобретает цитотоксические свойства,
вызывая дегенерацию центральных и перифери-
ческих нейронов. Считается, что секретируемый
агрегированный токсичный α-синуклеин быстро
распространяется по организму у больных прионо-
подобным способом – от нейрона к нейрону или че-
рез гуморальные среды (ликвор, кровь), вызывает
системную нейродегенерацию [8]. В данной работе
была поставлена задача впервые оценить содер-
жание α-синуклеина в крови у мышей на модели
ранней клинической стадии БП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. В данной работе использованы
20 самцов мышей линии C57Bl/6J в возрасте от 2
до 2.5 мес. и весом от 23 до 25 г. Животных содер-
жали в виварии с 12 часовым циклом дня и ночи и
свободным доступом (ad libitum) к пище и воде. Все
манипуляции с животными были проведены в со-
ответствии с национальными и международными
требованиями и правилами, утвержденными ко-
митетом по охране животных ФГБУН Института
биологии развития им. Н.К. Кольцова РАН, Про-
токол № 27 от 04.07.2019 г.

Моделирование болезни Паркинсона и пробо-
подготовка для анализа. Мышам в контрольной
группе (n = 10) 4 раза с интервалом в 2 ч подкожно
вводили физиологический раствор. Для модели-
рования БП мышам (n = 10) четырежды с интер-
валом в 2 ч подкожно вводили МФТП в физрас-
творе (Sigma-Aldrich, США) в однократной дозе
10 мг/кг. Через 2 нед. после введения МФТП или
физраствора мышей наркотизировали изофлура-
ном (KentScientific, США), декапитировали, со-
бирали кровь из шеи и вычленяли мозг.

Из мозга при 4°C под контролем бинокуляр-
ной лупы выделяли ростро-дорзальную область
стриатум – центральное звено регуляции мотор-
ной функции, в соответствии с атласом мозга мы-
шей [9]. Стриатум взвешивали, замораживали в
жидком азоте и хранили при –70°С до измерения
содержания дофамина. Кровь собирали в 1.5 мл
пробирки, содержащие 20 мкл 5%-го раствора
ЭДТА (Sigma-Aldrich, США). Общий объем рас-
твора доводили до 1 мл фосфатносолевым буфе-
ром (ФСБ) и этот раствор аккуратно наслаивали в
15 мл пробирки содержащие 5 мл раствора фикола
(р = 1.09). Полученную смесь центрифугировали в
течение 15 мин при 4°C со скоростью 1500 об./мин.
Из расслоившейся после центрифугирования
крови отбирали плазму и лимфоциты. Фракцию
лимфоцитов дополнительно центрифугировали
10 мин при 10000 об./мин и промывали трижды
раствором ФСБ, центрифугируя 5 мин после каж-
дого промывания при скорости 10000 об./мин. По-
лученные образцы плазмы и лимфоцитов замора-
живали в жидком азоте и хранили при –70°C до
дальнейшего анализа.

Определение содержания дофамина в образцах
стриатума. Содержание дофамина в образцах
стриатума определяли с помощью высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии с электрохи-
мической детекцией (ВЭЖХ-ЭД) по описанной
ранее методике [10]. Перед измерением дофами-
на в образцы ткани добавляли 400 мкл раствора
0.1 М HClO4 и 250 пМ 2,3-дигидроксибензойной
кислоты (ДГБА, внутренний стандарт) и их гомо-
генизировали при 4°С. Часть гомогената отбира-
ли для измерения концентрации белка с помо-
щью набора “BCA Protein Assay Kit” по протоколу
производителя (The Thermo Scientific Pierce,
США). Остаток гомогената ткани центрифугиро-
вали 20 мин со скоростью 18000 g при 4°C. Супер-
натант отбирали для измерения дофамина в
тканях стриатума.

Определение дофамина проводили на обра-
щенно-фазовой колонке (100 × 4 мм ReproSil-Pur
C18, 3 мкм) (Dr. Maisch, Германия). Подвижной
фазой служил 0.1 М цитратно-фосфатный буфер,
содержащий 0.25 мМ октансульфоната натрия,
0.1 М ЭДТА и 6% ацетонитрила (pH 2.55). Потен-
циал веществ, выходящих из колонки, определя-
ли с помощью электрохимического детектора
DECADE II (Antec Leyden, Нидерланды). Пики
дофамина и внутреннего стандарта (ДГБА) иден-
тифицировали по времени выхода относительно
раствора внешних стандартов (ДГБА и дофами-
на). Содержание дофамина рассчитывали как от-
ношение площадей пиков в образце к стандартам
(рис. 1а). Площадь пиков измеряли с помощью про-
граммного обеспечения LabSolutions (Shimadzu,
Япония). Содержание дофамина нормировали на
концентрацию белка.
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Определение соотношения мономерного
и олигомерного α-синуклеина в крови

В плазме и лимфоцитах с помощью Вестерн
блота определяли содержание мономерного и оли-
гомерного α-синуклеина, а также общего и фос-
форелированного по серину-129 α-синуклеина. В
конечном итоге с помощью анализа изображений и
программного обеспечения рассчитывали отноше-
ния между различными изоформами α-синукле-
ина – мономерный/олигомерный, общий/фосфо-
релированный. Перед измерением α-синуклеина
образцы плазмы и лимфоцитов размораживали. Да-
лее плазму разводили в 5 раз RIPA-буфером, от-
бирали 10 мкл полученного раствора для опреде-
ления концентрации белка в плазме при помощи
ВСА-метода, согласно протоколу производителя.
К лимфоцитам добавляли 100 мкл RIPA-буфера и
гомогенизировали ультразвуком. После этого от-
бирали 10 мкл полученного гомогената для опре-
деления концентрации белка в лимфоцитах при
помощи ВСА-метода согласно протоколу произ-
водителя.

Для фореза брали 25 мкг белка на 1 пробу и
смешивали с SLB-буфером в соотношении 1 : 2 (v/v).
Разделение белков производили в акриламид/би-
сакриламидном геле, состоящем из 4%-го кон-
центрирующего геля и 14%-го разделяющего ге-

ля. Длительность фореза составляла 90 мин, из
которых 20 мин – при 80 мВ, а 70 мин – при
180 мВ. Далее осуществляли мокрый перенос бел-
ков на нитроцеллюлозную мембрану в течение
75 мин при 290 мА. Перенос белков подтвержда-
ли окраской Ponceau. Мембраны отмывали в TNT
буфере 3 раза по 5 мин, а затем блокировали 5%-м
раствором сухого обезжиренного молока 1 ч. Да-
лее мембраны инкубировали с первыми антите-
лами к α-синуклеину (кролик, 1 : 250, SanaCruz,
США), либо фосфорилированному α-синуклеину
по серину-129 (кролик, 1 : 750, Invitrogen, USA) в те-
чение 24 ч, отмывали TNT буфером 3 раза по 10 мин.
После этого мембраны инкубировали 2 ч со вто-
рыми антителами иммунореактивными к гамма-
глобулинам кролика, связанными с пероксида-
зой хрена (Sigma, США). Затем мембраны отмы-
вали TNT буфером 3 раза по 5 мин и проявляли
при помощи раствора ECL (Bio-Rad) согласно про-
токолу производителя. В ходе реакции пероксидазы
хрена с субстратом выделялась хемилюминесцен-
ция, которую детектировали при помощи прибора
ChemiDoc Touch (Bio-Rad, США). Полученные
изображения мембран анализировали с помощью
программного обеспечения ImageLab для получе-
ния значений интенсивности свечения (Volume
Intensity) (Bio-Rad, США).

Рис. 1. Определение уровня дофамина (ДА) в стриатуме у мышей через 2 нед. после четырехкратного подкожного вве-
дения физраствора (контроль) или четырехкратного введения 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП)
в разовой дозе 10 мг/кг (модель болезни Паркинсона). а – Хроматограмма выхода пиков стандартов 2,3-дигидрокси-
бензойной кислоты (ДГБА) и дофамина (ДА), а также пик ДА у мышей в контроле и после введения МФТП. б – Кон-
центрация ДА (пмоль/мкг белка) в стриатуме у мышей после введения физраствора или МФТП. *Р < 0.05.
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Статистическая обработка. Полученные данные
были статистически обработаны при помощи про-
граммы GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software,
США). Для статистического сравнения выбран-
ных групп использовали t-тест Стьюдента. Данные
представлены как среднее ± стандартная ошибка
среднего (SEM). Значение p < 0.05 считалось ста-
тистически значимым.

Отношение мономерного α-синуклеина к
олигомерному α-синуклеину рассчитывали как:

ХЛмоно – показатель хемилюминесценции мо-
номерного α-синуклеина,

ХЛолиго – показатель хемилюминесценции
олигомерного α-синуклеина.

Отношение общего α-синуклеина к фосфори-
лированному α-синуклеину рассчитывали как:

ХЛмоно – показатель хемилюминесценции мо-
номерного α-синуклеина,

ХЛолиго – показатель хемилюминесценции
олигомерного α-синуклеина,

ХЛфосфо – показатель хемилюминесценции
фосфорилированного α-синуклеина.

моно олигоХЛ ХЛΔ =

( )моно олиго фосфоХЛ ХЛ ХЛΔ = +

РЕЗУЛЬТАТЫ

Уровень дофамина в стриатуме. С помощью
ВЭЖХ показано, что концентрация дофамина в
стриатуме у мышей через 2 нед. после четырехкрат-
ного введения МФТП в однократной дозе 10 мг/кг
снизилось на 76.5% по отношению к контролю
после введения по той же схеме физраствора (рис. 1).

Соотношение содержания мономерного и олиго-
мерного α-синуклеина в крови. Показано, что в плаз-
ме у мышей в контроле отношение мономерного
альфа-синуклеина к олигомерному альфа-синукле-
ину в плазме равно 1.238, а в лимфоцитах – 1.404. У
мышей через 2 нед. после введения МФТП отно-
шение содержания мономерного α-синуклеина к
олигомерному альфа-синуклеину в плазме равно
0.609, а в лимфоцитах – 1.339 (рис. 2).

Соотношение содержания общего и фосфорели-
рованного по серину-129 α-синуклеина. Показано,
что в плазме у мышей в контроле отношение со-
держания общего α-синуклеина к фосфорелиро-
ванному α-синуклеину в плазме равно 5.138, а в
лимфоцитах – 10.437. У мышей через 2 нед. после
введения МФТП отношение содержание общего
α-синуклеина к фосфорелированному α-синуклеи-
ну в плазме равно 3.656, а в лимфоцитах – 12.541
(рис. 3).

Рис. 2. Выявление с помощью Вестерн блота мономерного и олигомерного α-синуклеина в плазме и в лимфоцитах у
мышей через 2 нед. после четырехкратного подкожного введения физраствора (контроль) или четырехкратного вве-
дения 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП) в разовой дозе 10 мг/кг (модель болезни Паркинсона).
а – Мембраны после выявления α-синуклеина. В плазме и в лимфоцитах наблюдается разделение олигомерных форм
α-синуклеина по массам, у мышей получавших инъекции МФТП содержание олигомеров увеличивается.
В лимфоцитах также наблюдается разделение олигомерных форм α-синуклеина, однако изменений по содержанию
α-синуклеина не наблюдается. б – Отношение содержания мономерного α-синуклеина к содержанию олигомерного
α-синуклеина в плазме и в лимфоцитах у мышей после введения физраствора или МФТП. *Р < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ
Многие годы в литературе господствовало

представление о том, что α-синуклинопатию – один
из ключевых патогенетических механизмов БП –
можно воспроизвести только на трансгенных
животных при усилении экспрессии гена α-си-
нуклеина или при снижении экспрессии генов
ферментов деградации протеосомной системы
[11–13]. Однако моделирование БП на трансген-
ных животных имеет существенный недостаток –
они, как правило, не воспроизводят пороговую
деградацию нигростриатной дофаминергической
системы при которой нарушается моторное пове-
дение [14].

Оказалось, что постадийное развитие БП и, в
частности, нарушение моторного поведения при
пороговой деградации нигростриатной дофами-
нергической системы можно воспроизвести только
на МФТП-моделях [4, 6, 15]. Так, в данной работе
использована оригинальная острая модель кли-
нической стадии БП, полученная на мышах с по-
мощью МФТП [4]. Однако, учитывая то, что чув-
ствительность мышей, полученных из разных пи-
томников и в разное время, к МФТП может
различаться [16], в данной работе была проведена
коррекция режима его применения. В данном ис-
следовании, так же как и в оригинальной работе
по созданию модели [4], для воспроизведения
ранней клинической стадии БП мышам четырех-
кратно с интервалом 2 ч подкожно вводили
МФТП, однако в несколько меньшей разовой до-
зе – 10 мг/кг.

Оценка роли МФТП-моделей в изучении ме-
ханизмов патогенеза БП значительно повысилась
в последнее десятилетие. Так, в частности, было
показано, что воздействие МФТП на мышей при-
водит к увеличению содержания в нигростриат-
ной системе и в ряде других областей мозга α-си-
нуклеина и его нейротоксичных изомеров – агре-
гированного и фосфорелированного по серину-129
α-синуклеина, что описано в ряде работ, но не во
всех у больных при БП [7, 17–19]. Так, у ряда
больных при БП отсутствует синуклеинопатия, и
в этом случае нельзя ожидать изменений в содер-
жании α-синуклеина и его патологических изо-
форм в гуморальных средах [20]. Более того, было
показано, что на МФТП-моделях, как и у боль-
ных при БП, повышается проницаемость гемато-
энцефалического барьера [17]. Это должно способ-
ствовать поступлению патологических белков из
мозга в общую систему циркуляции и распростра-
нению их цитотоксического действия на перифе-
рии. Это не исключает широко распространенных
представлений о том, что синуклеинопатия запуска-
ется на периферии токсическими внешними фак-
торами микробиоты [21, 22].

Однако до сих пор отсутствуют попытки про-
верить на нейротоксических моделях БП, отра-
жается ли системная α-синуклеинопатия и повы-
шение проницаемости гематоэнцефалического
барьера на содержании α-синуклеина и его изо-
меров – агрегированного и фосфорелированного
α-синуклеина – в крови у животных, что в ряде ра-
бот рассматривается как биомаркеры БП [23, 24].

Рис. 3. Выявление с помощью Вестерн блота общего и фосфорилированного по серину-129 α-синуклеина в плазме и
в лимфоцитах у мышей через две недели после четырехкратного подкожного введения физраствора (контроль) или че-
тырехкратного введения 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридин (МФТП) в разовой дозе 10 мг/кг (модель бо-
лезни Паркинсона). а – Мембраны после выявления фосфорилированного по серину-129 α-синуклеина. В плазме на-
блюдается разделение по массам на 2 подгруппы фосфорилированного α-синуклеина, у мышей получавших инъек-
ции МФТП его содержание увеличивается. В лимфоцитах изменений по содержанию фосфорилированного по
серину-129 α-синуклеина не наблюдается. б – Отношение содержания общего α-синуклеина к содержанию α-си-
нуклеина, фосфорелированного по серину-129, в плазме и в лимфоцитах у мышей после введения физраствора или
МФТП. *Р < 0.05.
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В проведенном нами исследовании с помо-
щью Вестерн блота показано, что у мышей на
МФТП-модели клинической стадии БП в плазме
крови практически вдвое снижается отношение мо-
номерного α-синуклеина к олигомерному. Другими
словами, у паркинсонических животных вдвое воз-
растает доля олигомерного токсичного α-синукле-
ина по сравнению с мономерным нетоксичным
α-синуклеином, что хорошо воспроизводит из-
менение соотношения между содержанием моно-
мерного и олигомерного α-синуклеина в плазме
крови, описанные у ряда больных при спорадиче-
ской БП [23]. В данной работе также показано,
что у мышей на МФТП-модели БП в определен-
ной степени воспроизводится увеличение доли
фософорелированного α-синуклеина по сравне-
нию с общим α-синуклеином в плазме, что также
описано в литературе [23–25]. Однако при оценке
отношения содержания общего α-синуклеина к
фосфорелированному α-синуклеину была обна-
ружена только тенденция к снижению этого по-
казателя (р = 0.1).

Учитывая то, что α-синуклеин принимает уча-
стие в аутофагии клеток, включая нейроны и
лимфоциты [26], особое внимание в данной рабо-
те было обращено на экспрессию α-синуклеина и
его изомеров – агрегированного и фосфорелиро-
ванного α-синуклеина – в лимфоцитах у мышей
после воздействия МФТП. Однако, в отличие от
плазмы, в лимфоцитах не было обнаружено изме-
нения соотношения мономерного и олигомерного
α-синуклеина, а также соотношения общего α-си-
нуклеина и фосфорелированного α-синуклеина.

Из сопоставления данных по содержанию
α-синуклеина и его изоформ в крови у мышей,
полученных в этой работе, и у больных при БП,
опубликованных ранее, следует, что, по крайней
мере, по соотношению этих белков (α-синукле-
ин: мономерный/олигомерный, общий/фосфо-
рилированный) в плазме крови наша модель хоро-
шо воспроизводит патогенез БП, по крайней мере,
у части больных и может быть использована для
оценки периферических проявлений этого заболе-
вания. Эта же модель также может быть использова-
на для усовершенствования дифференциальной ди-
агностики БП, оценки эффективности используе-
мой терапии и скрининга новых лекарственных
средств.

Таким образом, используемая нами модель
клинической стадии БП у мышей воспроизводит
изменения содержания α-синуклеина и его изо-
форм в плазме крови, характерные для ряда боль-
ных при БП, что может быть использовано для
углубленной оценки периферических патогене-
тических процессов, а также для усовершенство-
вания и создания новых технологий диагностики
и лечения этого заболевания.
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Alpha-Synuclein in Blood of Mice with Neurotoxic Model of Parkinson’s Disease
V. E. Blokhina and M. V. Ugryumova

aInstitute of Developmental Biology RAS, Moscow, Russia

One of the priorities of neuroscience is the fight against socially significant neurodegenerative diseases, which
include Parkinson’s disease (PD). Taking into account the limited possibilities of studying the pathogenesis
of this disease, the creation and detailed analysis of appropriate experimental models is of great importance.
Therefore, the aim of this work was to continue the long-term studies of the cellular and molecular mecha-
nisms of the pathogenesis of Parkinson’s disease and their systemic manifestations when modeling this dis-
ease in mice using 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). In this study, we showed using
Western blot that in the blood plasma of mice with MPTP model of the clinical stage of PD, the ratio of mo-
nomeric α-synuclein to oligomeric was almost halved, and there was a tendency to a decrease in the ratio of
total α-synuclein to synuclein phosphorylated at serine-129. According to a number of studies, these changes
are typical of patients with PD. Unlike plasma, no change in the ratio of these proteins was found in lympho-
cytes. The coincidence of our data on the content of α-synuclein and its isoforms in the blood in Parkinsonian
mice and the literature data on the content of α-synuclein in PD patients suggest that our PD model can be
used for in-depth assessment of the peripheral manifestations of this disease, as well as for improvement of
the differential diagnosis of PD, analysis of the effectiveness of the therapy used, and screening for new drugs.

Keywords: Parkinson’s disease, MPTP model, α-synuclein.
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Проведено исследование изменений показателей свободнорадикального окисления и тиол-дисуль-
фидного статуса в структурах головного мозга в экспериментальной модели болезни Паркинсона
(БП) на крысах, осуществляемой посредством введения животным ротенона. В качестве нейромо-
дуляторов использовали производные пантотеновой кислоты – пантенол (ПЛ), пантетин (ПТ) и го-
мопантотеновую кислоту (ГПК). Установлено, что нарушения окислительно-восстановительного
баланса в мозге при действии ротенона сопровождаются не только активацией свободнорадикаль-
ных процессов, но и выраженным угнетением антиоксидантной защиты, проявляющимся в умень-
шении общей антиоксидантной активности, значительном снижении восстановительного потен-
циала системы глутатиона и усилении глутатионилирования белков. Эти изменения проявляются в
наибольшей степени в базальных ганглиях мозга. ПЛ и ПТ, но не ГПК уменьшают изменения сво-
боднорадикального окисления и тиол-дисульфидного баланса в структурах мозга. Механизмы ней-
ропротекторного действия ПЛ и ПТ, осуществляемые во взаимосвязи с изменениями биосинтеза
СоА на фоне экспериментального нейротоксикоза, очевидно, связаны с их способностью повы-
шать восстановительный потенциал системы глутатиона и таким образом уменьшать проявления
окислительного стресса.

Ключевые слова: экспериментальный нейротоксикоз, структуры мозга, болезнь Паркинсона, окисли-
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время болезнь Паркинсона (БП)
является одним из наиболее распространенных
нейродегенеративных заболеваний среди людей
старших возрастных групп. Симптомы БП разви-
ваются вследствие селективной гибели ДА-ней-
ронов в черной субстанции среднего мозга, свя-
занной с образованием избытка свободных ради-
калов и развитием окислительного стресса [1, 2].
Роль свободнорадикальных продуктов и окисли-
тельного стресса в процессах нейродегенерации, в
частности при БП, изучена достаточно полно, тогда
как исследование систем поддержания редокс-ба-
ланса начало привлекать внимание исследователей
только в последние годы [3–7], особенно после
обобщения данных о том, что применение различ-

ных антиоксидантов с целью связывания избытка
свободных радикалов в нервной ткани показало
высокую эффективность в условиях эксперимен-
та, но выявило недостаточную эффективность
антиоксидантной терапии в условиях клиники.
Исходя из этого, изучение изменений антиокси-
дантной защиты и тиол-дисульфидного баланса при
БП и других видах нейродегенеративных наруше-
ний приобретают все большую актуальность.

Доказательством важной роли восстанови-
тельного потенциала системы глутатиона в разви-
тии окислительного стресса в мозге является
уменьшение содержания GSH в посмертных об-
разцах ткани мозга пациентов с БП по сравнению
с тканью мозга пациентов без неврологической
симптоматики [8]. Активация систем антиокси-
дантной защиты, которая сопровождается повы-
шением уровня GSH, защищает ДА-нейроны от
гибели [9]. Установлены нарушения системы ре-

* Адресат для корреспонденции: 230012 Беларусь, Гродно,
БЛК, 50; e-mail: n.kanunnikova@grsu.by.

УДК 616.831:577.164.14:616.8-08

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ



22

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

СЕМЕНОВИЧ и др.

докс потенциала системы глутатиона в экспери-
ментальной модели БП на крысах, вызванной
введением ротенона [10].

Маркерами окислительного стресса, которые
наиболее часто обнаруживаются в посмертных
экстрактах тканей пациентов с БП, являются бел-
ковые карбонилы, аддукты липопереокисления,
продукты окисления ДНК [11]. Однако до сих пор
не совсем ясно, являются ли эти изменения причи-
ной или следствием нарушения функций белков и
клеточных процессов. К настоящему времени на-
коплено много доказательств в пользу того, что ко-
валентные модификации цистеиновых остатков
могут более эффективно влиять на повреждения
тканей при окислительном стрессе при нейродеге-
неративных патологиях человека, чем реакции,
связанные со свободными радикалами [12]. Реакции
глутатионилирования/деглутатионилирования
регулируются за счет экспрессии и активности
глутаредоксина (Grx) и доступности субстрата
GSH, который необходим для химического вос-
становления Grx.

Исходя из этого, мы провели исследование изме-
нений показателей свободнорадикального окисле-
ния и тиол-дисульфидного статуса в структурах го-
ловного мозга в экспериментальной модели БП на
крысах, осуществляемой посредством введения жи-
вотным ротенона. В качестве нейромодуляторов ис-
пользовали производные пантотеновой кислоты,
которые проявили нейропротекторную активность
в моделях алюминиевого нейротоксикоза, ише-
мии-реперфузии мозга и других [13].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспериментальные модели были выполнены

на самках крыс линии Wistar CRL: (WI) WUBR
массой 180–200 г, содержавшихся в стандартных
условиях вивария в соответствии с существующими
нормами содержания лабораторных животных.

Ротенон (Р) вводили ежедневно в течение
6 нед. (2.5 мг/мг, подкожно, растворитель – смесь
DMSO с подсолнечным маслом)  [14]. С 5 нед. экс-
перимента на протяжении 14 дней ежедневно
вводили производные пантотеновой кислоты
(200 мг/кг, внутрижелудочно) – D-пантенол (ПЛ),
D-пантетин (ПТ) и гомопантотенат кальция (ГПК).
Крысам контрольной группы вводили раствор
DMSO в подсолнечном масле. На 43-й день экс-
перимента крыс декапитировали, извлекали го-
ловной мозг и препарировали на холоде, выделяя
базальные ганглии, большие полушария и гиппо-
камп. Ткани помещали в жидкий азот и хранили
при температуре –82°С.

Окислительный стресс оценивали по общей
антиоксидантной активности (ОАА), определяе-
мой по восстановлению катион-радикалов 2-2'-
азино-бис–(3-этил-бензотиазолилсульфоновой

кислоты) [15], количеству общих гидроперокси-
дов, измеряемых колориметрическим методом с
применением ксиленолового оранжевого [16].
При определении конечных продуктов перекис-
ного окисления липидов использовали методиче-
ские указания [17, 18], которые позволяют выявлять
содержание свободных и белковосвязанных тиобар-
битурат-реагирующих соединений (ТБКРС), а так-
же спонтанный и железоаскорбат-индуцирован-
ный уровни ТБКРС.

Для определения содержания белковых тиолов
(PSH) и дисульфидов (PSSP) в гомогенате ткани
использовали спектрофотометрический метод с
использованием реактива Эллмана [19, 20].

Содержание общего, восстановленного и
окисленного глутатиона определяли фермента-
тивным рециклическим методом с использовани-
ем глутатионредуктазы  [21, 22]. Активность глу-
татионпероксидазы (GPx, КФ 1.11.1.9), глутатион-
S-трансферазы (GST, КФ 2.5.1.18) и глутатионредук-
тазы (GR, КФ 1.6.4.2) определяли кинетическими
спектрофотометрическими методами  [23–25]
соответственно. Содержание S-глутатионилиро-
ванных белков определяли спектрофлуоримет-
рическим методом [26].

Статистическую обработку эксперименталь-
ных данных выполняли с использованием про-
грамм Microsoft Excel 2016, GraphPad Prism 6.0.
Экспериментальные данные представляли в виде
M ± SEM, где М – среднее значение, SEM – стан-
дартная ошибка среднего. Достоверность меж-
групповых различий оценивали используя одно-
факторный дисперсионный анализ (ANOVA) с
применением теста Тьюки. Во всех случаях стати-
стически значимыми считали различия при зна-
чении р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Длительное введение крысам ротенона приве-
ло к активации ПОЛ, о чем свидетельствует по-
вышение содержания всех изученных нами фрак-
ций ТБКРС в структурах мозга (табл. 1). Наболее
выраженное повышение содержания ТБКРС от-
мечалось в базальных ганглиях: белковосвязан-
ных форм ТБКРС на 41%, спонтанного уровня
ТБКРС на 31% и Fe/аскорбат-индуцированного
уровня на 28% (p < 0.05), тогда как в гиппокампе
содержание всех форм ТБКРС повысилось на
35–34–16–46%, в больших полушариях – на 17–
16–9–28% соответственно. Это подтверждает дан-
ные литературы о преимущественном поврежда-
ющем действии ротенона на базальные ганглии
[1, 14]. ПЛ и ПТ способствовали достоверному
снижению содержания всех форм ТБКРС до
уровня контроля во всех структурах мозга. Введе-
ние ГПК крысам на фоне ротенона не привело к



НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

МОДУЛЯЦИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА 23

заметным изменениям содержания всех изучен-
ных форм ТБКРС.

Подтверждением наличия окислительного
стресса при действии ротенона явилось повыше-
ние содержания общих гидропероксидов и сни-
жение ОАА в структурах мозга крыс (табл. 2).
Наиболее выраженные изменения также были
отмечены в базальных ганглиях, где наблюдалось
увеличение гидропероксидов на 28% и снижение
ОАА на 16%, в то время как содержание гидропе-
роксидов повысилось на 22 и 18%, ОАА снизилась
на 8 и 5% в гиппокампе и больших полушариях
соответственно. Введение животным ПТ и ПЛ на
фоне ротенона способствовало нормализации
данных показателей, тогда как влияние ГПК бы-
ло значительно слабее.

Изучение изменений системы глутатиона по-
казало, что введение ротенона сопровождалось
снижением содержания GSH на 24%, повышени-
ем уровня GSSG на 11% и снижением соотноше-
ния GSH/GSSG на 32% в базальных ганглиях
(табл. 3). В гиппокампе уровень GSH и соотноше-
ние GSH/GSSG снизились на 10 и 20%, а содер-
жание GSSG повысилось на 14%. В больших по-
лушариях содержание GSH при этом снизилось

лишь на 5% и соотношение GSH/GSSG – на 8%
при отсутствии изменений уровня GSSG. Введе-
ние ПЛ и ПТ на фоне ротенона способствовало
восстановлению уровня GSH и GSSG, а также со-
отношения GSH/GSSG в базальных ганглиях и
других изученнных структурах мозга. Действие
ГПК было более слабым.

Введение ротенона способствовало увеличе-
нию активности глутатионредуктазы, глутатион-
S-трансферазы и глутатионпероксидазы в струк-
турах мозга (табл. 4). В базальных ганглиях эти
изменения были более выраженными, чем в дру-
гих структурах: активность GST повысилась на
15%, GPx – на 20%, GR – на 30% (р < 0.05) выше
значений в контрольной группе (p < 0.05). Введе-
ние животным предшественников биосинтеза
КоА ПЛ и ПТ приводило к снижению активности
данных ферментов, не достигшему, однако, уров-
ня контроля. ГПК практически не оказал влия-
ния на их активность.

В отношении белковых тиолов и дисульфидов
воздействие ротенона также было более выра-
женным в базальных ганглиях, где наблюдалось
снижение содержания PSH на 19% и увеличение
содержания PSSP на 30% со снижением соотно-

Таблица 1. Содержание ТБКРС в структурах мозга при введении ротенона (2.5 мг/кг, п/к, 6 нед.) и производных
пантотеновой кислоты (200 мг/кг, в/ж, 5–6 нед. эксперимента), (M ± SEM, n = 8)

Примечание: * р < 0.05 по отношению к контролю, # p < 0.05 по отношению к ротенону.

Группы

ТБКРС, нмоль/мг белка

свободные белковосвязанные спонтанный
уровень

Fe2+/аскорбат-
индуцированный 

уровень

Большие полушария
Контроль 0.576 ± 0.027 8.552 ± 0.039 5.124 ± 0.036 14.12 ± 0.28
Р 0.776 ± 0.025* 11.446 ± 0.042* 5.920 ± 0.035* 20.56 ± 0.34*
Р + ПЛ 0.520 ± 0.031*# 8.439 ± 0.044# 5.226 ± 0.033# 17.08 ± 0.29*#
Р + ПТ 0.626 ± 0.045* 8.135 ± 0.044# 5.304 ± 0.030# 17.89 ± 0.30*#
Р + ГПК 0.750 ± 0.042* 11.562 ± 0.040* 5.945 ± 0.042* 19.56 ± 0.32*

Базальные ганглии
Контроль 0.582 ± 0.012 8.492 ± 0.038 4.540 ± 0.030 16.08 ± 0.32
Р 0.942 ± 0.013* 14.370 ± 0.037* 6.748 ± 0.023* 22.47 ± 0.30*
Р + ПЛ 0.704 ± 0.015*# 9.274 ± 0.028*# 5.298 ± 0.020*# 19.87 ± 0.54*#
Р + ПТ 0.768 ± 0.019*# 8.362 ± 0.025# 5.522 ± 0.020*# 20.92 ± 0.42*
Р + ГПК 0.904 ± 0.015* 13.994 ± 0.040* 6.650 ± 0.029* 21.32 ± 0.65*

Гиппокамп
Контроль 0.508 ± 0.012 7.752 ± 0.022 4.792 ± 0.024 15.32 ± 0.24
Р 0.596 ± 0.013* 8.984 ± 0.020* 5.229 ± 0.023* 19.69 ± 0.30*
Р + ПЛ 0.495 ± 0.012# 8.865 ± 0.030* 5.122 ± 0.020* 17.08 ± 0.30*#
Р + ПТ 0.556 ± 0.032 8.921 ± 0.021* 5.168 ± 0.030* 18.86 ± 0.52*
Р + ГПК 0.605 ± 0.020* 8.919 ± 0.020* 5.246 ± 0.031* 20.11 ± 0.31*
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шения PSH/PSSP на 42%, тогда как в больших
полушариях и гиппокампе эти показатели изме-
нились на 10–25–30% и 3–18–20% соответствен-
но (табл. 5). Обращает на себя внимание тот факт,
что если в базальных ганглиях нормализующее
действие на уровень белковых тиолов и дисуль-
фидов оказали только ПЛ и ПТ, то в больших по-
лушариях и гиппокампе показатели белкового
тиол-дисульфидного баланса возвратились к
контрольным значениям при действии всех изу-
ченных нами производных пантотеновой кислоты.

Изменения в системе глутатиона и белковых
тиолов и дисульфидов при действии ротенона со-
провождались повышением содержания S-глута-
тионилированных белков на 36% в базальных
ганглиях и на 18–19% соответственно в больших
полушариях и гиппокампе (табл. 5). Действие ПЛ
и ПТ привело к ослаблению эффекта ротенона на
данный показатель, тогда как ГПК практически
не оказал влияния во всех структурах мозга.

ОБСУЖДЕНИЕ
Воздействие ротенона – ингибитора комплекса

I электронтранспортной цепи митохондрий – при-

водит к развитию окислительного стресса в струк-
турах мозга, причем наиболее выраженно это
проявляется в базальных ганглиях [3, 7]. Так, имен-
но в этой структуре мозга, по нашим данным, отме-
чается повышение активности ПОЛ и снижение
общей антиоксидантной активности что свидетель-
ствует о значительном повышении процессов обра-
зования свободных радикалов и угнетении систем
антиоксидантной защиты. Снижение уровня вос-
становленного глутатиона, повлекшее снижение
соотношения GSH/GSSG, уменьшение содержа-
ния белковых тиолов и повышение уровня S-глу-
татионилированных белков в этой структуре моз-
га, активацию GST, очевидно, являются следстви-
ем активного участия системы глутатиона в
поддержании окислительно-восстановительного
баланса на фоне действия ротенона [27]. Это под-
тверждается данными корреляционного анализа,
показавшего наличие тесной взаимосвязи между
снижением редокс-соотношения глутатиона и по-
вышением уровня его дисульфидной формы (r =
= ‒0.8762, p < 0.05) при действии ротенона.

Об участии пантотеновой кислоты в поддер-
жании тиольного и иммунного баланса в разных
тканях указывалось в работе [28]. Нейропротек-
торное действие производных пантотеновой кис-
лоты было установлено при ишемии головного
мозга [29, 30], в алюминиевой модели нейродеге-
нерации [13], а совсем недавно [31] появились
сведения о важной роли пантотената и пантетина
в процессах миелинизации в нервной ткани. На-
ми показано, что ПЛ и ПТ способствуют умень-
шению проявлений окислительного стресса, по-
вышению соотношения GSH/GSSG, снижению
уровня S-глутатионилированных белков во всех
структурах мозга при действии ротенона. Наиболее
выраженное влияние данных препаратов наблюда-
ется в базальных ганглиях. При этом наблюдается
тесная взаимосвязь между возвращениями соотно-
шения GSH/GSSG к контрольным значениям не
только с изменениями уровня дисульфидной фор-
мы глутатиона (r = –0.8333, p < 0.05), но и общей ан-
тиоксидантной активности (r = –0.5476, p < 0.05),
что подтверждает наличие прямого антиокси-
дантного действия ПЛ и ПТ через систему глута-
тиона. Выявленная положительная корреляция
между активностью глутатионпероксидазы и ре-
докс-соотношением глутатиона (r = 0.6190, p < 0.05)
дает основание полагать, что протекторное дей-
ствие ПЛ при ротеноновом нейротоксикозе реа-
лизуется преимущественно через изменения ак-
тивности глутатионпероксидазы.

Механизмы нейропротекторного действия ПЛ
и ПТ на фоне экспериментального нейротокси-
коза, по-видимому, связаны с их способностью
повышать восстановительный потенциал систе-
мы глутатиона и таким образом уменьшать про-
явления окислительного стресса и осуществля-
ются в значительной степени во взаимосвязи с

Таблица 2. Содержание общих гидропероксидов и об-
щая антиоксидантная активность в структурах мозга
при хроническом введении ротенона (2.5 мг/кг, п/к,
6 нед.) и производных пантотеновой кислоты (200 мг/кг,
в/ж, 5–6 нед. эксперимента), (M ± SEM, n = 8)

Примечание: * р < 0.05 по отношению к контролю, # p < 0.05 по
отношению к ротенону.

Группы ROOH, 
нмоль/мг белка

ОАА, нмоль экв. 
GSH/мг белка

Большие полушария
Контроль 22.36 ± 0.61 81.42 ± 2.70
Р 27.35 ± 0.58* 75.12 ± 2.32*
Р + ПЛ 24.29 ± 0.45*# 78.62 ± 2.29*#
Р + ПТ 25.16 ± 0.44*# 75.12 ± 2.24*
Р + ГПК 28.11 ± 0.60* 75.87 ± 2.52*

Базальные ганглии
Контроль 28.78 ± 0.36 86.55 ± 2.40
Р 39.72 ± 0.40* 73.12 ± 2.46*
Р + ПЛ 33.43 ± 0.38*# 82.88 ± 2.39*#
Р + ПТ 32.57 ± 0.30*# 79.10 ± 2.38*#
Р + ГПК 40.21 ± 0.52* 75.41 ± 2.37*

Гиппокамп
Контроль 28.23 ± 0.32 82.10 ± 2.12
Р 33.42 ± 0.30* 78.29 ± 2.23*
Р + ПЛ 33.12 ± 0.31* 78.65 ± 2.24*
Р + ПТ 33.89 ± 0.31* 77.05 ± 2.21*
Р + ГПК 34.92 ± 0.68* 78.49 ± 2.62*
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Таблица 3. Содержание восстановленного и окисленного глутатиона в структурах мозга при хроническом введе-
нии ротенона (2.5 мг/кг, п/к, 6 нед.) и производных пантотеновой кислоты (200 мг/кг, в/ж, 5–6 нед. эксперимен-
та), (M ± SEM, n = 8)

Примечание: * р < 0.05 по отношению к контролю, # p < 0.05 по отношению к ротенону.

Группы GSH, нмоль/мг белка GSSG, нмоль/мг белка GSH/GSSG

Большие полушария
Контроль 18.26 ± 0.41 0.115 ± 0.004 160.78 ± 4.2
Р 17.42 ± 0.36* 0.121 ± 0.005 146.53 ± 3.9*
Р + ПЛ 18.52 ± 0.44 0.111 ± 0.004 164.12 ± 3.7#
Р + ПТ 18.39 ± 0.41 0.108 ± 0.006 168.67 ± 4.1#
Р + ГПК 18.12 ± 0.39 0.117 ± 0.005 156.87 ± 4.8#

Базальные ганглии
Контроль 25.87 ± 0.51 0.110 ± 0.004 236.34 ± 3.8
Р 19.54 ± 0.49* 0.124 ± 0.005* 160.58 ± 4.3*
Р + ПЛ 22.89 ± 0.46*# 0.116 ± 0.004# 194.73 ± 5.1*#
Р + ПТ 21.76 ± 0.48*# 0.114 ± 0.005# 193.88 ± 4.5*#
Р + ГПК 20.15 ± 0.52* 0.112 ± 0.006# 180.91 ± 3.9*#

Гиппокамп
Контроль 21.35 ± 0.38 0.107 ± 0.003 198.68 ± 3.9
Р 19.12 ± 0.40* 0.122 ± 0.005* 158.72 ± 4.6*
Р + ПЛ 21.52 ± 0.41 0.100 ± 0.004# 214.50 ± 3.8*#
Р + ПТ 21.69 ± 0.39 0.098 ± 0.005# 218.38 ± 3.7*#
Р + ГПК 21.41 ± 0.42 0.104 ± 0.003# 210.84 ± 4.2*#

Таблица 4. Активность ферментов окислительно-восстановительных превращений глутатиона в структурах мозга
крыс при хроническом введении ротенона (2.5 мг/кг, п/к, 6 нед.) и производных пантотеновой кислоты (200 мг/кг,
в/ж, 5–6 нед. эксперимента), (M ± SEM, n = 8)

Примечание: * р < 0.05 по отношению к контролю, # p < 0.05 по отношению к ротенону.

Группы GR, нмоль
GSH/мин/мг белка

GST, нмоль GSH-CDNB 
коньюгатов /мин/мг белка

GPx (t-BHP), нмоль 
NADHP/мин/мг белка

Большие полушария
Контроль 36.21 ± 0.29 65.11 ± 0.41 28.96 ± 0.32
Р 40.34 ± 0.27* 70.36 ± 0.46* 32.01 ± 0.28*
Р + ПЛ 37.16 ± 0.26*# 68.27 ± 0.39# 31.25 ± 0.30#
Р + ПТ 37.26 ± 0.28*# 67.79 ± 0.42# 30.65 ± 0.29#
Р + ГПК 39.98 ± 0.30* 71.12 ± 0.42* 32.36 ± 0.33*

Базальные ганглии
Контроль 30.19 ± 0.33 59.73 ± 0.45 32.63 ± 0.29
Р 39.65 ± 0.30* 70.36 ± 0.49* 39.23 ± 0.28*
Р + ПЛ 35.16 ± 0.31*# 64.36 ± 0.48*# 33.21 ± 0.26#
Р + ПТ 34.72 ± 0.29*# 61.83 ± 0.41*# 31.96 ± 0.28#
Р + ГПК 39.33 ± 0.31* 68.17 ± 0.46* 40.10 ± 0.32*

Гиппокамп
Контроль 31.63 ± 0.30 61.31 ± 0.42 31.42 ± 0.30
Р 35.87 ± 0.34* 68.25 ± 0.44* 36.61 ± 0.31*
Р + ПЛ 34.12 ± 0.28*# 65.12 ± 0.40*# 33.65 ± 0.29*#
Р + ПТ 33.26 ± 0.28*# 64.52 ± 0.41*# 33.12 ± 0.30*#
Р + ГПК 35.61 ± 0.36* 69.32 ± 0.44* 36.42 ± 0.33*
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изменениями биосинтеза СоА [13]. Об этом сви-
детельствует защитное действие ПЛ и ПТ, кото-
рые являются предшественниками биосинтеза
КоА, тогда как ГПК, производное пантотеновой
кислоты, в которой β-аланиновый остаток заме-
щен на ГАМК, и она не может превращаться в
КоА, такого влияния не оказывает. В то же время
ГПК успешно восстанавливает белковый тиол-
дисульфидный баланс не только в базальных ган-
глиях, но и в больших полушариях и гиппокампе.
Это может быть связано с эффектами ГПК как со-
единения с выраженной нейротропной активно-
стью, осуществляемой не столько через модуляцию
окислительно-восстановительного баланса, сколь-
ко через воздействие на нейромедиаторные системы
мозга, в частности через воздействие на ГАМКа-ре-
цепторы [32].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нарушения окислительно-восстановительно-

го баланса в мозге в экспериментальной модели

БП сопровождаются не только активацией ПОЛ, но
и выраженным угнетением антиоксидантной защи-
ты, проявляющимся в уменьшении общей антиок-
сидантной активности, значительном снижении
восстановительного потенциала системы глутатио-
на. Эти изменения при действии ротенона прояв-
ляются в наибольшей степени в базальных ган-
глиях мозга. Механизмы нейропротекторного
действия ПЛ и ПТ, осуществляемые во взаимо-
связи с изменениями биосинтеза СоА на фоне
экспериментального нейротоксикоза, очевидно,
связаны с их способностью повышать восстано-
вительный потенциал системы глутатиона и та-
ким образом уменьшать проявления окислитель-
ного стресса.
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Таблица 5. Содержание белковых тиолов и дисульфидов, глутатионилированных белков в структурах мозга при
хроническом введении ротенона (2.5 мг/кг, п/к, 6 нед.) и производных пантотеновой кислоты (200 мг/кг, в/ж,
5–6 нед. эксперимента), (M ± SEM, n = 8)

Примечание: * р < 0.05 по отношению к контролю, # p < 0.05 по отношению к ротенону.

Группы PSH,
мкмоль/г ткани

PSSP,
мкмоль/г ткани PSH/PSSP PSSG, нмоль/мг 

белка

Большие полушария

Контроль 10.12 ± 0.78 4.12 ± 0.51 2.64 ± 0.41 0.495 ± 0.015

Р 9.16 ± 0.56* 5.17 ± 0.60* 1.83 ± 0.49* 0.592 ± 0.018*

Р + ПЛ 10.28 ± 0.68# 4.21 ± 0.62# 2.53 ± 0.53# 0.515 ± 0.016#

Р + ПТ 10.06 ± 0.72# 4.38 ± 0.64# 2.41 ± 0.55# 0.506 ± 0.015#

Р + ГПК 10.34 ± 0.70# 4.05 ± 0.52# 2.58 ± 0.60# 0.531 ± 0.014*

Базальные ганглии

Контроль 10.66 ± 0.64 4.23 ± 0.48 2.62 ± 0.51 0.567 ± 0.019

Р 8.65 ± 0.69* 6.05 ± 0.56* 1.53 ± 0.64* 0.884 ± 0.025*

Р + ПЛ 10.21 ± 0.67# 4.48 ± 0.52# 2.36 ± 0.59# 0.724 ± 0.021*#

Р + ПТ 9.84 ± 0.55* 4.33 ± 0.45# 2.21 ± 0.45# 0.689 ± 0.020*#

Р + ГПК 8.59 ± 0.72* 5.19 ± 0.59# 1.55 ± 0.41* 0.898 ± 0.026*#

Гиппокамп

Контроль 10.33 ± 0.54 4.10 ± 0.42 2.61 ± 0.63 0.511 ± 0.028

Р 9.98 ± 0.45* 4.86 ± 0.43 2.08 ± 0.51* 0.603 ± 0.016*

Р + ПЛ 10.42 ± 0.60 4.01 ± 0.50 2.58 ± 0.43 0.523 ± 0.011#

Р + ПТ 10.51 ± 0.52 4.21 ± 0.51 2.51 ± 0.55 0.509 ± 0.012#

Р + ГПК 10.39 ± 0.54 4.12 ± 0.52 2.64 ± 0.60 0.610 ± 0.020*
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Modulation of Oxidative Stress and Thiol-Disulfide Balance Parameters in the Brain 
Structures by Pantothenic Acid Derivatives in Parkinson’s Disease Experimental Model

D. S. Semenovicha, E. P. Lukiyenkoa, and N. P. Kanunnikovab

aInstitute of Biochemistry of Biologically Active Substances, NAS of Belarus, Grodno, Belarus
bYanka Kupala’s Grodno State University, Grodno, Belarus

Parkinson’s disease (PD), one of the most common neurodegenerative diseases among people of older age
groups, requires long-term maintenance therapy, which makes the search for new means of its metabolic
therapy especially urgent. We studied the effect of pantothenic acid derivatives - panthenol (PL), pantethine
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(PT), and homopantothenic acid (HPA) on changes in the indices of free radical oxidation and thiol-disul-
fide status in the brain structures in a rotenone-induced PD model in rats. It was found that the action of ro-
tenone is accompanied not only by the activation of free radical processes but also by a pronounced suppres-
sion of antioxidant protection, which manifests itself in a decrease in the total antioxidant activity, a signifi-
cant decrease in the reducing potential of the glutathione system and an increase in glutathionylation of
proteins. These changes are most pronounced in the basal ganglia of the brain. PL and PT but not HPA di-
minish changes in free radical oxidation and thiol-disulfide balance in brain structures. The mechanisms of
the neuroprotective action of PL and PT, which act in parallel with changes in CoA biosynthesis during ex-
perimental neurotoxicosis, are apparently associated with their ability to increase the reduction potential of
the glutathione system and thus decrease the manifestations of oxidative stress.

Keywords: experimental neurotoxicosis, brain structures, Parkinson’s disease, oxidative stress, glutathione system,
thiol-disulfide balance, S-glutathionylation of proteins, panthenol, pantethine, homopantothenic acid
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ФАРМАКОКОРРЕКЦИЯ НАРУШЕНИЙ ТИОЛ-ДИСУЛЬФИДНОГО 
РАВНОВЕСИЯ В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ КРЫС ИНТРАНАЗАЛЬНОЙ 

ФОРМОЙ АНТАГОНИСТА IL-1b ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ 
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Проведено исследование влияния геля РАИЛ (антагонист Il-1b) при интраназальном применении
у крыс с экспериментальной хронической церебральной ишемией, вызванной необратимой окклю-
зией общих сонных артерий на основные показатели тиол-дисульфидной системы и экспрессию
белка теплового шока (HSP70) в головном мозге. Установлено, что при моделировании хронической
церебральной ишемии происходит нарушение тиол-дисульфидной системы – снижения активно-
сти ГПР, ГST и ГР, дефицит восстановленных тиолов, GSH, снижение содержание цистеина и ме-
тионина на фоне увеличения окисленной формы глутатиона в головном мозге животных. Парал-
лельно регистрировали повышение содержания маркера нитрозативного стресса-нитротирозина
снижение концетрации эндогенного цитопротектора – HSP70. Интраназальное введение в течение
18 суток РАИЛа приводило к увеличению на 58.2% восстановленных интермедиатов тиол-дисуль-
фидной системы (SH-группы) и повышению на 100% уровня GSH, на фоне снижения содержания
его окисленной формы на 36.3% по сравнении с контролем. РАИЛ повышал активность ГР на
96.1%, ГПР на 68.1%, а ГSТ на 137.7% относительно показателей контроля. При курсовом интрана-
зальном введении геля РАИЛа концентрация белка HSP70 в цитозоле гомогената головного мозга
животных повышалась на 98.4%, а в митохондриях на 142.8% раз по сравнению с показателями кон-
троля. Применение РАИЛа демонстрирует нейропротективный эффект, направленный на стабили-
зацию тиол-дисульфидного равновесия и активацию HSP70–зависимых механизмов эндогенной
нейропротекции.
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ПРИНЯТЫЕ СОКРАЩЕНИЯ:
HIF-1a – фактор, индуцируемый гипоксией

1-альфа (Hypoxia-induciblefactor 1-alpha)
HSP70 – белок теплового шока 70 кДа (70 kilo-

dalton heat shock proteins)
iNOS – индуцибельная синтаза оксида азота
nNOS – нейрональная синтаза оксида азота
АФК – активные формы кислорода
ГПР – глутатионпероксидаза
ГST- глутатионтрансфераза

ГР – глутатионредуктаза
ТДС – тиол-дисульфидная система
ОНМК – острое нарушение мозгового крово-

обращения
ХЦИ – хроническая церебральная ишемия

ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на значительные успехи современ-

ной медицины, проблема нарушений мозгового
кровообращения продолжает оставаться актуаль-
ной. В последнее десятилетие в промышленно раз-
витых странах регистрируется постоянное увеличе-
ние цереброваскулярных заболеваний, особенно,
ишемического инсульта [1–5]. С 90-х годов про-

* Адресат для корреспонденции: 69035, Украина, г. Запоро-
жье, пр. Маяковского, 26; тел.: +38 (0612) 34-27-41;
e-mail: ifb1914@mail.ru

УДК 616.831-06:616.831-005]-018.83-085-092.9

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ



30

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

БЕЛЕНИЧЕВ и др.

шлого столетия в комплексной терапии НМК
применяются первичные и вторичные нейропро-
текторы (модуляторы NMDA, блокаторы Са2+,
ноотропы, антиоксидаты и т.д.). Однако боль-
шинство из них не дают ожидаемого нейропро-
тективного эффекта. Поэтому актуальным явля-
ется изучение тонких молекулярно-биохимиче-
ских механизмов повреждений головного мозга
при НМК, поиск новых перспективных мишеней
для таргетной нейропротекции [3]. Анализ дина-
мики патогенетических механизмов, запускае-
мых ишемией мозга, установил их четкую вре-
менную последовательность. В течение первых
3 часов с момента ОНМК максимально представ-
лен энергетический дефицит в ишемизирован-
ной ткани, через 3–6 ч развивается глутаматная
“эксайтотоксичность”, нарушение кальциевого
гомеостаза и лактат-ацидоз, которые угасают к
концу первых суток. Отдаленные последствия
ишемии, такие как оксидантный, нитрозативный
стресс и локальное воспаление начинают прояв-
ляться через 2–3 ч, достигают максимума через
12–36 ч, а на 2–3 сут начинается нейроапоптоз
[2–4, 6]. В ответ запускаются компенсаторные
механизмы эндогенной нейропротекции среди
которых особый интерес представляют белки
теплового шока HSP70 и тиол-дисульфидная си-
стема [7, 8]. Интермедиат ТДС глутатион являет-
ся важным компонетом защиты нейрона, повы-
шает его устойчивость к гипоксии, ограничивает
гипервозбудимость NMDA, выступает в качестве
резерва цистеина в клетке, регулирует синтез и
стабильность HSP70, участвует в NO- и IL-1b-за-
висимых механизмах апоптоза [2, 7–10]. В опытах
in vitro выявлено, что депривация уровня GSH в
нейронах приводит к падению HSP70, а в условиях
моделирования НМК выявлена корреляционная
взаимосвязь между выраженностью неврологиче-
ских нарушений и дефицитом GSH и HSP70 в го-
ловном мозге животных [3, 6]. Среди механизмов
вторичного повреждения головного мозга особое
значение имеют реакции локального воспаления
вокруг зоны “ядра” инфаркта, сопровождающие
резким подъемом уровня провоспалительных ци-
токинов, в частности IL-1b [9, 11, 12]. При взаи-
модействии IL-1b с рецепторами активируются
факторы ядерной транскрипции AP-1 и NF-κB,
которые меняют поведение клеток-мишеней и
приводят к развитию острофазного клеточного
ответа, экспрессии других провоспалительных
факторов, стимуляции астроцитами экспрессии
iNOS и цитотоксических производных NO, повы-
шению проницаемости митохондриальной поры и
инициации нейроапоптоза [4, 6, 11]. Выявлена
корреляционная взаимосвязь между повышением
уровня провоспалительных цитокинов (IL-1b,
TNF-a, IL-6, IL-8), степенью тяжести неврологи-
ческих нарушений и дефицитом ростовых факто-
ров (BDNF, IGF-1, PDGF). Сигнальный путь с

IL-1b, направленный на усиление отсроченных
механизмов гибели нейронов после ОНМК мо-
жет регулироваться HSP70 [3]. Повышение кон-
центрации HSP70 в пределах физиологической
нормы приводит к повышению IL-1β до уровня,
необходимого для участия в цито- и нейропротек-
ции, дефицит HSP70 может повлечь значительную
экспрессию IL-1. Сверхэкспрессия HSP70 ослабля-
ет экспрессию IL-1β за счет ингибирования фак-
торов транскрипции C/EBPβ и C/EBPδ [1]. HSP70
может предотвращать продукцию воспалитель-
ных цитокинов путем вмешательства в NF-κB-за-
висимую транскрипцию [6]. Известно, что повы-
шенная продукция TNF-α, IL-1β, IL-6 и IL-8
происходит на фоне дефицита GSH [10]. GSH и
его предшественник N-ацетилцистеин способны
модулировать NF κB, снижать экспрессию IL-1β
и проявлять противовоспалительное действие [9,
10, 12–15]. IL-1β в зависимости от концентрации
может регулировать транспорт GSH и влиять на
механизмы нейропротекции/нейродеструкции
[1]. Рациональная нейропротекция предполагает
прерывание каскадных механизмов гибели ней-
ронов, что и определяет IL-1b как важную ми-
шень фармакологического воздействия [3, 7, 13].
В настоящее время получены убедительные дан-
ные о нейропротективном действии антагониста
IL-1b – РАИЛ [8]. Получены данные, что парен-
теральное введение РАИЛ животным с ОНМК
приводит к снижению летальности, уменьшению
неврологических нарушений, а также уменьшение
зоны инфаркта мозга, повышение плотности ней-
ронов сенсомоторной зоны и гиппокампа [11]. С
целью уточнения механизма действия РАИЛ, с
учетом известных взаимосвязей между экспрессией
IL-1b, уровнем GSH и HSP70, предоставляется инте-
ресным определить направленность и выражен-
ность влияния этого антагониста IL-1b на показа-
тели тиол-дисульфидной системы и концентра-
цию HSP70 в условиях экспериментальной
хронической церебральной ишемией. Интерес
фармакологов и клиницистов представляет и
новая лекарственная форма РАИЛ – гель для ин-
траназального применения. Все это определяет
актуальность настоящего исследования.

Цель настоящей работы – изучить влияние ге-
ля РАИЛ при интраназальном применении на по-
казатели тиол-дисульфидной системы и концен-
трацию белка теплового шока 70 кДа в головном
мозге крыс при хронической церебральной ише-
мии, вызванной необратимой окклюзией общих
сонных артерий.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Опыты выполнены на 80 белых беспородных
крысах массой 170–180 г, обоего пола, получен-
ных из питомника ГУ “Институт фармакологии и
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токсикологии АМН Украины”. Длительность ка-
рантина (акклиматизационного периода) для
всех животных составляла 14 дней. В течение ка-
рантина проводили ежедневный осмотр каждого
животного (поведение и общее состояние), дважды
в день животных наблюдали в клетках (заболевае-
мость и смертность). Перед началом исследования
животные, отвечающие критериям включения в
эксперимент, были распределены на группы с по-
мощью метода рандомизации. Животные, не со-
ответствующие критериям, были исключены из ис-
следования в течение карантина. Клетки с живот-
ными были помещены в отдельные комнаты.
Световой режим: 12 ч – свет, 12 ч – темнота. Темпе-
ратура воздуха поддерживалась в пределах 19–25°С,
относительная влажность – 50–70%. Температу-
ра и влажность воздуха регистрировались еже-
дневно. Был установлен режим проветривания,
обеспечивающий около 15 объемов помещения в
час. Опытных животных содержали на одинако-
вых рационах, в обычных условиях вивария [16,
17]. Животные помещались в стандартных клет-
ках по 5 особей в клетке. Рацион питания – фу-
ражное зерно, рыба, творог, хлеб, корнеплоды
(свекла, морковь). Все манипуляции были прове-
дены согласно положению об использовании жи-
вотных в биомедицинских опытах (Страсбург,
1986г., с изменениями, внесенными в 1998г.).
Протоколы экспериментальных исследований и
их результаты утверждены решением Комиссии
по биоэтике ЗГМУ (протокол № 32 от 26 октября
2018 г.). В работе использовали модель хрониче-
ской церебральной ишемии, которую воспроиз-
водили путем двухсторонней окклюзии общих
сонных артерий у экспериментальных животных
под наркозом (тиопентал натрия, 40 мг/кг). Стоит
обратить внимание на то, что данная модель яв-
ляется травматичной, гибель животных особенно
в первые часы довольно часто происходит вслед-
ствие ошибки экспериментаторов, которые пе-
ревязывают вместе с a. carotidis и n. vagus. Пра-
вильно выполненная операция по моделированию
церебральной ишемии путем перевязки обеих
общих сонных артерий по данным ряда исследо-
ваний вызывает смертность на 1–20 сут 50–80% в
зависимости от вида крыс [16, 17]. Учитывая вы-
сокую смертность для этой экспериментальной
модели, оперировали такое количество живот-
ных, чтобы к 18 суткам в каждой группе было по
20 животных. Также была серия ложно-опериру-
емых животных, которым под наркозом, разреза-
лась кожа, под сонные артерии подводилась лига-
тура, но не производили окклюзию и затем кожа
ушивалась. Животных всех групп выводили из
эксперимента на 18-е сутки после операции под
тиопенталовым наркозом (40 мг/кг). Исследуе-
мые препараты вводили по схеме: РАИЛ – интра-
назально в виде геля 1 раз в сутки в течение
18 дней (1 мг/кг), референс-препарат Цитиколин –

внутрибрюшинно 1 раз в сутки в течение 18 дней
(500 мг/кг) [1]. Цитиколин одобрен и широко
применяется более 30 лет в странах Западной Ев-
ропы и США для лечения мозгового инсульта
(ишемического и геморрагического) и ЧМТ. В
работе использовался Цитиколин производства
Ferrer Internacional, S.A. (Испания) и представ-
ленным Nycomed Austria, GmbH (Австрия).

В эксперименте животные были разделены на
четыре группы:

1) ложнооперированные, получавшие в тече-
ние 18 сут основу геля интраназально – (20 крыс);

2) контрольные – животные с хронической це-
ребральной ишемией (ХЦИ), получавшие в тече-
ние 18 сут основу геля интраназально (20 крыс);

3) животные с ХЦИ, получавшие гель РАИЛ
интраназально в течение 18 сут (20 крыс);

4) животные с ХЦИ, получавшие Цитиколин
парентерально в течение 18 сут (20 крыс).

В работе использовалась субстанция РАИЛ,
полученная из Федерального государственного
унитарного предприятия “Государственный на-
учно-исследовательский институт особо чистых
биологических препаратов” (Россия, С.-Петербург,
ЛСР-007452/1-0300710). Субстанция получена био-
технологически из E. coli TG1(pTAC-hlL-1ra), со-
стоит из 153 аминокислот. М.м. 17.906 кДа. РА-
ИЛ-гель (5мг/1 мл) разработан на кафедре техно-
логи лекарственных средств ЗГМУ.

Биохимические методы исследования. Из го-
ловного мозга быстро удаляли кровь, отделяли от
мозговой оболочки и исследуемые кусочки поме-
щали в жидкий азот. Затем измельчали в жидком
азоте до порошкообразного состояния и гомоге-
низировали в 10-кратном объеме среды при (2°С),
содержащей (в ммолях): сахарозы – 250, трис-
HCl-буфера – 20, ЭДТА -1 (рН 7.4) [2, 11]. При
температуре (+4°С) методом дифференциального
центрифугирования на рефрижераторной цен-
трифуге Sigma 3-30k (Германия) разделяли цито-
зольную и митохондриальную фракции (17000 g).
Супернатант сливали и хранили при –80°С. Со-
стояние тиол-дисульфидных системы головного
мозга оценивали по содержанию восстановлен-
ного глутатиона (GSH) и окисленного глутатиона
(GSSG) в цитозольной фракции флуориметриче-
ски с использованием о-фталевого ангидрида на
флуориметре Quantech [2]. Уровень свободных
SH-групп, активность глутатионредуктазы, глу-
татионпероксидазы и глутатионтрансферазы в
цитозольной фракции измеряли спектрофото-
метрически на спектрофотометре Libra S 32 PC
[13]. Содержание цистеина и метионина опреде-
ляли методом тонкослойной хроматографии в
цитозольной фракции с последующей спектро-
фотометрией на спектрофотометре Libra S 32 PC
[17]. Общее содержание восстановленных и окис-
ленных сульфгидрильных групп в цитозольной
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фракции определяли с помощью реактива Элма-
на спектрофотометрически на спектрофотометре
Libra S 32 PC [17]. Концентрацию белка оценива-
ли по методу Бредфорда.

Иммуноферментный анализ. Степень интен-
сивности нитрозативного стресса в головном
мозге определяли по концентрации нитротиро-
зина в цитозольной фракции методом твердофаз-
ного иммуноферментного анализа (ELISA) на
полнопланшетном иммуноферментом анализа-
торе (SIRIOS, Италия) с применением тест-набо-
ра “Nitrotirosine ELISAKit” (“Hy Cultbiotechnolo-
gy”). Гомоцистеин определяли аналогичным ме-
тодом с применением тест-набора (“Axis-
Shield”).

Вестернблотинг. Концентрацию в цитоплазма-
тической и митохондриальной фракциях головного
мозга HSP70 определяли методом Вестерн-блот ана-
лиза (рис. 1). Белки разделяли в 10% полиакрила-
мидном геле (ПААГ) путем электрофореза. После
переноса белков на нитроцеллюлозную мембрану ее
помещали в блокирующий буфер, содержащий
1% раствор бычьего сывороточного альбумина
(SIGMA, США, кат. № А2153) и после отмывки
помещали в раствор первичных антител против
HSP70 (1 : 500), (Santa Cruz Biotechnology). Затем
обрабатывали вторичными антителами (1 : 1000),
(биотинилированный анти-мышиный IgG, SIGMA,
США, кат. №051М4885). Мембрану помещали в
раствор ExtrAvidin-пероксидазы (SIGMA, США,
кат. № 051М4885) в 1% растворе бычьего сыворо-
точного альбумина (1 : 1000). Для визуализации
использовали 3-амино-9-этилкарбазола (Sigma,
США, кат. № а6926). Детекцию HSP70 осуществ-
ляли при помощи денситометрии в программе
Adobe Photoshop.

Статистические методы. Статистическая обра-
ботка данных научных исследований проводилась с

использованием пакета программ “STATISTICA®
for Windows 6.0” (StatSoft Inc., № AXXR712D833214-
FAN5), а также “SPSS 16.0”, “Microsoft Office Excel
2003”. Перед применением статистических крите-
риев проводилась проверка гипотезы о нормальном
законе распределения случайных величин (по кри-
терию Shapiro-Wilk и Колмогорова-Смирнова). В
условиях нормального распределения установления
достоверности межгрупповых различий по получен-
ным данным экспериментов проводилось с помо-
щью параметрического t-критерия Стьюдента. В
случае, когда данные не соответствовали законам
нормального распределения, сравнительный ана-
лиз проводили с помощью непараметрического U–
критерия Манна-Уитни. Для сравнения незави-
симых переменных в более чем двух выборках
применяли дисперсионный анализ (ANOVA) при
нормальном распределении или критерий Krus-
kal-Wallis для распределения, отличного от нор-
мального. Для анализа закономерностей связи
между отдельными показателями проведен корре-
ляционный анализ с помощью коэффициента кор-
реляции Пирсона или Спирмена. Для всех видов
анализа статистически значимыми считали разли-
чия р < 0.05 (95%).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты проведенных нами исследований
указывают на то, что формирование хронической
церебральной ишемии у крыс приводит к смеще-
нию тиол-дисульфидной системы в виде уменьше-
ния пула ее восстановленных форм и снижение ак-
тивности ГПР, ГST и ГР (р < 0.05) цитозольной
фракции вплоть до 18 суток эксперимента по
сравнению с показателями ложнооперирован-
ных животных (табл. 1–3). Снижение уровня
GSH (р < 0.05) в головном мозге у крыс с НМК по
сравнению показателями ложнооперированных
животных может быть следствием нарушения его
синтеза, связанного с нарушением тканевого ды-
хания, обусловленного ишемией, а также расхо-
дованием в неэнзиматических реакциях и реак-
циях катализируемых ГПР, направленных на
“утилизацию” свободных радикалов и перекисей
[3]. Другой причиной, уменьшения пула внутри-
клеточного глутатиона, может выявленный нами
быть дефицит цистеина (–63.8%), вследствие его
активного использования в качестве антиокси-
данта [6, 10]. На данном фоне характерным было
достоверное повышение уровня гомоцистеинана
фоне снижения концентрации метионина. Гомо-
цистеин является нейротоксичным серосодержа-
щим промежуточным звеном метаболизма метио-
нина, подавляет экспрессию eNOS и увеличивает
выработку АФК за счет высвобождения арахидо-
новой кислоты из тромбоцитов, ингибирует ГПР
и ГР. Повышенная концентрация гомоцистеина
стимулирует многие пути внутриклеточной пере-

Рис. 1. Экспрессия белка HSP70 в цитозоле головного
мозга крыс (нитроцеллюлозная мембрана после об-
работки первичными и вторичными антителами, для
визуализации использовали 3-амино-9-этилкарбазо-
лом). 1 – животные с хронической церебральной
ишемией (ХЦИ), получавшие Цитиколин; 2 – живот-
ные с ХЦИ, получавшие гель РАИЛ; 3 – животные с
ХЦИ без лечения (контроль); 4 – ложнооперирован-
ные животные.

1 2 3 4
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дачи сигналов, включая модификации рецепто-
ров, индукцию различных киназ, например мито-
ген-активирующий белок (MAP) и включение
нейроаппотоза, а также усиливает эксайтоток-
сичность за счет стимуляции NMDA и АМРА [1].

На фоне курсового интраназального введения
РАИЛа отмечены выраженные изменения, кото-
рые характеризовались значимым на 58.2% уве-
личением восстановленных интермедиатов тиол-
дисульфидной системы и повышение на 100%
уровня GSH, на фоне снижения содержания его
окисленной формы на 36.3% по сравнению с по-
казателями контроля. Важным явилось то, что
увеличение уровня GSH в группе, получавшей

РАИЛ, происходило на фоне увеличения цистеи-
на (+143%). Подобные по направленности изме-
нения были отмечены и при использовании Ци-
тиколина, однако параметры зафиксированных
значений в этой группе, по выраженности уступа-
ли показателям группы животных с введением
РАИЛа. Применение РАИЛа также приводило и
к снижению содержания в тканях мозга нейро-
токсических веществ – нитротирозина и гомоци-
стеина на 42.7 и 51.7% соответственно (табл. 3).
При этом снижение гомоцистеина регистрировали
на фоне повышения метионина на 101.6%. РАИЛ
повышал активность ГР на 96.1%, ГПР на 68.1%,

Таблица 1. Влияние РАИЛа и Цитиколина на состояние ферментативного звена тиол-дисульфидной системы в
головном мозге животных с хронической церебральной ишемией (ХЦИ) на 18-е сут эксперимента

Примечание: # р < 0.05 по отношению к группе ложнооперированных животных; * р < 0.05 по отношению к контрольной
группе; 1 р < 0.05 по отношению к группе Цитиколина.

Группы животных ГР
мкмоль/мг белка/мин

ГПР
мкмоль/мг белка/мин

Г-S-T
мкмоль/мг белка/мин

Ложнооперированные (n = 20) 19.5 ± 1.35 61.8 ± 2.9 15.8 ± 1.07
ХЦИ (контроль) (n = 20) 5.2 ± 0.42# 34.2 ± 1.54# 6.1 ± 0.57#

ХЦИ + Цитиколин, 500мг/кг (n = 20) 8.2 ± 0.45* # 48.8 ± 3.14* 5.2 ± 0.72 #

ХЦИ + РАИЛ, 1 мг/кг (n = 20) 10.2 ± 0.71* 57.5 ± 2.72* 14.5 ± 1.11*1

Таблица 2. Влияние РАИЛа и Цитиколина на состояние неферментного звена тиол-дисульфидной системы в го-
ловном мозге животных с ХЦИ на 18-е сут эксперимента

Примечание: # р < 0.05 по отношению к группе ложнооперированных животных; * р < 0.05 по отношению к контрольной
группе; 1 р < 0.05 по отношению к группе Цитиколина.

Группы животных SH-группы
мкмоль/г ткани

SS-группы
мкмоль/г ткани

GSH
мкмоль/г ткани

GSSG
мкмоль/г ткани

Ложно-оперированные (n = 10) 57.3 ± 2.8 3.5 ± 0.2 4.3 ± 0.23 0.033 ± 0.008

ХЦИ (контроль) (n = 20) 24.4 ± 1.2# 7.2 ± 0.42# 1.62 ± 0.05# 0.066 ± 0.005#

ХЦИ + Цитиколин, 500 мг/кг (n = 20) 30.4 ± 2.8* 6.4 ± 0.51# 2.20 ± 0.10* # 0.060 ± 0.004#

ХЦИ + РАИЛ, 1 мг/кг (n = 20) 38.6 ± 3.8* 4.5 ± 0.38*1 3.24 ± 0.22*1 0.042 ± 0.003*1

Таблица 3. Влияние РАИЛа и Цитиколина на состояние неферментного звена ТДС и нитрозативного стресса в
головном мозге животных с ХЦИ на 18-е сут эксперимента

Примечание: # р < 0.05 по отношению к группе ложнооперированных животных; * р < 0.05 по отношению к контрольной
группе; 1 р < 0.05 по отношению к группе Цитиколина.

Группа животных Гомоцистеин
мкмоль/г ткани

Цистеин
мкмоль/г ткани

Mетионин
мкмоль/г ткани

Нитротирозин
нмоль/г ткани

Ложно-оперированные (n = 20) 2.8 ± 0.26 3.15 ± 0.16 2.86 ± 0.15 18.6 ± 1.23

ХЦИ (контроль) (n = 20) 8.5 ± 0.52# 1.14 ± 0.074# 1.25 ± 0.082# 42.3 ± 2.32#

ХЦИ + Цитиколин, 500 мг/кг (n = 20) 7.7 ± 0.53# 1.87 ± 0.057* # 1.71 ± 0.12* # 30.8 ± 2.42*

ХЦИ + РАИЛ, 1 мг/кг (n = 20) 4.1 ± 0.42*1 2.77 ± 0.093* 2.52 ± 0.11*1 24.2 ±1.1*1



34

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

БЕЛЕНИЧЕВ и др.

а ГSТ на 137.7% относительно показателей кон-
троля.

Увеличение функциональности системы глу-
татиона, а также повышение активности
GSH-ферментов не только приводит к усилению за-
щиты головного мозга от нейротоксических продук-
тов оксидативного и нитрозативного стресса, но и
может запустить GSH-зависимые механизмы
эндогенной нейропротекции [10]. Увеличение
функциональности тиол-дисульфидной систе-
мы в условиях НМК и увеличение его восстанов-
ленных интермедиатов, под влиянием РАИЛ,
может способствовать повышению биодоступно-
сти NO и уменьшению его превращения в цитоток-
сический пероксинитрит [4], а также уменьшает
активность реакций нитрозативного стресса, что
проявлялось в виде выраженного снижения уровня
нитротирозина [3, 7, 8].

Таким образом, одним из звеньев нейропро-
тективного действия геля РАИЛа в условиях экс-
периментального НМК является его позитивное
влияние на показатели тиол-дисульфидной си-
стемы и, особенно, ее глутатионовой части.

Нами обнаружено снижение уровня белка теп-
лового шока HSP70 в цитозоле и митохондриях
(р < 0.05) головного мозга экспериментальных
животных (табл. 4). При курсовом интраназаль-
ном введении геля РАИЛа концентрация белка
HSP70 в цитозоле гомогената головного мозга жи-
вотных повышалась на 98.4%, а в митохондриях
на 142.8% раз по сравнению с показателями контро-
ля (рис. 1). Полученные данные свидетельствуют о
возможном влиянии РАИЛа на HSP70–зависимые
механизмы эндогенной нейропротекции при цере-
бральной ишемии. По всей видимости, РАИЛ, бло-
кируя IL-1b, способен регулировать экспрессию
HSP70 и GSН. Это новый и перспективный, учиты-
вая концепцию таргетной нейропротекции, меха-
низм действия РАИЛа. Hsp70 блокирует пусковой
рецептор апоптоза Fas/Apo-1, ингибирует апо-

птоз в митохондриях на этапе между высвобожде-
нием цитохрома С и расщеплением прокаспазы-9,
препятствует связи цитохрома С с проапоптиче-
ским белком Apaf-1 в митохондриях [1, 6].

HSP70 способен исправлять окислительно по-
врежденные антиоксидатные ферменты и транс-
портировать их из цитоплазмы в другие клеточ-
ные органеллы [1, 15]. Увеличение экспрессии
и/или содержания внутриклеточного HSP70 вы-
зывает торможение передачи пролиферативных,
апоптотических, воспалительных сигналов [3].
HSP70 проявляет прямое митопротективное дей-
ствие, а также поддерживает активность компенса-
торного малат-аспартатного челночного механизма
в условиях церебральной ишемии, “пролонгируя”
действие HIF-1a, HSP70 самостоятельно поддержи-
вает экспрессию НАД-МДГ-мх [1, 3, 6].

Выявленное у Цитиколина влияние на тиол-
дисульфидную систему головного мозга в услови-
ях НМК не противоречит нашим предыдущим
результатам и данным других исследователей.
Цитиколин проявляет митопротективный эф-
фект, сохраняет целостность внутренней мембра-
ны митохондрии, влияя на уровень кардиолипи-
на [1–3]. Цитиколин опосредовано, через увели-
чения активности GSH-зависимых ферментов,
регулирует участие GSH в механизмах эндоген-
ной нейропротекции [6].

Полученные нами результаты исследования
позволят по-новому оценить механизм нейро-
протективного действия РАИЛа. РАИЛ, преры-
вая IL-1b-зависимую экспрессию iNOS, может
снизить продукцию цитотксических форм NO,
активность нитрозативного стресса и “расходова-
ние” восстановленных интермедиатов ТДС [18].
С учетом полученных нами результатов можно
предположить, что РАИЛ может регулировать
IL-1b–зависимый транспорт GSH. Возможно,
РАИЛ за счет повышения концентрации HSP70
влияет на активацию редокс-чувствительных

Таблица 4. Влияние РАИЛа и Цитиколина на содержание HSP70 в головном мозге животных с ХЦИ на 18-е сут
эксперимента

Примечание: # р < 0.05 по отношению к группе ложнооперированных животных; * р < 0.05 по отношению к контрольной
группе; 1 р < 0.05 по отношению к группе Цитиколина.

Группа животных

HSP70, у.е./ г белка

Митохондриальная
фракция

Цитозольная
фракция

Ложнооперированные (n = 20) 7.2 ± 0.21 15.5 ± 0.36

ХЦИ (контроль) (n = 20) 2.1 ± 0.11# 6.4 ± 0.55#

ХЦИ + Цитиколин, 500 мг/кг (n = 20) 2.2 ± 0.54# 7.8 ± 0.52#

ХЦИ + РАИЛ,1 мг/кг (n = 20) 5.1 ± 0.32*1 12.7 ± 0.95*1
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факторов транскрипции АР-1, NF-κB, NF-1, ко-
торые повышают экспрессии генов ГПР, ГР и
ГSТ, а также генов ферментов, обеспечивающих
стабильность внутриклеточной концентрации
GSН (γ-глутамилтрансферазы, γ-глутамилцисте-
инсинтетазы) в условиях хронической церебраль-
ной ишемии [3, 6, 19].

ВЫВОДЫ
1. Необратимая окклюзия общих сонных арте-

рий в течение 18 сут приводит к нарушению тиол-
дисульфидной системы головного мозга – угне-
тению активности ГПР, ГST и ГР, дефициту
SH-групп, восстановленного глутатиона, сниже-
нию содержания цистеина, метионина, повыше-
нию концентрации окисленного глутатиона и
увеличения уровня нитротирозина в цитозоле, а
также к дефициту белка теплового шока 70 кДа в
цитозоле и митохондриях головного мозга экспе-
риментальных животных.

2. Курсовое интраназальное применение геля
РАИЛ в течение 18 сут после необратимой окклю-
зии общих сонных артерий у крыс способствует
улучшению основных показателей тиол-дисуль-
фидной системы, снижению уровня нитротиро-
зина в цитозольной фракции головного мозга.
Применение РАИЛ-геля приводит к повышению
экспрессию белка теплового шока 70 кДа в цито-
золе и митохондриях головного мозга.

3. РАИЛ-гель по степени влияния на показатели
тиол-дисульфидной системы и экспрессию HSP70
превосходит референс-препарат Цитиколин.

4. Полученные результаты позволили выявить
новые звенья нейропротективного действия РА-
ИЛ в условиях хронической церебральной ише-
мии, а именно влияние на GSH/HSP70-зависи-
мые механизмы эндогенной нейропротекции,
что экспериментально обосновывает перспек-
тивность дальнейших исследований этой лекар-
ственной формы.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ
Внешнее финансирование отсутствует.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ НОРМ
Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у них

нет конфликта интересов.
Этическое одобрение. Все применимые междуна-

родные, национальные и институциональные принци-
пы ухода и использования животных были соблюдены.
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Pharmacocorrection of Thiol-Disulfide Balance in the Brain of Rats by the Intranasal 
Form of the IL-1b Antagonist in a Model of Chronic Cerebral Ischemia
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cFSUE “State Research Institute of Especially Purified Bioproducts” FMBA of Russia, St. Petersburg, Russia

We studied the effects of intranasal application of RAIL gel (IL-1b antagonist) to rats with experimental
chronic cerebrovascular disorders on the indices of the thiol-disulfide system and heat shock protein HSP70
in the brain. We found that chronic cerebral ischemia (permanent occlusion of the common carotid arteries)
shifts the state of thiol-disulfide system: the pool of reduced forms of glutathione and the activity of GPR,
GST and GR decreased. Intranasal application of RAIL for 18 days resulted in a 58.2% increase in the re-
duced intermediates of the thiol-disulfide system and in 100% increase of GSH level, against the background
of a 36.3% decrease in the content of its oxidized form compared to the control. The administration of RAIL
led to a 98% increase in the heat shock protein HSP70 concentration in the brain of experimental animals.
The use of RAIL stabilizes the thiol-disulfide balance and activates HSP70-dependent mechanisms of en-
dogenous neuroprotection.

Keywords: chronic cerebral ischemia, thiol-disulfide system, HSP70, neuroprotection, IL-1b antagonist (RAIL),
intranasal gel
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Известно, что шапероны и, в частности, белки теплового шока массой 70 кДа (БТШ70) являются
неотъемлимой частью клеточного протеостаза. Чтобы оценить роль БТШ70 в течении нейродегене-
ративного процесса мы использовали новую гибридную линию мышей с коэкспрессией аберрант-
ного белка ΔFUS(1-359) и БТШ70 человека. Мыши новой гибридной линии характеризуются боль-
шей продолжительностью жизни, а также увеличением продолжительности симптоматической ста-
дии по сравнению с контрольными животными. Кроме этого, по результатам физиологических
тестов можно сделать вывод о положительном влиянии БТШ70 на мышечную силу на симптомати-
ческой стадии течения модельного заболевания.

Ключевые слова: трансгенные животные, шапероны, протеинопатия
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ВВЕДЕНИЕ
Боковой амиотрофический склероз (БАС) это

одно из самых часто встречаемых возрастных за-
болеваний моторного нейрона, которое затраги-
вает спинной и головной мозг. С БАС связано
множество генетических мутаций, основные из
которых затрагивают Cu/Zn супероксиддимутазу
(SOD1), а также РНК-связывающие белки –
TDP-43 и FUS. Большинство случаев заболевания
БАС связано с накоплением неправильно сверну-
тых белков, а также их агрегатов [1]. Деградация та-
ких белков при помощи убиквитинпротеасомной
системы или аутофагосомного пути относится к
потенциальным терапевтическим мишеням, по-
скольку эффективность этих механизмов снижа-
ется с возрастом [2, 3].

Шапероны (белки теплового шока) и кошапе-
роны обеспечивают внутриклеточный гомеостаз
и препятствуют повреждению клеточных белков
при повышении температур и других стрессирую-
щих воздействиях внешней среды, а также при
старении. Они являются неотъемлемой частью
системы протеостаза в эукариотических клетках,

выполняя ключевую роль в процессах сворачива-
ния и созревания белков, а также деградации бел-
ков с неправильной конформацией и агрегатов из
них. К семейству белков теплового шока с моле-
кулярной массой 70 кДА (БТШ70) относятся од-
ни из самых распространенных и повсеместно
экспрессируемых шаперонов, которые участвуют
во многих биологических процессах [4].

В исследованиях, проведенных на клеточных и
животных моделях, показано, что повышенная
экспрессия БТШ70 способствует снижению оли-
гомеризации α-синуклеина [5, 6], а также инги-
бирует аккумуляцию полиглутамина, характер-
ную для болезни Хантингтона [7]. Было показано,
что введение рекомбинантного человеческого
стресс белка (БТШ70) животным с моделью ней-
родегенераци типа болезни Альцгеймера, а также
при сепсисе способно уменьшать клинические
проявления этих патологий [8]. Уровень БТШ70 в
спинном мозге пациентов со спорадической фор-
мой БАС значительно снижен [9], из чего можно
предположить его роль в предотвращении разви-
тия патогенетического процесса.

Результаты этого исследования также вносят
вклад в понимание роли БТШ70 в развитие про-
цесса протеинопатии.

* Адресат для корреспонденции: 142432 Россия, Московская
область, г. Черноголовка, Северный пр-д, 1; e-mail: ekateri-
na.ipac@gmail.com.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. Для этого исследования была со-

здана новая гибридная линия животных с коэкс-
прессией аберрантного белка ΔFUS(1-359) [1] и
БТШ70 человека [10]. Генотип животных под-
тверждали при помощи ПЦР. Для определения
наличия трансгенных кассет использовался метод
ПЦР с использованием коммерческого набора Gen-
Pak PCR Core (ISOGENE laboratory ltd., Россия).
Для детекции вставки FUS использовалась смесь
праймеров: FUS_for: TCTTTGTGCAAGGCCTGG-
GT, FUS_rev: TAATCATGGGCTGTCCCGTT (Evro-
gen, Россия, C = 100 мкм) – 0.2 мкл. Для детекции
вставки HSP использовалась смесь праймеров:
HSP_for: AAGACCCTCCTCCTGTATGG, HSP_rev:
TCAGACGCAACTCAGCAC (Evrogen, Россия,
C = 100 мкм) – 0.2 мкл.

Для исследования использовали только сам-
цов. В качестве контроля использовали геми- и
гомозиготных особей по трансгенной кассете
FUS(1-359), а также животных с экспрессией че-
ловеческой изоформы белка теплового шока 70 кДа
(HSPhet) и животных дикого типа (CD1).

Методы оценки локомоторных функций. Оцен-
ку моторных функций трансгенных животных
проводили при помощи тестов: “сила хватки”,
“перевернутая сетка”, а также анализировали из-
менение походки при помощи установки CatWalk
(Noldus, США). Животных тестировали в воз-
растных точках 30, 60, 90 и 120 дней, соответству-
ющих разным стадиям развития модельного забо-
левания. Силу хватки передними лапами оцени-
вали при помощи динамометра, каждое животное
тестировали 3 раза. В качестве результата пред-
ставлена сумма сил хватки в трех попытках.

В тесте “перевернутая сетка” животное поме-
щали на сетку (размер ячейки 1 × 1 см), которую
затем поднимали на высоту 1 м и переворачивали
на 180° таким образом, чтобы мышь оказалась
снизу, и выдерживали в течение 60 с. Фиксирова-
ли время проведенное на сетке в трех последова-
тельных попытках с разницей 30 мин. В качестве
результата представлено среднее время удержа-
ния на сетке в трех попытках. В данном тесте оце-
нивается выносливость животного.

Дополнительно был проведен анализ измене-
ния координации и походки животных на уста-
новке CatWalk. Животных помещали в темный ко-
ридор, подсвеченный снизу, и давали возможность
свободно проходить в любом направлении. Каждое
животное должно было совершить 3 успешных
пробежки (“успешность” определяется про-
граммным обеспечением Noldus).

Протоколы экспериментального исследова-
ния на животных и методы эвтаназии согласова-
ны с Комиссией по биоэтике ИФАВ РАН (прото-
кол заседания Комиссии по биоэтике № 30 от
15.04.2019 г.).

Иммуногистохимия. Для иммуногистохимиче-
ского анализа брали шейный отдел спинного
мозга, как у животных гибридной линии FUS(1-
359)Het-hHSPHet, так и у FUS(1-359)Het в качестве
контроля. Ткани забирали в двух временных точ-
ках – 60 и 90 дней, каждая группа состояла из трех
животных. Образцы ткани были зафиксированы
раствором параформальдегида 4% и заключены в
парафин. Проводили иммунофлуоресцентное
окрашивание трансгенной аберрантной формы
FUS(1-359), которую визуализировали с помо-
щью антител против N-концевого фрагмента белка
FUS (Abcam, Великобритания). Эндогенный
FUS белок визуализирован с помощью окраши-
вания антителами против C-концевого фрагмента
белка FUS (SantaCruzBiotech, США), который
отсутствует у FUS(1-359).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Начиная с возраста 60 дней, животных еже-
дневно осматривали для детектирования начала
симптоматической стадии болезни. Кривая вы-
живаемости Каплан–Майера показывает, что у
двойных трансгенов FUS(1-359)Het-hHSPHet сред-
ний возраст гибели был выше по сравнению с
контрольными животными линии FUS(1-359)Het

и FUS(1-359)Homo (рис. 1). Эти данные также кор-
релируют со средним возрастом начала манифе-
стаций и продолжительности симптомов (рис. 2).

Другим важным физиологическим параметром,
отражающим общую оценку здоровья, является
прирост массы. Как правило, здоровые животные
имеют стабильный прирост, тогда как начало пато-
логического процесса часто коррелирует с флуктуа-
циями в массе животных. В нашем исследовании
было установлено, что прирост массы мышей двой-
ных трансгенов FUS(1-359)Het-hHSPHet схож с при-
ростом массы мышей дикого типа и трансгенных
животных с экспрессией человеческой изоформы
hHSPHet, тогда как у трансгенных гемизиготных
животных FUS(1-359)Het этот показатель снижен.
Было установлено, что пик падения прироста
массы для двойных трансгенов (FUS(1-359)Het-
hHSPHet) приходится на возраст 140 дней, тогда
как у животных FUS Het – на 130 день.

Сила хватки у животных FUS(1-359)Het-hHSPHet в
возрастной группе 60 дней достоверно превышала
значения группы животных FUS(1-359)Het в этом
же возрасте. Однако с возрастом сила хватки к
120 дню снижалась у животных FUS(1-359)Het-
hHSPHet и достоверно не отличалась от живот-
ных FUS(1-359)Het, тогда как показатели в двух
других контрольных группах (контрольные жи-
вотные дикого типа WT и животные с экспресси-
ей hHSPHet) неуклонно росли (рис. 3а). Такого ро-
да данные могут свидетельствовать о потенциаль-
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ном терапевтическом эффекте БТШ70 на ранних
стадиях заболевания, когда в тканях трансгенных
животных с развивающейся протеинопатией еще не
детектируются отложения. Вероятнее всего, с воз-
растом накопление внутриклеточных FUS-пози-
тивных отложений приводит к гибели мотонейро-
нов и прогрессии протеинопатии.

Результаты теста “перевернутая сетка” показа-
ли, что достоверные отличия были обнаружены у
животных FUS(1-359)Het-hHSPHet и FUS(1-359)Het

в возрастных группах 30 и 90 дней (рис. 3б), что
свидетельствует о том, что животные гибридной

линии с экспрессией человеческой изоформы
hHSPHet были выносливее трансгенных живот-
ных линии FUS(1-359)Het.

Дополнительно был проведен анализ измене-
ния координации и походки животных на уста-
новке CatWalk. Ранее были определены критерии,
которые позволяли оценить основные параметры
моторной дисфункции, отличающиеся у контроль-
ных животных дикого типа и трансгенных живот-
ных линии FUS(1-359)Het. Однако, несмотря на
большое количество выявленных критериев, наи-
более физиологически релевантным оказалось из-
менение средней скорости движения животного.
Достоверные отличия скорости движения в группах
FUS(1-359)Het и FUS(1-359)Het-hHSPHet наблюда-
лись во всех возрастных группах (рис. 4). Однако
стоит отметить, что показатели скорости живот-
ных в группе FUS(1-359)Het-hHSPHet достоверно от-
личались во всех тестируемых возрастных группах
относительно контрольной группы животных ди-
кого типа. Это может свидетельствовать о том, что
нейропротекторный эффект БТШ70 был недо-
статочным для полного восстановления двига-
тельных функций до значений, наблюдаемых у
контрольной группы.

Для определения роли БТШ70 в накоплении
FUS(1-359)-позитивных отложений провели им-
мунофлуоресцентный анализ гистопатологиче-
ских отложений в спинном мозге трансгенных
животных. Оказалось, что у гибридной линии
трансгенных животных FUS-HSP общая плот-
ность FUS(1-359)-позитивно окрашенных клеток
ниже по сравнению с трансгенными животными
линии FUS Het в обеих возрастных точках, выбран-
ных для анализа. Для количественной оценки этого

Рис. 1. Сравнение кривых выживаемости (по Капла-
ну-Мейеру) между группами модельных животных с
двойным трансгеном FUS(1-359)Het-hHSPHet (n = 40),
FUS(1-359)Het (n = 42), FUS(1-359)Homo (n = 45) и жи-
вотными дикого типа линии CD1 (n = 11).
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Рис. 2. Манифестация и продолжительность клинических симптомов у трансгенных животных. Средний возраст на-
чала (а) и продолжительности симптоматического периода (б) у животных с двойным трансгеном FUS(1-359)Het-
hHSPHet (n = 39), гемизиготных FUS(1-359)Het (n = 60) и гомозиготных FUS(1-359)Homo (n = 53). Уровень достоверно-
сти оценивался согласно непараметрическому t-критерию Вилкоксона–Манна–Уитни: * p < 0.05; ** p < 0.01.
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параметра использовали отношение плотности
сигнала эндогенного белка FUS к экзогенному
(рис. 5).

Известно, что белки теплового шока играют
важную роль в обеспечении гомеостаза организ-
ма, а также являются частью нейропротекторной

системы. Возрастные изменения совпадают с
нейродегенеративными процессами, связанными с
накоплением в нервной системе различных белко-
вых отложений. Поведенческая характеристика и
фенотипирование новой гибридной линии жи-
вотных выявили, что экспрессия белка БТШ70
человека способствует увеличению продолжи-
тельности жизни в условиях развивающейся проте-
инопатии. Это один из первых важных результатов,
указывающих на возможность использования пре-
паратов на основе БТШ70 в качестве лекарствен-
ного средства для лечения нейродегенеративных
расстройств. Полученные результаты по оценке
возраста манифестации и продолжительности
симптоматической фазы (оба значения увеличи-
вались) у FUS(1-359)Het-hHSPHet животных могут
свидетельствовать о болезнь-модифицирующих
свойствах привнесенного БТШ70. Это также под-
держивает вывод об основной роли БТШ70 в ка-
честве нейропротекторного агента при развиваю-
щейся FUS-протеинопатии, что подтверждается
результатами иммуногистохимического окраши-
вания срезов спинного мозга.

Можно отметить, что биологическая роль
БТШ70 при развивающейся протеинопатии на
физиологическом уровне заключается в увеличе-
нии выносливости, мышечной силы и улучшении
координации трансгенных животных, моделиру-
ющих нейродегенеративное заболевание.

При детальном анализе отложений было выяв-
лено, что нейроны в передних рогах шейного от-
дела спинного мозга (в зоне от третьего сегмента
L3 до пятого L5) у трансгенных животных линии
FUS Het образуют гистопатологические включе-
ния, которые не встречаются в этих же сегментах

Рис. 3. Результаты теста “сила хватки” (а) и среднее время удерживания на перевернутой сетке (б) для групп FUS(1-359)Het-
hHSPHet (n = 13), FUS(1-359)Het (n = 9), дикого типа CD1 (WT) (n = 7), а также hHSPHet (n = 11). Уровень достоверности
оценивался согласно непараметрическому t-критерию Вилкоксона–Манна–Уитни: * p < 0.05.
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Рис. 4. Результаты характеристики средней скорости
движения животных в установке NoldusCatwalk у транс-
генных животных в разных возрастных группах (60, 90 и
120 дней). Количество животных с двойным трансгеном
FUS(1-359)Het-hHSPHet (n = 13), FUS(1-359)Het (n = 9),
животных дикого типа линии CD1 (WT, n = 7) и жи-
вотных с экспрессией человеческой изоформы
БТШ70 (HSP, n = 11). Уровень достоверности оцени-
вался согласно непараметрическому t-критерию Вил-
коксона–Манна–Уитни: * p < 0.05.
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спинного мозга у гибридной линии животных
FUS-HSP. Вполне возможно, что наличие транс-
генной человеческой изоформы БТШ70 может
влиять на формирование сложных внутриклеточ-
ных отложений, являющихся причиной развива-
ющейся протеинопатии. Следовательно, наличие
человеческой изоформы БТШ70 в трансгенных
животных может выполнять функцию шаперона,
которая препятствует формированию белковых
отложений, тем самым проявляя нейропротек-
торные свойства.
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The Role of Heat Shock Proteins on Life Duration
and Behavioral Functions of Mice with FUS-Proteinopathy
E. A. Vikharevaa, M. M. Chichevaa, M. B. Evgen’evb, S. Yu. Funikovb, 

A. V. Deikinc, S. O. Bachurina, and A. A. Ustyugova

aInstitute of Physiologically Active Compounds of the Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, Moscow Region, Russia
bEngelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

cInstitute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

It is known that chaperones and heat shock proteins with molecular weight 70 kDa, in particular, are one of
therapeutic targets for proteinopathy treatment. The new transgenic animal line with a simultaneous expres-
sion of HSP70 and the pathogenic aberrant form of FUS in the nerve tissues was investigated in order to eval-
uate a role of HSP70 protein in neurodegenerative process. The new hybrid mice are characterized by in-
creased longevity as well as increased duration of symptomatic stage compared with control animals. In ad-
dition, based on physiological test, it can be concluded that human HSP70 has positive effect on muscle force
at the symptomatic stage of model disease.

Keywords: transgenic animals, chaperons, proteinopathy
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СЕРОТОНИНОВЫЕ 5-HT1A, 5-HT2A И 5-HT7 РЕЦЕПТОРЫ
В МОЗГЕ МЫШЕЙ ЛИНИИ BTBR-МОДЕЛИ АУТИЗМА
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Расстройства аутистического спектра (РАС) являются одной из самых больших эпидемиологиче-
ских проблем человечества. Несмотря на огромные усилия научного сообщества, механизмы, лежа-
щие в основе РАС, далеки от понимания. Данные о роли серотониновой (5-НТ) системы мозга в
развитии РАС скудны и противоречивы. В данной работе мы исследовали функциональный ответ и
экспрессию 5-HT1A, 5-HT2A и 5-HT7 рецепторов в структурах мозга мышей линии BTBR, широко
используемой в качестве модели аутизма. Мыши BTBR продемонстрировали значительное сниже-
ние опосредованной 5-HT1A рецепторами гипотермической реакции по сравнению c мышами ли-
нии C57BL/6J. При этом существенной разницы между мышами линий BTBR и C57BL/6J как по
уровню мРНК гена 5-HT1A рецептора, так и по уровню белка рецептора во всех исследуемых струк-
турах мозга обнаружено не было. Функциональный ответ 5-HT2A рецепторов, так же как и уровень
белка 5-НТ2А рецепторов у мышей линии BTBR и у мышей линии C57BL/6J не различались. Однако
уровень мРНК гена 5-HT2A рецепторов был снижен в гиппокампе мышей BTBR. Функциональная
активность, уровень мРНК и белка 5-НТ7 рецепторов у мышей BTBR были неизменны в сравнении
с мышами линии C57BL/6J. Таким образом, было показано, что функциональная активность 5-HT1A
рецепторов значительно снижена в мозге мышей линии BTBR без существенных изменений экс-
прессии 5-НТ1А рецепторов. При этом изменена экспрессия гена 5-НТ2А рецептора при неизмен-
ной функциональной активности и уровне белка 5-НТ2А рецепторов. Экспрессия и функциональ-
ный ответ 5-НТ7 рецепторов не отличались в исследованных структурах мозга изучаемых линий
мышей.

Ключевые слова: расстройства аутистического спектра, аутизм, мыши BTBR, серотониновая система
мозга, 5-HT1A, 5-HT2A и 5-HT7 рецепторы, функциональная активность, уровень мРНК, уровень белка
DOI: 10.31857/S102781332101009X

ВВЕДЕНИЕ

Количество пациентов с расстройствами аути-
стического спектра (РАС) постоянно растет [1].
РАС возникают в результате нарушения развития
мозга и характеризуются ярко выраженным нару-
шением социального взаимодействия и повторя-
ющимися действиями [2]. Несмотря на интен-
сивные исследования, причины этих расстройств
далеки от полного понимания. В настоящее вре-
мя данные, полученные как с помощью нейрови-
зуализации, так и на посмертных образцах мозга
больных РАС, указывают на вовлечение в меха-
низмы этих расстройств серотониновой (5-HT)
системы мозга [3].

Известно, что 5-HT система участвует в регуля-
ции различных типов поведения, включая соци-
альное поведение [3]. Такая полифункциональ-
ность 5-HT системы основана на существовании
многочисленных рецепторов, опосредующих дей-
ствие нейротрансмиттера в мозге. Наиболее изучае-
мым членом семейства серотониновых рецепторов
является 5-HT1A рецептор. Этот рецептор сопряжен
с Gi-белком и ингибирует аденилатциклазу при ак-
тивации. 5-HT1A рецепторы, являясь ключевыми
регуляторами серотониновой системы мозга, [4] мо-
гут локализоваться как пост-, так и пресинаптиче-
ски. Пресинаптические 5-HT1A рецепторы регули-
руют секрецию 5-HT в синаптической щели [5].
Кроме того, 5-HT1A рецепторы вовлечены в регуля-
цию различных физиологических функций и
психопатологических расстройств [6]. В то же
время функциональное состояние 5-НТ1А рецеп-
торов может контролироваться другими серото-

* Авторы внесли равный вклад.
**Адресат для корреспонденции: 630090 Россия, Новоси-

бирск, пр-кт Академика Лаврентьева, 10; тел.: (383) 363-61-
87; e-mail: aleksandr1994rodny@gmail.com.

УДК 577.25

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ



44

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

РОДНЫЙ и др.

ниновыми рецепторами. Так, например, 5-HT2A ре-
цептор может формировать гетеродимеры с 5-HT1A
рецептором [7] и влиять на его функционирова-
ние [8, 9]. 5-HT7 рецептор также способен форми-
ровать гетеродимеры с 5-HT1A рецептором, зна-
чительно влияя на функцию последнего [10, 11].

5-HT2A рецепторы привлекают к себе внима-
ние ученых, поскольку вовлечены в механизмы
различных психопатологий [12]. Эти рецепторы
сопряжены с Gq-белком и активируют фосфоли-
пазу С при активации [5]. У взрослых людей с
РАС методом однофотонной эмиссионной ком-
пьютерной томографии было показано снижение
плотности 5-HT2A рецепторов в поясной извили-
не, лобной и височной коре [13], хотя более позд-
ние исследования с помощью позитронно-эмис-
сионной томографии показали противоречивые
результаты [14]. Снижение числа сайтов связыва-
ния 5-HT1A и 5-HT2А рецепторов было выявлено в
коре задней части поясной извилины и коре вере-
тенообразной извилины в посмертных образцах
ткани головного мозга у молодых людей с диагно-
зом аутизм [15]. В то же время значительно более
высокий уровень мРНК гена 5-HT2A рецептора
был обнаружен в тромбоцитах детей, страдающих
аутизмом [16]. Также в посмертных образцах тка-
ни головного мозга пациентов с аутизмом было
показано снижение радиолигандного связывания
серотонина с 5-HT1A рецепторами [3]. Еще один
интенсивно изучаемый в последнее время 5-HT7
рецептор сопряжен с Gs-белком и активирует
аденилатциклазу при активации [5]. Несмотря на
вовлечение 5-НТ7 рецепторов в регуляцию функ-
циональной активности 5-НТ1А рецепторов, пря-
мых доказательств участия 5-НТ7 рецепторов в
механизмах РАС нет [17]. В то же время исследо-
вания однонуклеотидных полиморфизмов в ге-
нах 5-HT2A [18–20] и 5-НТ7 [21] рецепторов ука-
зывает на связь между этими рецепторами и РАС.

Для более глубокого исследования механиз-
мов РАС и, в частности, роли 5-НТ системы в
данных расстройствах очень важно использовать
адекватные модели заболевания. Широко ис-
пользуемой моделью РАС являются мыши ли-
нии BTBR T Itpr3/J (BTBR). Мыши линии BTBR
демонстрируют основные поведенческие характе-
ристики, определяющие РАС, в том числе наруше-
ние социальных взаимодействий и повторяющееся,
стереотипное поведение [22]. Показано, что плот-
ность 5-HT нейронов увеличивается в среднем
мозге и уменьшается в гиппокампе мышей BTBR.
Кроме того, уровень 5-HT в мозге этих животных
также снижается в гиппокампе [23, 24]. Селектив-
ный ингибитор обратного захвата серотонина –
флуоксетин – и неселективный агонист 5-HT1A
рецепторов – буспирон – повышают интенсив-
ность социального взаимодействия у мышей BT-

BR. При этом способность активировать G-белок у
5-НТ1А рецепторов гиппокампа мышей BTBR вы-
ше, чем у мышей линии C57BL/6J, хотя по плотно-
сти 5-НТ1А рецепторов мыши не различаются [24].
Показано, что блокада 5-HT2A рецептора в стриа-
туме снижает частоту повторений стереотипного
поведения [25] и улучшает когнитивную деятель-
ность [26] у мышей BTBR.

Однако функциональное состояние 5-HT1A,
5-HT2A и 5-HT7 рецепторов, а также экспрессия
этих рецепторов в мозге мышей BTBR до сих пор
не изучены. В связи с этим целью данного иссле-
дования было изучение функциональной актив-
ности 5-HT1A, 5-HT2A и 5-HT7 рецепторов и их
экспрессии в мозге BTBR мышей по сравнению с
мышами линии C57BL/6J.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. Эксперименты были проведены на
взрослых (2–3 мес.) самцах мышей линий BTBR
(весом 28 ± 1 г) и C57BL/6J (весом 27 ± 0.3 г). Все
процедуры проводили с 15:00 до 18:00 ч. Живот-
ных содержали в клетках Optimice® в стандарт-
ных условиях (20–22°C), свободный доступ к еде
и воде, 12-часовой цикл свет/темнота). За два дня
до выведения из эксперимента мышей рассажи-
вали в индивидуальные клетки для снятия груп-
повых эффектов. После чего мышей декапитиро-
вали, на льду выделяли кору, гиппокамп и об-
ласть ядер шва среднего мозга, замораживали
структуры мозга в жидком азоте и хранили при –
80°С до процедуры выделения общей РНК и белка.
Работы с животными проводили с использованием
ресурсов Центра генетических ресурсов лаборатор-
ных животных ИЦиГ СО РАН (уникальный иден-
тификатор проекта RFMEFI62119X0023). 

Дизайн эксперимента. В исследовании исполь-
зовалось по 24 животных каждого генотипа. По 8
животных каждой линии для проведения молеку-
лярных исследований, по 8 животных каждой линии
для оценки функциональной активности 5-НТ1А ре-
цепторов, после этого через 3 суток им проводили
также исследование функциональной активности
5-НТ2А рецепторов, а также по 8 животных каж-
дой линии для исследования функциональной
активности 5-НТ7 рецепторов.

Оценка функциональной активности 5-HT ре-
цепторов. Функциональную активность 5-HT1A
рецепторов оценивали по выраженности гипо-
термического ответа на острое введение агониста
5-НТ1А рецепторов 8-OH-DPAT (8-гидрокси-2-
(ди-n-пропиламино)тетралин, Sigma Aldrich , США)
(1 мг/кг, в/бр) [27, 28]. По данным, полученным
ранее [29], этот лиганд можно рассматривать как
селективный агонист 5-HT1A рецепторов. Темпе-
ратура тела была измерена ректально при помощи
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KJT термометра (Hanna Instruments, Сингапур) с
ректальным датчиком для мышей (Physitemp In-
struments, Clifton NJ, США). Выраженность гипо-
термического ответа выражали в разнице между
начальной температурой тела и температурой, из-
меренной через 20 мин после инъекции препара-
та (ΔT, °C).

Функциональная активность 5-HT2A рецепторов
была оценена по количеству встряхиваний головой
(head-twitches), вызванных введением агониста
5-НТ2А рецепторов DOI ((±)–1–(2,5-диметокса-4-
йодофенил)2-аминопропан гидрохлорид) (1 мг/кг,
в/бр) [30]. Подсчет встряхиваний головой начи-
нали через 5 мин после введения препарата и про-
должали в течение 20 мин.

Функциональную активность 5-HT7 рецепто-
ров определяли по интенсивности гипотермиче-
ского ответа на введение селективного агониста
5-НТ7 рецепторов LP44 (4-[2-(метилтио)фенил]-
N-(1,2,3,4-тетрагидро-1-нафталенил)-1-пипера-
зингексамид гидрохлорид) (20.5 нмоль, i.c.v.) [29].
Соединение растворяли в стерильной воде и вво-
дили в левый боковой желудочек мозга (i.c.v.) пу-
тем микроинъекции с помощью стереотаксиче-
ской установки TSE (Германия) по следующим
координатам: –0.5 for AP, –1.6 mm for L, 2 mm for
DV [31]. Животных предварительно усыпляли,
помещая в пары диэтилового эфира на 20–30 с
[32]. Используемая доза препарата (20.5 нмоль)
была установлена в исследовании, проведенном
нами ранее [29]. Выраженность гипотермическо-
го ответа выражали в разнице между начальной
температурой тела и температурой, измеренной
через 20 мин после инъекции препарата (ΔT, °C).

ОТ-ПЦР в реальном времени. Экспрессию генов
определяли с помощью количественного метода об-
ратной транскрипции с последующей полимераз-
ной цепной реакцией (ОТ-ПЦР), разработанного в
нашей лаборатории [33–35]. Для амплификации
кДНК исследуемых генов использовали пары спе-
цифических праймеров (табл. 1). Для количествен-
ного анализа уровня мРНК генов использовали два
типа стандартов: внешний и внутренний. Внут-
ренний стандарт (мРНК гена rPol2) применяли

для контроля обратной транскрипции в качестве
основы для расчета уровня мРНК исследуемых
генов. В предварительных опытах не были выяв-
лены различия в уровне мРНК гена rPol2 в иссле-
дуемых структурах мозга. Внешним стандартом
служила серия разведений выделенной из печени
мыши ДНК с известной концентрацией, что поз-
волило контролировать ПЦР и определять число
копий мРНК исследуемых генов в образцах. Экс-
прессия генов представлена как отношение коли-
чества кДНК исследуемых генов к 100 копиям
кДНК гена rPol2.

Вестерн-блот анализ. Уровни рецепторов были
оценены в коре, гиппокампе и среднем мозге.
Подготовка образцов и количественная оценка
белковых полос были выполнены, как обсужда-
лось ранее [36]. Мы использовали следующие
первичные антитела: поликлональные кроличьи
анти-5-HT1A рецептор (52 кДа, разбавление 1 : 1000;
abcam ab85615, Abcam, Великобритания), полик-
лональные кроличьи анти-5-HT2A рецептор
(52 кДа, разбавление 1 : 300; Novus NBP1-49172,
Novus Biologicals, США), моноклональные кро-
личьи анти-5-HT7 рецептор (54 кДа, разбавление
1 : 500; abcam ab128892, Abcam, Великобритания),
моноклональные анти-GAPDH, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (37 кДа, разбавление 1 :
500; sc-47724; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
США) при 4°C на ночь и вторичные козьи анти-
кролик IgG-HRP (разбавление 1 : 10000; sc-2004,
Santa Cruz Biotechnology Inc., США) в течение 2 ч
при комнатной температуре. Количество белка ре-
цептора оценивается как процент интенсивности
флуоресценции полосы рецептора к флуоресцен-
ции полосы GAPDH.

Статистический анализ. Результаты были пред-
ставлены как m ± SEM и сравнены при помощи
однофакторного дисперсионного анализа с по-
следующим post-hoc анализом по Фишеру. Стати-
стическая значимость была на уровне р < 0.05.
Критерий Диксона использовался для выявления
и исключения крайних отклонений из анализа.

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров и их характеристики

Ген Нуклеотидная последовательность Тотж, °C Длина продукта ПЦР, п.н.

Htr1a
F 5'-ctgtgacctgtttatcgccctg-3'
R 5'-gtagtctatagggtcggtgattgc-3' 62 200

Htr2a
F 5'-agaagccaccttgtgtgtga-3'
R 5'-ttgctcattgctgatggact-3' 61 169

Htr7
F5'-ggctacacgatctactccaccg-3'
R5'-cgcacactcttccacctccttc-3' 65 198

rPol2
F 5'-tgtgacaactccatacaatgc-3'
R 5'-ctctcttagtgaatttgcgtact-3' 60 194
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Между мышами линий BTBR и C57BL/6J было
обнаружено существенное различие в функцио-
нальной активности 5-HT1A рецепторов. Острое
введение агониста 5-НТ1А рецепторов 8-OH-DPAT
в дозе 1.0 мг/кг вызвало значительный гипотер-
мический ответ у мышей C57BL/6J, в то время
как у мышей BTBR опосредованная 5-НТ1А ре-
цепторами гипотермическая реакция была зна-
чительно менее выражена (F1,13 = 12.93, p < 0.01)
(рис. 1a). В то же время не было обнаружено вли-
яния генотипа на экспрессию гена, кодирующего
5-НТ1А рецепторы во всех исследованных струк-
турах мозга (F1,13 < 1 для среднего мозга; F1,10 < 1

для коры; F1,9 = 2.20, p > 0.05 для гиппокампа)
(рис. 1в). Также между мышами линий BTBR и
C57BL/6J не было обнаружено разницы по уров-
ню белка 5-НТ1А рецептора во всех исследован-
ных структурах мозга (F1,14 < 1 для среднего мозга;
F1,11 = 3.52, p > 0.05 для коры; F1,10 < 1 для гиппо-
кампа) (рис. 1б).

Мыши линии BTBR не отличались от кон-
трольных мышей C57BL/6J по функциональной
активности 5-HT2A рецепторов. Острое введение
агониста 5-НТ2А рецепторов DOI в дозе 1 мг/кг
вызвало сходное количество встряхиваний головой
у мышей обеих исследованных линий (F1,12 = 1.56,
p > 0.05) (рис. 2a). Также не было обнаружено из-

Рис. 1. a – Функциональный ответ 5-HT1A рецептора, оцененный по интенсивности гипотермического ответа на вве-
дение 8-OH-DPAT (1 мг/кг, в/бр) у мышей C57BL/6J и BTBR. Выраженность гипотермического ответа представлена как
разница между начальной температурой тела и температурой, измеренной через 20 мин после введения 8-OH-DPAT; б – Уро-
вень белка 5-HT1A рецептора в среднем мозге, префронтальной коре и гиппокампе мышей C57BL/6J и BTBR. Уровень
белка рецептора 5-HT1A нормализовался на GAPDH. в – Уровень мРНК гена 5-HT1A в среднем мозге, префронтальной
коре и гиппокампе мышей C57BL/6J и BTBR. Экспрессия гена представлена как количество копий кДНК рецептора от-
несенное на 100 копий кДНК гена rPol2, которую использовали в качестве калибратора. Все значения представлены в
виде m ± SEM. N ≥ 5. ** p < 0.01 по сравнению с C57BL/6J.

**

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

а
С

ни
ж

ен
ие

 т
ем

пе
ра

ту
ры

,

С
ре

дн
ий

 м
оз

г

Ур
ов

ен
ь 

м
РН

К
 г

ен
а

5-
Н

Т
1А

 р
ец

еп
то

ра

Ур
ов

ен
ь 

бе
лк

а
5-

Н
Т

1А
 р

ец
еп

то
ра

5-НТ1А рецептор (54 кДа)

GAPDH (37 кДа)

C57Bl/6J

вы
зв

ан
но

е 
8-

O
H

-D
PA

T,
 Δ

T
, °

C

100

120

80

60

40

20

0

б

П
ре

ф
ро

нт
ал

ьн
ая

 к
ор

а

Ги
пп

ок
ам

п

С
ре

дн
ий

 м
оз

г

100

120

140

80

60

40

20

0

в

П
ре

ф
ро

нт
ал

ьн
ая

 к
ор

а

Ги
пп

ок
ам

п

BTBR



НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

СЕРОТОНИНОВЫЕ 5-HT1A, 5-HT2A И 5-HT7 РЕЦЕПТОРЫ 47

менений в уровне белка 5-НТ2А рецепторов во всех
исследованных структурах мозга (F1,13 < 1; для коры,
F1,14 < 1, для гиппокампа и F1,13 < 1, для среднего
мозга) мышей линии BTBR (рис. 2б). В коре (F1,14
= 2.6, p > 0.05) и среднем мозге (F1,13 = 1.9, p > 0.05)
не было обнаружено различий и по уровню мРНК
гена 5-НТ2А рецептора. Однако уровень мРНК гена
5-HT2A рецептора был снижен в гиппокампе мы-
шей BTBR по сравнению с мышами линии
C57BL/6J (F1,10 = 8.4, p < 0.05) (рис. 2в).

Между мышами BTBR и C57BL/6J не было об-
наружено различий как в функциональном ответе
5-HT7 рецепторов (F1,14 < 1) (рис. 3a), так и в уров-
не мРНК (F1,14 < 1; для коры, F1,13 < 1; для гиппо-

кампа и F1,13 = 1.3; p > 0.05 для среднего мозга)
(рис. 3в) и уровне белка 5-НТ7 рецепторов (F1,13 < 1;
для коры, F1,13 < 1; для гиппокампа и F1,14 < 1; для
среднего мозга) (рис. 3б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мыши линии BTBR являются наиболее широ-
ко используемой моделью РАС, демонстрирую-
щей высокую валидность [22]. В данном исследо-
вании мы впервые продемонстрировали, что у
мышей линии BTBR снижена функциональная
активность 5-HT1A рецепторов, что отражается в
снижении выраженности гипотермической реак-

Рис. 2. a – Функциональный ответ 5-HT2A рецептора, оцененный по количеству встряхиваний головой, вызванных
введением DOI (1 мг/кг, в/бр), у мышей C57BL/6J и BTBR; б – Уровень белка 5-HT2A рецептора в среднем мозге,
префронтальной коре и гиппокампе мышей C57BL/6J и BTBR. Уровень белка рецептора 5-HT2A нормализовался на
GAPDH. в – Уровень мРНК гена 5-HT2A рецепторов в среднем мозге, префронтальной коре и гиппокампе мышей
C57BL/6J и BTBR. Экспрессия гена представлена как количество копий кДНК рецептора, отнесенное на 100 копий
кДНК гена rPol2, которую использовали в качестве калибратора. Все значения представлены в виде m ± SEM. N ≥ 6.
* p < 0.05 по сравнению с C57BL/6J.
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ции в ответ на введение агониста 5-HT1A рецепто-
ров – 8-OH-DPAT. При этом мыши BTBR не отли-
чаются от мышей линии C57BL/6J по уровню
мРНК и белка 5-HT1A рецепторов во всех иссле-
дованных структурах мозга.

Поскольку функциональный ответ 5-НТ1А ре-
цепторов оценивался по выраженности гипотерми-
ческой реакции в ответ на активацию рецептора,
можно предположить, что изменения в выраженно-
сти снижения температуры тела отражают не чув-
ствительность рецепторов, а нарушение в системе
терморегуляции у мышей BTBR. Однако отсут-
ствие изменений в опосредуемом 5-НТ7 рецепто-
рами гипотермическом ответе дает основание за-

ключить, что система терморегуляции у мышей
BTBR функционирует сходным с мышами
C57BL/6J образом.

Ранее было показано, что способность активи-
ровать G-белок у 5-НТ1А рецепторов гиппокампа
мышей BTBR выше, чем у мышей линии C57BL/6J,
хотя по плотности 5-НТ1А рецепторов эти мыши не
различаются [24]. Наши данные о сниженной функ-
циональной активности при неизменной экспрес-
сии 5-HT1A рецепторов в мозге мышей BTBR поз-
воляют предположить компенсаторный характер
повышения эффективности активации G-белка
5-НТ1А рецепторами в мозге мышей BTBR. Также
следует отметить, что сниженная функциональная

Рис. 3. a – Функциональный ответ 5-HT7 рецептора, оцененный по интенсивности гипотермического ответа на вве-
дение LP44 (20.5 нмоль, i.c.v.) у мышей C57BL/6J и BTBR. Выраженность гипотермического ответа представлена как
разница между начальной температурой тела и температурой, измеренной через 20 мин после введения LP44; б –Уро-
вень белка 5-HT7 рецептора в среднем мозге, префронтальной коре и гиппокампе мышей C57BL/6J и BTBR. Уровень
белка рецептора 5-HT7 нормализовался на GAPDH; в – Уровень мРНК гена 5-HT7 рецепторов в среднем мозге,
префронтальной коре и гиппокампе мышей C57BL/6J и BTBR. Экспрессия гена представлена как количество копий
кДНК, рецептора отнесенное на 100 копий кДНК гена rPol2, которую использовали в качестве калибратора. Все зна-
чения представлены в виде m ± SEM. N ≥ 6.
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активность 5-HT1A рецепторов согласуется и с фар-
макологическими данными, демонстрирующими,
что агонист 5-HT1A рецепторов – буспирон – повы-
шает интенсивность социальных взаимодействий
у мышей BTBR [24].

Можно предположить, что выявленное нами
снижение функциональной активности 5-HT1A
рецепторов у мышей BTBR может быть связано с
изменениями в цепи передачи сигнала рецептора
или с посттрансляционной регуляцией его функ-
ции. Недавно мы показали, что посттрансляци-
онное пальмитоилирование 5-HT1A рецептора иг-
рает решающую роль в регуляции функциониро-
вания рецепторов и, как следствие, в механизмах
депрессивно-подобного поведения животных и
депрессии у человека [37]. Нарушение пальмитои-
лирования 5-HT1A рецепторов может объяснить
снижение функционального ответа рецепторов без
существенных изменений их экспрессии. Другим
возможным механизмом наблюдаемого измене-
ния функционального ответа 5-HT1A рецепторов у
мышей BTBR является гетеродимеризация 5-HT1A
и 5-HT7 рецепторов. Ранее было показано, что ге-
теродимеризация 5-HT1A и 5-HT7 рецепторов уси-
ливает интернализацию 5-HT1A рецепторов, что
приводит к снижению их функционального ответа,
но не оказывает влияния на функциональную ак-
тивность 5-НТ7 рецепторов [10, 11, 38, 39]. И в
данной работе также не было обнаружено изме-
нений в функциональной активности и экспрес-
сии 5-НТ7 рецепторов в структурах мозга мышей
линии BTBR.

Известно, что блокада 5-НТ2А рецепторов при
помощи антагонистов приводит к снижению по-
вторений стереотипного поведения и улучшению
когнитивной деятельности у мышей линии BTBR
[25, 26]. Принимая во внимание эти данные,
можно предположить, что обнаруженное в дан-
ной работе снижение уровня мРНК 5-НТ2А ре-
цепторов в гиппокампе мышей BTBR направлено
на облегчение патологического поведения у этих
мышей. Кроме того, наши результаты отчасти со-
гласуются с данными о снижении плотности ре-
цепторов 5-HT2A у пациентов с РАС [13].

Интересно отметить, что среди трех исследо-
ванных в работе рецепторов 5-НТ системы мозга
изменения были обнаружены в двух. Причем если
для 5-НТ1А рецепторов было обнаружено сниже-
ние функциональной активности без вовлечения
генетической регуляции, то для 5-НТ2А рецепто-
ров, напротив, было показано снижение уровня
мРНК без существенных изменений уровня бел-
ка и функциональной активности рецептора.

ВЫВОДЫ

Таким образом, мыши BTBR, наряду с аути-
стическими поведенческими чертами [22], демон-
стрируют снижение функциональной активности
5-HT1A рецепторов при их неизменной экспрессии,
что, однако, хорошо согласуется с литературными
данными о роли рецептора 5-HT1A в социальном
дефиците, связанном с аутизмом. Полученные нами
результаты позволяют предположить изменения в
посттрансляционной модификации и/или регу-
ляции функционального состояния 5-HT1A ре-
цепторов. Кроме того, у мышей линии BTBR снижен
уровень мРНК 5-HT2A рецепторов в гиппокампе без
существенных изменений в функциональной
активности и уровне белка 5-НТ2А рецепторов. В
то же время экспрессия и функциональный от-
вет 5-НТ7 рецепторов у мышей BTBR не отличал-
ся от мышей линии C57BL/6J во всех исследован-
ных структурах мозга.
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Serotonin 5-HT1A, 5-HT2A and 5-HT7 Receptors in the Brain
of Mice of BTBR Strain – The Model of Autism

A. Ya. Rodnyya, E. A. Kulikovaa, E. M. Kondaurovaa, and V. S. Naumenkoa

aThe Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics of Siberian Branch
of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia

Autism spectrum disorders (ASDs) are among the biggest epidemiological problems of humanity. Despite the
enormous efforts of the scientific community, the mechanisms underlying the ASDs are far from being un-
derstood. Data on the brain serotonin (5-HT) system role in the development of ASDs are scarce and con-
tradictory. Here we examined the functional response and expression of 5-HT1A, 5-HT2A, and 5-HT7 recep-
tors in the brain structures of BTBR mice, a widely used model of autism. BTBR mice showed a significant
decrease in the 5-HT1A receptor-mediated hypothermic response compared to control C57BL/6J mice.
Herewith, there was no significant difference between BTBR and C57BL/6J mice both in the 5-HT1A recep-
tor mRNA and protein level in all investigated brain structures. The functional response of the 5-HT2A recep-
tor as well as its protein level did not differ between BTBR and control mice. However, the 5-HT2A receptor
gene mRNA was reduced in the hippocampus of BTBR mice. The functional activity, mRNA and protein
levels for 5-HT7 receptors were unchanged in BTBR mice compared with C57BL/6J mice. Thus, it was
shown that the 5-HT1A receptor functional activity was significantly reduced in the brain of BTBR mice with-
out significant changes in the 5-HT1A receptor expression. At the same time, the expression of the 5-HT2A
receptor gene was changed along with unaltered 5-HT2A receptor functional activity and protein level. The
expression and functional response of 5-HT7 receptor did not differ in all investigated brain structures of the
studied mouse strains.

Keywords: autism spectrum disorders, autism, BTBR mice, brain serotonin system, 5-HT1A, 5-HT2A and 5-HT7
receptors, functional response, mRNA level, protein level
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Проводилось изучение состояния дофамин-, серотонин- и норадренергических систем в различных
структурах мозга мышей-самцов линии BALB/с на 15, 42 и 64 день постнатального развития (ПНР)
при моделировании расстройств аутистического спектра, индуцированных введением вальпроата
натрия (400 мг/кг, п/к) беременным самкам. Установлено, что уровень как катехол-, так и индола-
минов в структурах мозга мышат контрольной группы в возрасте 15 дней существенно ниже, чем у
взрослых животных в возрасте 64 дней. Пренатальное введение вальпроата натрия (ВН) вызывало
снижение всех параметров моноаминергической нейропередачи в стриатуме потомства мышей в
возрасте 15 дней, но не оказывало влияния на нейрохимические изменения в других изученных
структурах мозга. К 42 дню ПНР общий паттерн изменения концентраций нейротрансмиттеров не
отличался от динамики созревания нейротрансмиттерных систем контрольной группы. В дальней-
шем уровень ДА возрастал и к 64 дню ПНР не отличался от показателей контрольной группы. Па-
раметры серотонинергической системы изменялись по сходной схеме, при этом содержание серо-
тонина достигало максимума к 42 дню, после чего незначительно снижалось к 64 дню, тогда как
уровень 5-ОИУК в стриатуме увеличивался постепенно и максимальные отличия наблюдались к
64 дню ПНР. Таким образом, полученные нами данные позволяют предполагать, что введение ВН
беременным самкам отражается на активности дофамин- и серотонинергической систем мозга
потомства, вызывая снижение ее активности в стриатуме к 15 дню ПНР с последующим восстанов-
лением до контрольных значений к 64 дню.

Ключевые слова: расстройства аутистического спектра, вальпроат натрия, мыши BALB/с, онтогене-
тическое развитие, ВЭЖХ, дофамин, серотонин, метаболиты
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ВВЕДЕНИЕ

Расстройства аутистического спектра (РАС)
представляют собой группу комплексных дезинте-
гративных нарушений психического развития, ха-
рактеризующихся отсутствием способности к со-
циальному взаимодействию, коммуникации, стерео-
типностью поведения, приводящим к социальной
дезадаптации. На сегодняшний день среди раз-
личных гипотез патогенеза заболевания одними
из основных являются нейрохимические гипоте-
зы, которые рассматривают генез РАС как след-
ствие нарушения формирования нейротрансмит-
терных систем мозга в онтогенезе. В частности,
выдвинута гипотеза о повреждающем действии

дисбаланса возбуждающих (глутамат, аспартат) и
тормозных (глицин) аминокислот на головной
мозг в пренатальном развитии [1, 2]. Другая груп-
па теорий рассматривает в качестве ключевого
фактора формирования РАС нарушение онтоге-
нетического развития моноаминергических си-
стем мозга, в первую очередь серотонинергиче-
ской [3]. По данным клинических исследований,
у 30% (по некоторым данным, до 66%) от числа
детей с диагностированным синдромом аутизма
наблюдается существенное увеличение концен-
трации серотонина в плазме крови (гиперсерото-
нинемия). Функциональное состояние серотони-
нергической системы мозга зависит от скорости
обратного захвата серотонина пресинаптически-
ми нейронами, осуществляемого транспортером
обратного захвата серотонина (СЕРТ) [4]. Генетиче-
ски обусловленная высокая активность СЕРТ при-

* Адресат для корреспонденции: 125315 Россия, Москва,
Балтийская ул., д. 8; e-mail: kudrinvs@mail.ru.

УДК 615.21+612.014

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
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водит к подавлению активности серотонинерги-
ческой нейропередачи, проявляется повышен-
ной агрессией и гиперактивностью [5, 6].

Данная информация послужила основанием для
использования лекарственных средств, воздейству-
ющих на серотонинергическую систему, для лече-
ния РАС [7]. Так, использование фенфлурамина,
антидепрессанта, увеличивающего высвобождение
серотонина и одновременно препятствующего об-
ратному захвату, вызывало улучшение клинической
картины у 30% пациентов с аутистическими рас-
стройствами [8]. Рисперидон, антагонист серото-
ниновых и дофаминовых рецепторов, также ока-
зался эффективен в облегчении поведенческих
симптомов аутизма, в том числе для снижения
самоповреждений [9]. По данным Гориной и со-
авторов, у больных РАС в онтогенезе нарушает-
ся баланс моноаминергических нейромедиато-
ров серотонина, дофамина и норадреналина, осо-
бенно отчетливо это проявляется в возрасте 1 г. и
5 лет: в плазме крови наблюдается снижение со-
держания серотонина (в 4.9 раза), дофамина (в
2.8 раза) и норадреналина (в 1.2–1.4 раза). Разви-
тие этих нарушений соответствует критическим
периодам формирования различных структур го-
ловного мозга, что может приводить к проявле-
нию симптомов аутизма [10, 11].

Целью данной работы являлось изучение из-
менений нейрохимических параметров мозга в
онтогенезе мышей линии BALB/с в условиях вве-
дения вальпроата натрия (ВН) беременным сам-
кам. Данная экспериментальная модель наиболее
часто используется для моделирования РАС [12,
13]. Проводилось изучение состояния дофамин-,
серотонин- и норадренергических систем в раз-
личных структурах мозга мышей-самцов линии
BALB/с на 15, 42 и 64 день (соответственно Р15,
Р42 и Р64) постнатального развития (ПНР) (т.е.
вплоть до половозрелого состояния) контроль-
ной группы (0.9% NaCl) и группы потомства са-
мок, получавших ВН.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Опыты проведены на 31 самце мы-
ши линии BALB/c массой тела 10–22 г, родитель-
ское поколение которых получено из питомника
филиала “Столбовая” ФГБУН “Научный центр
биомедицинских технологий ФМБА” (Россия), со-
державшихся в условиях лабораторного вивария
при 12-часовом световом режиме со свободным до-
ступом к воде и стандартному корму. Для исключе-
ния влияния суточных биоритмов на скорость био-
синтеза и метаболизма нейромедиаторов экспери-
менты проводили между 10 и 12 ч дня.

Препараты. Вальпроат натрия (ВН) вводили
однократно, подкожно, в дозе 400 мг/кг самкам
мышей на 12.5-й день беременности. Самки мы-

шей, потомство которых составило контрольную
группу, в эти же сроки получали физиологиче-
ский раствор в эквивалентном объеме (0.1 мл на
10 г веса). Новорожденных мышат-самцов (31 особь:
14 контрольных и 17 пренатально получавших
ВН) отлучали от самок на 21-е сутки жизни, рас-
саживая по 4–5 животных в клетку (43.5 × 27.5 ×
× 15.5 см).

Схема эксперимента. Животные были разделе-
ны на следующие экспериментальные группы (в
скобках указано количество животных):

1. Контроль (потомство интактных самок, по-
лучавших физиологический раствор):

1а. Группа “Р15” (n = 4);
1б. Группа “Р42” (n = 6);
1в. Группа “Р64” (n = 4).
2. Опыт (потомство самок, получавших ВН):
2а. Группа “Р15” (n = 8);
2б. Группа “Р42” (n = 3);
2в. Группа “Р64” (n = 6).
Нейрохимические исследования. На 15, 42 или

64 день ПНР животных декапитировали, после
чего структуры мозга (гипоталамус, стриатум и
гиппокамп) извлекали на льду, замораживали в
жидком азоте и взвешивали. Пробы хранили в
жидком азоте. Перед экспериментами по опреде-
лению содержания нейротрансмиттеров пробы
размельчали в гомогенизаторе Поттера (тефлон–
стекло) в 1 мл 0.1 N HСlO4 с добавлением 3,4-ди-
оксибензиламина (0.5 нмоль/мл) в качестве внут-
реннего стандарта. Пробы центрифугировали
при 10000 g в течение 10 мин. Содержание моно-
аминов и их метаболитов (норадреналина (НА),
дофамина (ДА), 3,4-диоксифенилуксусной кисло-
ты (ДОФУК), гомованилиновой кислоты (ГВК),
серотонина (5-окситриптамина, 5-ОТ) и 5-окси-
индолуксусной кислоты (5-ОИУК)) определяли
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с электрохимической детекцией
(ВЭЖХ/ЭД) на хроматографе LC-304T (ВАS, США)
с аналитической колонкой ReproSil-Pur ODS (C18,
100 × 4 мм, 3 мкм) (Dr.Maisch, Германия) при скоро-
сти элюции подвижной фазы 1.0 мл/мин и давле-
нии до 200 атм. Мобильная фаза состояла из:
0.1 M цитратно-фосфатного буфера, содержащего
1.1 mM октансульфоновой кислоты, 0.1 mM ЭДТА и
9%-го ацетонитрила (pH 3.0). Измерение прово-
дили с помощью электрохимического детектора
LC-4B (BAS, США) на двойном стеклоугольном
электроде (+0.85 V) против электрода сравнения
Ag/AgCl. Регистрация образцов проводилась с
применением аппаратно-программного комплек-
са “Мультихром” 1.5 (“Амперсенд”) [14]. Все ис-
пользовавшиеся для анализа реактивы были высо-
кой степени чистоты: о. с. ч. или analytical grade.

После проверки на нормальность распределе-
ния по критерию Шапиро–Уилка достоверность
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КУДРИН и др.

отличий между группами определяли методом
двухфакторного дисперсионного анализа (АNOVA)
с последующим post-hoc тестом Ньюмана–Кейл-
са, используя в качестве анализируемых факто-
ров возраст животных и используемые вещества
(GraphPad Prizm 8.0, GraphPad Software, Inc.
США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Было показано, что на 15 и 42 сут ПНР нейро-
химический профиль структур мозга существен-
но отличается от показателей зрелых животных
возрастом 64 дня, при этом отличия носили раз-
нонаправленный характер. Так, показатели ме-
таболизма ДА-ДОФУК/ДА, ГВК + 3-МТ/ДА и
ДОФУК + ГВК + 3-МТ/ДА в гипоталамусе были
существенно выше, чем у взрослых (64 дней) жи-
вотных (на 100–150%), и снижались с увеличени-
ем возраста животных, что говорит об активации
скорости метаболизма и сдвиге баланса в сторону
накопления нейротрансмиттера по мере созрева-
ния мозга (рис. 1). Показатель скорости утилизации
серотонина – 5-ОИУК/5-ОТ – в той же структуре
был ниже в группах “Р42” и “Р64” по сравнению с
тем же параметром 15-дневных животных. Интерес-
но отметить, что показатели указанных групп прак-
тически не отличались друг от друга, что может сви-
детельствовать о созревании серотонинергиче-
ской системы гипоталамуса к 42-му дню.
Сходный паттерн развития последней отмечался
и в гиппокампе (рис. 1).

Наиболее динамичное онтогенетическое раз-
витие нейротрансмиттерных систем наблюдалось
в стриатуме. Так, содержание ДА в этой структуре
выросло почти в 2 раза в период с 15 по 42 сут
ПНР, после чего уже к 64 дню развитие практиче-
ски не изменялось (рис. 2). При этом содержание
ДОФУК с 15 по 64 день плавно снижалось. Уро-
вень ГВК сокращался похожим образом, но после
42 дня изменений уже не наблюдалось. Напротив,
концентрация 3-МТ к 42 дню ПНР резко возросла
(с 3.75 до 11.5 нмоль/г), а к 64 дню она незначитель-
но снизилась. Динамика изменений всех показа-
телей метаболизма ДА (ДОФУК/ДА, ГВК/ДА,
ГВК + 3-МТ/ДА и ДОФУК + ГВК + 3-МТ/ДА)
имела сходный паттерн – максимальное сниже-
ние в период с 15 по 42 сут онтогенеза, затем более
плавное уменьшение к 64 дню. Показатель скоро-
сти утилизации серотонина изменялся по той же
схеме.

Иная картина онтогенетических изменений
нейрохимических параметров структур мозга на-
блюдалась в группе мышей, матерям которых на
12.5 сут беременности вводили ВН. В гипоталамусе
ВН практически не влиял на показатели ДА-ер-
гической системы, за исключением параметра
ДОФУК/ДА группы “Р15”, который был более

низким по сравнению с контролем. Показатель
метаболизма серотонина 5-ОИУК/5-ОТ посте-
пенно снижался с 15 по 42 сут ПНР. Подобное
снижение этого параметра наблюдалось и в дру-
гой структуре – гиппокампе (рис. 1).

ВН в стриатуме вызывал достоверное сниже-
ние уровня ДА у мышат на 15 день ПНР по срав-
нению с контролем, при этом паттерн увеличения
содержания этого нейротрансмиттера в этот пе-
риод был более плавным, чем на 42 и 64 сут ПНР
(рис. 2). Интересно отметить, что уровни ДОФУК
и ГВК в той же структуре были также ниже соот-
ветствующих значений контрольной группы, при
этом достоверно различались лишь показатели на
15 сут ПНР. Профиль изменения прочих показа-
телей ДА-ергической передачи (ДОФУК/ДА,
ГВК/ДА, ГВК + 3-МТ/ДА и ДОФУК + ГВК +
3-МТ/ДА) не отличался от динамики изменений
в группах контрольных мышей, при этом четко
прослеживаются отличия на уровне 15 сут ПНР.
Паттерн онтогенетических изменений концен-
траций 5-ОТ, 5-ОИУК и показателя 5-ОИУК/5-ОТ
не отличался от динамики развития контрольной
группы значений, при этом максимальные разли-
чия по всем указанным параметрам отмечались
на 64 ПНР, когда содержание 5-ОТ и 5-ОИУК
возрастало на 20–30% (рис. 2).

Полученные результаты свидетельствуют о
том, что уровень как катехоламинов, так и серо-
тонина в структурах мозга мышат в возрасте 15 сут
существенно ниже, чем у взрослых животных
(64 дня ПНР). Как известно, созревание моноами-
нергических систем мозга крысиного плода проис-
ходит начиная с третьего триместра беременности и
охватывает первые три недели постнатального пери-
ода [15]. У крыс содержание моноаминов в цен-
тральной нервной системе при рождении состав-
ляет 8–12% от концентрации у взрослых особей
[16–18]. Уровень ДА в мозге к 2-недельному воз-
расту соответствует примерно 50% от содержания
у взрослых. К 4-недельному возрасту содержание
ДА находится в пределах от 80 до 100% от значений
этого параметра у взрослых крыс. Наблюдавшееся
нами увеличение показателей метаболических ха-
рактеристик ДА-ергической системы на 15 день
ПНР можно объяснить недостаточной регулятор-
ной активностью Д2 ауторецепторов в этом воз-
расте. То же самое можно отнести и к серотони-
новой системе. Показано, что плотность Д2-ре-
цепторов при рождении колеблется в диапазоне
5–18% от плотности у взрослых [19], к концу пер-
вой недели жизни возрастает до 25–45% и к концу
2 нед. жизни достигает значений концентрации у
взрослых особей [20, 21].

Введение ВН (400 мг/кг, п/к) на 12.5 день ге-
стации самкам мышей не вызывало значительных
изменений в структурах мозга потомства на 15 сут
ПНР, за исключением стриатума, в котором от-



НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

ДИНАМИКА ФОРМИРОВАНИЯ НАРУШЕНИЙ МОНОАМИНЕРГИЧЕСКИХ СИСТЕМ 55

мечалось снижение величины всех параметров
моноаминергической нейропередачи. Отличие в
метаболитической активности от соответствую-
щей контрольной группы, возможно, связано со

снижением активности тирозингидроксилазы –
фермента, лимитирующего скорость синтеза ДА
под влиянием ВН. В дальнейшем, к 42 сут ПНР, об-
щий паттерн изменения концентраций нейротранс-

Рис. 1. Динамика изменения метаболизма моноаминов в гиппокампе и гипоталамусе мышей линии BALB/C, матерям
которых вводили вальпроат натрия (400 мг/кг, п/к). Черный цвет – контроль. Серый цвет – вальпроат натрия. Циф-
рами обозначен возраст животных: 1 – 15 дней; 2 – 42 дня; 3 – 64 дня. *; **; *** р < 0.05; <0.01; <0.001 по сравнению с
контролем (15 дней). #; ##; ### р < 0.05; <0.01; <0.001 по сравнению с вальпроатом натрия (15 дней). ^; ^^; ^^^ р < 0.05;
<0.01; <0.001 по сравнению с вальпроатом натрия (42 дней). $; $$; $$$ р < 0.05; <0.01; <0.001 по сравнению с контролем
той же возрастной группы.
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миттеров не отличался от динамики созревания
нейротрансмиттерных систем контрольной группы
соответствующей стадии ПНР. Исключение со-
ставляла только концентрация серотонина и его
метаболита в стриатуме, которая превышала ана-
логичный показатель группы “Р42” контроля. К
64 дню уровни 5-ОТ и 5-ОИУК в группе мышей,
получавших ВН, также были выше величин этих
параметров в стриатуме мышей контрольной
группы. Уровень катехоламиновых нейротранс-
миттеров изменялся в онтогенетическом разви-
тии значительно медленнее, при этом существен-
ных отличий параметров мышей групп, прена-
тально получавших ВН, от показателей контроля
не наблюдалось, за исключением содержания ДА,
значительно возросшего в стриатуме в период с 42
по 64 день, тогда как в группе контроля уровень
ДА в этот промежуток времени увеличивался бо-
лее плавно.

Таким образом, полученные нами данные поз-
воляют предполагать, что введение ВН беремен-
ным самкам отражается, в первую очередь, на
функциональном состоянии дофаминергической
системы мозга потомства, вызывая снижение ее
активности в стриатуме к 15 сут ПНР. В дальней-
шем уровень ДА компенсируется и к 64 сут не от-
личается от показателей контрольной группы.
Параметры серотонинергической системы изме-
няются по сходной схеме, однако содержание 5-ОТ
достигало максимума к 42 дню с последующим
небольшим снижением к 64 дню, тогда как уро-
вень 5-ОИУК в стриатуме увеличивался посте-
пенно, и максимальные отличия наблюдались к
64 дню ПНР, т.е. к возрасту половой зрелости.

Следует отметить, что бóльшая часть суще-
ствующих публикаций, посвященных исследова-
нию вальпроатной модели аутизма, касается либо
изучения электрофизиологических параметров

Рис. 2. Динамика изменения содержания моноаминов и их метаболитов (нмоль/г ткани) в стриатуме мышей линии
BALB/C, матерям которых вводили вальпроат натрия (400 мг/кг, п/к). Черный цвет – контроль. Серый цвет – валь-
проат натрия. Цифрами обозначен возраст животных: 1 – 15 дней; 2 – 42 дня; 3 – 64 дня. *; **; *** р < 0.05; <0.01; <0.001
по сравнению с контролем (15 дней). #; ##; ### р < 0.05; <0.01; <0.001 по сравнению с вальпроатом натрия (15 дней).
^; ^^; ^^^ р < 0.05; <0.01; <0.001 по сравнению с вальпроатом натрия (42 дней). $; $$; $$$ р < 0.05; <0.01; <0.001 по срав-
нению с контролем той же возрастной группы.
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нейронов [22], либо определения содержания ней-
ротрансмиттеров в микродиализных образцах [23].
Комплексное изучение влияния ВН на содержа-
ние моноаминов и их метаболитов в различных
структурах мозга до настоящего времени практи-
чески не проводилось. Однако сравнительно не-
давно появился ряд работ, выполненных коллек-
тивом Hara и соавторов, посвященных изучению
влияния ВН на параметры ДА-ергической нейро-
передачи [24]. Если на первых этапах исследова-
ния эффекты ВН на содержание ДА, НА и 5-ОТ в
ПФК и стриатуме не наблюдались [25], то в даль-
нейшем ими было продемонстрировано сниже-
ние активности ДА-ергической системы пре-
фронтальной коры в условиях данной модели
[26]. При этом было обнаружено, что как острое,
так и хроническое введение атипичных нейро-
лептиков рисперидона и арипразола потомству
самок, которым вводили ВН, вызывает ослабле-
ние социальной изоляции на поведенческом
уровне, а также увеличение внеклеточного содер-
жания ДА и возрастание экспрессии гена C-fos в
префронтальной коре [27]. В то же время влияние
ВН на динамику изменений активности нейро-
трансмиттерных систем мозга в онтогенезе прак-
тически до настоящего времени не изучалось.
Только недавно (6.2020) появилась работа Adam
et al., посвященная иммуноцитохимическому и
морфологическому гистохимическому изучению
состояния дофаминергической системы мозга
потомства самок мышей возрастом 7 дней, полу-
чавших ВН [28]. При этом было показано отсут-
ствие каких-либо изменений содержания ДА в
структурах нигростриарной системы (вентраль-
ная область покрышки, дорсолатеральный стриа-
тум) при существенном уменьшении количества
дофаминсодержащих нейронов в образованиях,
относящихся к мезолимбической системе (при-
лежащее ядро). По всей видимости, срок между 7
и 15 днями ПНР является ключевым для проявле-
ния изменений активности стриатной дофами-
нергической системы, вызванной ВН.

Таким образом, результаты наших экспери-
ментов представляют определенный интерес и
могут использоваться для разработки стратегии
фармакотерапии аутистических расстройств.
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The Neurochemical Study of the Dynamics of Disturbances of Brain Monoaminergic 
Systems Induced by Valproic Acid at the Different Stages of Ontogeny of BALB/c Mice

V. S. Kudrina, V. B. Narkevicha, A. A. Alymova, I. G. Kapitsaa,
K. A. Kasabova, N. V. Kudryashova, V. G. Konkova, and T. A. Voroninaa
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We studied the status of dopamine-, serotonin-, and noradrenergic neurotransmitter systems of BALB/c
mice brain structures on 15, 42 and 64 days of postnatal development in the model of autistic disturbances.
The levels of catechol- as well as indolamines in the structures studied of 15- days old pups of control group
were found to be sufficiently lower compared to those of 64-days old adult males. Injection of valproic acid
(400 mg/kg, s/c) to pregnant females induced a decrease in all the neurochemical parameters studied only in
the striatum while no changes in the other brain structures were observed. The pattern of the recovery of the
dopaminergic system on the 42 day was similar to that of control group and on the 64 day no difference with
control was found. Parameters of the serotonergic system changed similarly, 5-HT content reached the max-
imum value on the day 42 with a slight decrease on the day 64, while the concentration of 5-HIAA increased
gradually up to 64 day. Thus, the data obtained suggest that injection of sodium valproate to pregnant
BALB/c mice females invoke the suppression of the activity of the dopamine- and serotoninergic striatal sys-
tems of the 15 day-old progeny with the subsequent recovery to control levels on the 64 day of ontogeny.

Keywords: autism spectrum disorders, valproic acid, BALB/с mice, ontogeny, HPLC, dopamine, serotonin, me-
tabolites
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ИЗУЧЕНИЕ НЕЙРОХИМИЧЕСКИХ ЭФФЕКТОВ АФОБАЗОЛА
НА СОДЕРЖАНИЕ МОНОАМИНОВ И ИХ МЕТАБОЛИТОВ В УСЛОВИЯХ 

ДЕФИЦИТА СЕРОТОНИНА В СТРУКТУРАХ МОЗГА МЫШЕЙ
С РАЗЛИЧНЫМ ЭМОЦИОНАЛЬНЫМ ФЕНОТИПОМ
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Проведено изучение нейрохимических эффектов афобазола в структурах мозга линий мышей
BALB/C и C57BL/6 в условиях дефицита серотонина, вызванного введением парахлорфенилалани-
на (ПХФА), ингибирующего основной фермент синтеза серотонина триптофан-5-гидроксилазу.
Установлены межлинейные различия в уровне норадреналина (НА), серотонина (5-ОТ), а также па-
раметров метаболизма дофамина (ДА) во фронтальной коре (ФК), амигдале, стриатуме, гипотала-
мусе и гиппокампе. Установлено, что ПХФА (350 мг/кг/3 дня) вызывал значительное снижение со-
держания 5-ОT и его метаболита 5-ОИУК в исследуемых структурах головного мозга у обеих линий
мышей, при этом у мышей BALB/C наблюдалось более интенсивное (в 2–2.5 раза) снижение этих
показателей. ПХФА снижал уровень НА в гипоталамусе, амигдале и стриатуме у грызунов линии
BALB/C, не влияя на данный показатель у мышей линии C57BL/6. Афобазол (5 мг/кг) в условиях
моделирования дефицита 5-ОТ оказывал влияние на параметры дофаминергической нейропереда-
чи, снижая содержание ДОФУК и величину показателя ДОФУК/ДА в гипоталамусе и стриатуме
мышей обеих линий. Наблюдалось увеличение содержания 5-ОТ и НА, сниженных в результате
введения ПХФА, в гипоталамусе и амигдале мышей BALB/C и в гиппокампе и амигдале мышей ли-
нии C57BL/6. Величина показателей скорости метаболизма 5-ОИУК/5-ОТ при этом снижалась. Ре-
зультаты данной работы подтверждают полученные ранее данные об участии серотонинергических
систем мозга в механизме действия афобазола. В условиях ПХФА-индуцированного дефицита се-
ротонина препарат воздействует как на стрессоустойчивых (линия C57BL/6), так и на более эмоци-
онально лабильных животных (линия BALB/C), что выражается в восстановлении содержания се-
ротонина и норадреналина в гипоталамусе мышей BALB/C, а также амигдале и гиппокампе мышей
линии C57BL/6.

Ключевые слова: афобазол, парахлорфенилаланин (ПХФА), линии мышей, структуры мозга, серотонин,
норадреналин, дофамин, ВЭЖХ
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ВВЕДЕНИЕ

Моделирование дефицита нейротрансмиттеров
у животных, фенотипически отличающихся чув-
ствительностью к стрессу, является одним из наи-
более часто используемых методов изучения роли
моноаминергических систем головного мозга
при тревожных состояниях и механизма действия
соединений анксиолитического профиля. Основ-
ным подходом моделирования дефицита серото-
нина (5-окситриптамина, 5-ОT) в мозге является
ингибирование ключевого фермента синтеза се-

ротонина триптофан-5-гидроксилазы (TPH2) с
помощью необратимых ингибиторов пара-хлор-
фенилаланина (ПХФА) или фенклонина, а также
алиментарный приeм смеси аминокислот, ли-
шeнных триптофана, что приводит к быстрому
опустошению запасов 5-ОТ в организме и, в ко-
нечном итоге, к значительному снижению содер-
жания данного нейротрансмиттера [1]. Мыши
линии BALB/C, отличающиеся от животных ли-
нии C57BL/6 пассивной реакцией на моделиро-
вание стрессовой ситуации в открытом поле [2],
имеют мутацию в гене, кодирующем TPH2, что
определяет более низкий базовый уровень и ско-
рость синтеза серотонина в мозге этих животных
[3–5].

* Адресат для корреспонденции: 125315 Россия, Москва,
Балтийская ул., 8, тел. (495) 601-21-53; e-mail: narvik@yan-
dex.ru.

УДК 615.21+612.014

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ
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Афобазол (5-этокси-2-[2-(морфолино)-этил-
тио]-бензимидазола дигидрохлорид), синтезиро-
ванный в НИИ фармакологии им. В.В. Закусова.
обладает высоким анксиолитическим потенциалом.
Механизм анксиолитического действия афобазола
связывают с его способностью взаимодействовать
с σ1 (сигма) рецепторами, рецепторами мелатони-
на МТ1 и МТ3, а также регуляторным участком
МАО-А, оказывая модулирующее влияние на ос-
новные нейромедиаторные системы мозга [6, 7].
В частности, нами было установлено наличие се-
лективности действия афобазола в отношении
различных нейромедиаторных систем мозга мы-
шей указанных линий [8]. Кроме того, в условиях
введения ингибитора декарбоксилазы аромати-
ческих кислот NSD-1015 афобазол вызывал сни-
жение содержания ДОФУК в гипоталамусе, а так-
же уровня ГВК в стриатуме крыс, что позволяет
говорить об ингибирующем влиянии данного со-
единения на основной фермент биодеградации ДА
моноаминоксидазу B (МАО-B) [9]. Несмотря на
то, что в последнее время накоплен значительный
объем данных о фармакологических эффектах
афобазола, остаeтся по-прежнему мало сведений о
влиянии данного препарата на серотонинергиче-
скую систему, которая, как известно, играет веду-
щую роль в нейрохимическом механизме разви-
тия тревожных и депрессивных расстройств.

В связи со сказанным, целью данной работы
было нейрохимическое исследование эффектов
афобазола на содержание моноаминов и их мета-
болитов в структурах мозга линий мышей с раз-
личным эмоциональным фенотипом BALB/C и
C57BL/6 в норме и в условиях дефицита 5-ОТ,
вызванного введением ПХФА.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Опыты проведены на самцах мышей
линий C57/Bl/6 и BALB/C массой тела 20–24 г.
(питомник РАН “Столбовая”), содержавшихся в
условиях лабораторного вивария при 12-часовом
световом режиме со свободным доступом к воде и
стандартному корму. Для исключения влияния
суточных биоритмов на скорость биосинтеза и
метаболизма нейромедиаторов эксперименты
проводили между 10 и 12 ч дня. Организация и про-
ведение работ осуществлялись в соответствии с
приказом Минздрава России № 199 от 01.04.2016 г.
“Об утверждении правил надлежащей лаборатор-
ной практики”. Животные содержались в соот-
ветствии с СП 2.2.1.3218-14 “Санитарно-эпиде-
миологические требования к устройству, обору-
дованию и содержанию экспериментально-
биологических клиник (вивариев)" от 29.08.2014 г.
№ 51. Проведение экспериментов одобрено Ко-

миссией по биомедицинской этике ФГБНУ
“НИИ фармакологии им. В.В. Закусова” (прото-
кол № 6 от 16.04.2018 г.).

Исследуемые вещества. Афобазол (ФГБНУ
“НИИ Фармакологии им. В.В. Закусова”) рас-
творяли в 0.9% NaCl и вводили в дозе 5 мг/кг вну-
трибрюшинно за 1 ч до декапитации животных.
ПХФА (Sigma) вводился внутрибрюшинно в те-
чение трех дней в дозе 150 мг/кг в первый день и
100 мг/кг в последующие дни). По литературным
данным, снижение уровня серотонина, вызван-
ное ПХФА, развивается постепенно, достигает
максимума через 3 сут и сохраняется в течение 5–
6 сут [10].

Схема эксперимента. Животные были разделе-
ны на следующие экспериментальные группы (в
скобках – количество животных):

1 группа BALB/С – контроль (0.9% NaCl) (n = 9);
2 группа BALB/С – 0.9% NaCl + афобазол

(5 мг/кг) (n = 10);
3 группа BALB/С – ПХФА в суммарной дозе

350 мг/кг (n = 10);
4 группа BALB/С – 0.9% NaCl + афобазол +

+ ПХФА (n = 10);
5 группа C57BL/6 – контроль (0.9% NaCl) (n =

= 10);
6 группа C57BL/6 – 0.9% NaCl + афобазол

(5 мг/кг) (n = 9);
7 группа C57BL/6 – ПХФА в суммарной дозе

350 мг/кг (n = 10);
8 группа C57BL/6 – 0.9% NaCl + афобазол +

+ ПХФА (n = 9).
Нейрохимические исследования. Декапитация

животных осуществлялась через 60 мин после вве-
дения веществ. Структуры мозга (фронтальная кора
(ФК), гиппокамп, гипоталамус, стриатум) извлека-
лись на льду, замораживались, взвешивались и хра-
нились в жидком азоте.

Перед экспериментами по определению со-
держания нейротрансмиттеров пробы размельчали
в ручном гомогенизаторе Поттера (тефлон–стекло)
в 1 мл 0.1 N HCIО4 с добавлением 3,4-диоксибен-
зиламина (0.5 нмоль/мл) в качестве внутреннего
стандарта. Пробы центрифугировали при 10000 g
в течение 10 мин. Содержание моноаминов и их
метаболитов (норадреналина (НА), дофамина (ДА),
3,4-диоксифенилуксусной кислоты (ДОФУК),
гомованилиновой кислоты (ГВК), серотонина (5-
окситриптамина, 5-ОТ) и 5-оксииндолилуксусной
кислоты (5-ОИУК) определяли методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с элек-
трохимической детекцией (ВЭЖХ/ЭД) на хрома-
тографе LC-304T (ВАS, West Lafayette, США) с



НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

ИЗУЧЕНИЕ НЕЙРОХИМИЧЕСКИХ ЭФФЕКТОВ АФОБАЗОЛА 61

аналитической колонкой ReproSil-Pur ODS (C18,
100 × 4 мм, 3 мкм) (Dr.Maisch, Германия) [11].

Обработку полученных данных о содержании
моноаминов в структурах мозга проводили следую-
щим образом: нормальность распределения данных
проверяли с помощью критерия Шапиро–Уилка.
Так как распределение результатов измерений
было близко к нормальному, статистическую
значимость различий анализировали с помощью
трехфакторного дисперсионного анализа с даль-
нейшей обработкой методом множественных
сравнений по Дункану при критическом уровне
значимости α = 0.05. Приведены средние значения
и стандартные ошибки среднего (М ± S.E.M.).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В табл. 1 представлено содержание моноаминов
и их метаболитов в структурах мозга контрольных
интактных групп линий мышей BALB/C и C57Bl/6
(0.9% NaCl), не подвергавшихся внешнему воз-
действию.

При сравнении нейрохимических показателей
двух линий животных установлено, что у мышей
линии BALB/С уровень НА в ФК и гиппокампе
достоверно ниже соответствующих значений этого
параметра у мышей линии C57BL/6. В гипоталаму-
се, напротив, его содержание было достоверно вы-
ше. Уровень метаболитов дофамина ДОФУК и
ГВК в гипоталамусе и амигдале чувствительных к
стрессу мышей, а также содержание самого ней-
ротрансмиттера в гипоталамусе был значительно
выше уровней соответствующих значений мы-
шей C57BL/6. Параметры серотонинергической
системы мышей линии BALB/C статистически
достоверно отличались от линии C57BL/6 более
высоким содержанием 5-ОТ в амигдале, однако в
гиппокампе его уровень был ниже (табл. 1).

Афобазол при однократном введении в дозе
5 мг/кг вызывал изменение содержания нейро-
трансмиттеров в структурах головного мозга мы-
шей обеих линий, при этом большая часть этих
эффектов затрагивала преимущественно функ-
ционирование серотонин- и норадренергической
систем. В гипоталамусе, амигдале и гиппокампе
мышей C57BL/6 отмечалось увеличение уровня
НА, в то время как у животных BALB/C его кон-
центрация достоверно снижалась в стриатуме и
гиппокампе (табл. 2). Афобазол вызывал увеличе-
ние содержания 5-ОТ практически во всех исследу-
емых структурах мозга (за исключением стриатума)
мышей линии C57BL/6, при этом содержание ме-
таболита 5-ОИУК и величина показателя скоро-
сти метаболизма 5-ОТ (5-ОИУК/5-ОТ) во всех
структурах достоверно снижались. Аналогичное

замедление метаболизма серотонина наблюда-
лось в структурах мозга (кроме амигдалы) мышей
линии BALB/C, однако оно не сопровождалось
накоплением самого нейротрансмиттера, напро-
тив, отмечалось снижение его уровня в стриатуме.

Эффекты афобазола на параметры дофами-
нергической системы характеризовались значи-
тельным (до 264%) увеличением содержания ДА в
амигдале мышей с пассивной реакцией на стресс.
В той же структуре животных линии C57BL/6 так-
же наблюдалось увеличение уровня ДА, но в су-
щественно меньшей степени (до 145%). Было об-
наружено снижение содержания ДОФУК и ГВК в
стриатуме мышей с активной (на 47 и 45% соот-
ветственно) и пассивной (на 40 и 30% соответ-
ственно) реакцией на стресс (табл. 2).

Введение ПХФА в суммарной дозе 350 мг/кг в
течение 3-х дней предсказуемо вызвало значи-
тельное снижение содержания 5-ОT и 5-ОИУК в
исследуемых структурах головного мозга у обеих
линий мышей. Следует отметить, что у мышей с
пассивной реакцией на стресс (BALB/C) наблю-
далось более интенсивное снижение данных по-
казателей – на 70–80% от значений контрольной
группы, что в 2–2.5 раза было ниже показателей
мышей линии C57BL/6. ПХФА значительно снижал
уровень НА в гипоталамусе, амигдале и стриатуме у
чувствительных к стрессу мышей, не влияя на дан-
ный показатель у мышей линии C57BL/6. Величи-
ны параметров дофаминергической передачи при
этом практически не изменялись в структурах
мозга обеих линий мышей (табл. 2).

Афобазол в условиях моделирования дефици-
та серотонина путем субхронического введения
ПХФА оказывал влияние на параметры дофами-
нергической нейропередачи. В гипоталамусе и
стриатуме мышей BALB/C и C57BL/6 отмечалось
снижение содержания ДОФУК и оборота ДА, по-
казателя ДОФУК/ДА. Наибольший интерес пред-
ставляют данные о влиянии афобазола на содер-
жание 5-ОТ и 5-ОИУК. Показано, что афобазол
вызывал увеличение содержания 5-ОТ, сниженно-
го в результате введения ПХФА, в гипоталамусе
мышей с пассивной реакцией на стресс (BALB/C)
и во ФК, амигдале, гиппокампе у устойчивых к
стрессу мышей (C57BL/6). Величина показателей
скорости метаболизма 5-ОИУК/5-ОТ снижалась
в ФК, гипоталамусе и амигдале обеих линий мы-
шей в сходной степени. Однако уровень восста-
новления афобазолом дефицита серотонина был
выше у мышей линии C57BL/6. Существенное
увеличение содержания НА, сниженного ПХФА,
отмечалось в амигдале и гиппокампе мышей ли-
нии C57BL/6 и гипоталамусе стресс-чувствитель-
ных мышей.
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НАРКЕВИЧ и др.

Наблюдавшееся нами снижение содержание
5-ОT в структурах головного мозга мышей BALB/C
и C57BL/6 (табл. 2) согласуется с данными лите-
ратурных источников, согласно которым субхро-
ническое введение ПХФА в течение 3-х дней при-
водило к снижению содержания 5-ОT на 80% от
исходных значений. Этот эффект является след-
ствием ингибирования ПХФА триптофан-5-гид-
роксилазы – основного фермента синтеза 5-ОT
[10, 12]. В нашем исследовании ПХФА вызывал
более глубокое снижение уровня серотонина (на
80%) и его метаболита в структурах мозга мышей
линии BALB/C, что свидетельствуют о наруше-
нии скорости синтеза серотонина у этих живот-
ных [13].

Данные о влиянии афобазола на параметры се-
ротонинергической системы согласуются с резуль-
татами наших предыдущих исследований. Так, афо-
базол на модели нарушения синтеза серотонина
при введении ингибитора декарбоксилазы арома-
тических кислот NSD-1015 вызывал увеличение
содержания предшественника серотонина 5-ок-
ситриптофана (5-ОТФ), самого нейромедиатора
и его метаболита 5-ОИУК в гипоталамусе крыс на
50, 60 и 50% соответственно, что позволяет предпо-
ложить, что данный анксиолитик оказывает влия-
ние на фермент синтеза 5-ОТФ триптофангидрок-
силазу [9]. В другом исследовании, проведенном на-
шим коллективом, совместное введение афобазола
и антагониста 5-НТ2b/2c рецепторов SB-200646А
вызывало увеличение содержания 5-ОТ и 5-ОИУК в
гиппокампе мышей BALB/C, что может быть ин-
терпретировано как позитивная модуляция эф-
фекта анксиолитика, обусловленная блокадой се-
ротониновых рецепторов 5-НТ2 типа и, таким об-
разом, свидетельствовать о вовлечении указанных
рецепторов в реализацию анксиолитического эф-
фекта афобазола [14]. В настоящем исследовании в
условиях дефицита 5-ОТ, вызванного ПХФА, уве-
личение содержания нейротрансмиттера, вызван-
ное афобазолом, происходило за счет снижения
его метаболизма, вызванного, вероятнее всего, ин-
гибированием фермента биодеградации – моно-
аминоксидазы А (МАО-А) [6]. Важно отметить,
что афобазол в наибольшей степени корректиро-
вал ПХФА-индуцированный дефицит 5-ОT в
структурах мозга мышей устойчивых к стрессу –
линии C57BL/6, практически полностью восста-
навливая его уровень в ФК, гипоталамусе и ами-
гдале. Более умеренный эффект препарата на
чувствительных к стрессу мышей линии BALB/C
можно объяснить генетически детерминирован-
ным низким содержанием ферментов МАО-В и
МАО-А и, возможно, триптофан-5-гидроксила-
зы [4–6].

Интересно отметить, что афобазол увеличива-
ет концентрацию НА в тех же структурах мозга, в
которых отмечалось и увеличение содержания
5-ОТ. В условиях ПХФА-индуцированного исто-
щения это происходит в амигдале и гиппокампе
мышей линии C57BL/6 и в гипоталамусе мышей
линии BALB/C, а в условиях нормы – в амигдале,
гиппокампе и гипоталамусе стресс-устойчивых
мышей. Подобное увеличение концентрации но-
радреналина и серотонина в синаптической щели
вызывают практически все антидепрессанты раз-
личной структуры. В частности, антидепрессант
миртазапин, блокируя альфа-2 рецепторы норад-
реналина, по принципу отрицательной обратной
связи повышает содержание в синаптической ще-
ли НА и 5-ОТ. В нашем эксперименте действие
афобазола свидетельствует скорее об ингибирова-
нии деградации нейротрансмиттеров за счет угне-
тения активности фермента МАО-А. Это предпо-
ложение подтверждают данные, полученные при
изучении спектра рецепторного связывания афо-
базола [6].

Влияние афобазола на показатели дофаминер-
гической нейропередачи согласуется с данными,
полученными нами ранее. В частности, было по-
казано, что афобазол в условиях введения инги-
битора декарбоксилазы ароматических кислот
NSD-1015 вызывает снижение содержания ДОФУК
в гипоталамусе, а также уровня ГВК в стриатуме
крыс, что может говорить об ингибирующем влия-
нии первого на основной фермент биодеградации
ДА моноаминоксидазу B (МАО-B) [9]. В данной
работе эффекты афобазола на содержание мета-
болитов дофамина ДОФУК и ГВК в гипоталамусе
и стриатуме обеих линий мышей также могут объ-
ясняться сходным образом – введение афобазола
приводит к замедлению утилизации ДА.

Что касается межлинейных отличий поведен-
ческих эффектов афобазола на животных с различ-
ным фенотипом эмоционального реагирования,
то из литературы известно о влиянии препарата
лишь на определенный фенотип – у животных с
наследственно детерминированной реакцией страха
при эмоционально-стрессовом воздействии (линия
BALB/C), у людей с индивидуально-типологиче-
скими чертами, характеризующими психическую
неустойчивость к стрессорным факторам [15].

Результаты настоящей работы подтверждают
полученные нами ранее данные об участии серото-
нинергических систем мозга в реализации эффектов
афобазола и раскрывают роль адренергической си-
стемы. В условиях ПХФА-индуцированного дефи-
цита серотонина препарат воздействует как на
стрессоустойчивых, так и на эмоционально ла-
бильных животных, что выражается в компенса-
торном восстановлении содержания серотонина
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во фронтальной коре, амигдале и гиппокампе
мышей линии C57BL/6 и в гипоталамусе мышей
BALB/C. При этом афобазол увеличивает содер-
жание норадреналина в амигдале и гиппокампе
мышей C57BL/6 и в гипоталамусе и амигдале мы-
шей BALB/C.
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Study of the Neurochemical Effects of Afobazole on the Content of Monoamines
and its Metabolites in the Model of Serotonin Deficiency in the Brain

Structures of Mice with Different Emotional Phenotypes
V. B. Narkevicha, S. A. Litvinovaa, V. S. Rogovskya, I. B. Tsorina, and V. S. Kudrina

aZakusov’s State Institute of Pharmacology, Moscow, Russia

We studied the neurochemical effects of afobazole in the brain structures of two mouse strains with different
emotional phenotypes BALB/C and C57BL/6 in the model of serotonin deficiency caused by the parachlo-
rophenylalanine (PCPA), a tryptophan-5-hydroxylase inhibitor. Interstrain differences were found in the
levels of norepinephrine (NA), serotonin (5-HT), as well as the parameters of dopamine metabolism (DA) in
the frontal cortex (FC), amygdala, striatum, hypothalamus, and hippocampus. PCPA (350 mg/kg/3 days)
was found to cause a significant decrease in the content of 5-HT and its metabolite 5-HIAA in the brain
structures of both mice lines, while a decrease in these parameters in BALB/C mice was more intense (2–2.5
times). PCPA reduced the level of NA in the hypothalamus, amygdala and striatum in rodents of the
BALB/C strain, without effects on this parameter in C57BL/6 mice. Afobazole (5 mg/kg) under conditions
of 5-HT deficiency modeling influenced dopaminergic neurotransmission parameters, decreasing the
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DOPAC content and the DOPAC/DA index in the hypothalamus and striatum of mice of both lines. Afoba-
zol also caused an increase in the content of 5-HT and NA, reduced as a result of PCPA administration, in
the hypothalamus of BALB/C mice and in the hippocampus and amygdala of C57BL/6 mice. The value of
the metabolic rate of 5-HIAA/5-HT decreased. Our results confirm the previously obtained data on the in-
volvement of serotonergic brain systems in the mechanism of action of afobazole. Under conditions of PC-
PA-induced serotonin deficiency, the drug acts on both stress-resistant and more emotionally labile animals,
which is reflected in the restoration of serotonin and norepinephrine in the hypothalamus of BALB/C mice,
as well as amygdala and hippocampus of C57BL/6 mice.

Keywords: afobazole, parachlorophenylalanine (PCPA), mice straines, brain structures, serotonin, norepineph-
rine, dopamine, HPLC
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НЕЙРОНЫ ЧЕРНОЙ СУБСТАНЦИИ И ПОВЕДЕНИЕ СТАРЕЮЩИХ 

МЫШЕЙ В УСЛОВИЯХ ИНТРАНАЗАЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ
НАТИВНОГО БЕЛКА α-СИНУКЛЕИНА
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Исследованы эффекты интраназально введенного нативного белка α-синуклеина, гиперпродук-
цию и мисфолдинг которого рассматривают в качестве ключевого звена патогенеза болезни Паркинсо-
на и других возрастзависимых нейродегенеративных заболеваний, на нейрогенез в гиппокампе, содер-
жание дофаминергических нейронов в черной субстанции мозга, а также двигательную активность,
обучение, память и тревожность стареющих животных. Опыты проводили на 12-месячных самцах
мышей C57BL/6, которым в течение 14-ти дней один раз в сутки вводили раствор рекомбинантного
нативного α-синуклеина либо физиологический раствор. Для оценки показателей поведения использо-
вали тесты: “Открытое поле”, “Распознавание нового объекта”, “Условная реакция пассивного избега-
ния” и “Приподнятый крестообразный лабиринт”. Пролиферирующие клетки, незрелые нейроны и до-
фаминергические нервные клетки выявляли иммуногистохимическим методом с помощью антител к
бромдезоксиуридину, даблкортину и тирозин-гидроксилазе. Показано, что α-синуклеин вызывает зна-
чительное увеличение количества пролиферирующих клеток и снижение числа незрелых нейронов
в зубчатой фасции гиппокампе, а также снижение плотности дофаминергических нейронов в ком-
пактной части черной субстанции мозга. У мышей, получивших нативный α-синуклеин, выявлено
снижение скорости двигательной активности, нарушение долговременной ассоциативной памяти
и изменения тревожноподобного поведения. Выполнен сравнительный анализ данных, получен-
ных в работе, и результатов ранее выполненных нами исследований эффектов олигомеров и фиб-
рилл α-синуклеина в условиях аналогичного экспериментального протокола. Документированные
факты рассматриваются как экспериментальное свидетельство вовлеченности нарушений постна-
тального нейрогенеза в развитие синуклеопатий и подтверждают представление о том, что различ-
ные конформации α-синуклеина обуславливают формирование определенных видов этих нейроде-
генеративных заболеваний.

Ключевые слова: α-синуклеин, нейрогенез, дофаминергические нейроны, гиппокамп, черная субстанция,
поведение, память, мыши, старение, болезнь Паркинсона
DOI: 10.31857/S1027813321010131

ВВЕДЕНИЕ
Представление о том, что нарушение постна-

тального нейрогенеза играет важную роль в ини-
циации и развитии болезни Паркинсона (БП) и
других синуклеопатий – группы возрастзависи-
мых нейродегенеративных заболеваний, ключе-
вым звеном патогенеза которых является гипер-
продукция и мисфолдинг белка α-синуклеина
(α-син) с образованием нейротоксических ами-
лоидогенных форм белка, находит весомые кли-
нические и экспериментальные подтверждения.

Основные факты были получены при исследовании
постмортного и аутопсильного материала больных
с синуклеопатиями при изучении трансгенных жи-
вотных, моделирующих эти заболевания, так, у па-
циентов с БП и животных, воспроизводящих неко-
торые признаки БП, выявлены нарушения нейро-
генеза в субвентрикулярной зоне, зубчатой фасции
(ЗФ) гиппоампа мозга. При этом могли наблюдать-
ся различные двигательные расстройства [1–5].

Важное значение для понимания механизмов
участия и роли нейрогенеза в развитии БП и других
синуклеопатий представляют данные об особенно-
стях влияния различных конформаций α-син на
процессы постнатального нейрогенеза, сопря-

* Адресат для корреспонденции: 125315 Россия, Москва,
ул. Балтийская, 8; e-mail: mgruden@mail.ru.

УДК 577.2+616.8-092+612.821(082)
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женные с обеспечением функций, нарушения ко-
торых характерны для данных заболеваний.

Однако в настоящее время прямые экспери-
ментальные факты об эффектах конформаций
α-син на нейрогенез, двигательные, когнитив-
ные и психо-эмоциональные функции докумен-
тированы лишь в небольшом числе работ. Наиме-
нее исследовано действие нативного белка α-син.
При этом полученные результаты неоднозначны
и противоречивы, поскольку были использованы
различные модели, виды и возраст животных, пути
введения и дозы белка, а также сроки наблюдения
и регистрируемые показатели [6–9]. Известно, что
α-син – небольшой по размеру белок, широко
распространенный в нервной системе, локализу-
ется главным образом в пресинаптических тер-
миналях нейронов, а также в глиальных клетках.
В нормальных условиях α-син представлен в
клетке преимущественно в виде тетрамера и су-
ществует в нативной и мембраносвязанной фор-
мах. Белок участвует в процессах везикулярного
транспорта, стабилизации мембран, обмена и
транспорта моноаминов, синаптической пластич-
ности. Накопление α-син в нервных и глиальных
клетках вызывает их апоптотическую гибель, опо-
средованную процессами протеолического стрес-
са, оксидативного повреждения и митохондри-
альной дисфункции. В определенных условиях, в
частности при повышенной концентрации α-син
в клетке, происходит изменение его нативной
пространственной укладки с образованием амило-
идогенных нейротоксических олигомерных и
фибриллярных структур [10–12]. Таким образом, в
мозге одновременно могут присутствовать различ-
ные конформации α-син и вызывать гибель от-
дельных популяций нейронов и/или глиальных
клеток, что обуславливает течение и спектр кли-
нических проявлений, характерных для опреде-
ленных видов синуклеопатий [12–14].

Ранее нами было проведено сравнительное
изучение эффектов, полученных in vitro α-син
амилоидогенных олигомерных и фибриллярных
структур, выполненное на разработанной ориги-
нальной экспериментальной модели сходных с
БП нейродегенеративных состояний. Модель осно-
вана на хронической инокуляции в нос стареющим
мышам нейротоксических амилоидогенных форм
α-син [15, 16]. Полученные результаты показали,
что изученные конформационные структуры белка
α-син – олигомеры и фибриллы – характеризуются
определенным паттерном активности, оказывая из-
бирательное действие на процессы нейрогенеза в
ЗФ гиппокампа, дофаминергические нейроны
(ДА) компактной части черной субстанции (кЧС)
мозга, кратковременную и долговременную па-
мять, а также тревожность стареющих мышей [17,
18]. В связи с изложенным, учитывая немного-
численность и противоречивость имеющихся
данных, представляется важным исследовать

действие нативного α-син в условиях аналогич-
ного экспериментального протокола, что акту-
ально для выяснения механизмов развития си-
нуклеопатий и разработки методов ранней диа-
гностики этих заболеваний.

Целью настоящей работы явилось изучение
влияния нативного α-синуклеина при его хрони-
ческом интраназальном введении на нейрогенез в
зубчатой фасции гиппокампа, содержание ДА-
ергических нейронов в компактной части черной
субстанции мозга, двигательную активность, тре-
вожность, долговременную и кратковременную
память стареющих мышей.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа проведена на 15-ти самцах мышей ли-

нии C57Bl/6 в возрасте 12-ти месяцев (ФГБУН
НЦБМТ ФМБА питомник “Столбовая”, Рос-
сия). Мыши содержались по 3–5 особей в клетках
в стандартных условиях вивария со сменой тем-
ной и светлой фаз суток 12/12 ч при свободном
доступе к пище и воде. Мыши были разделены на
2 группы, которым ежедневно в течение 14-ти
дней вводили поочередно в каждую ноздрю фи-
зиологический раствор (“контрольная группа”,
ФР, 8 мкл, n = 6) либо раствор рекомбинантного
нативного α-син (“экспериментальная группа”,
8 мкл, 0.48 мг/кг, Центр Биотехнологии (Виль-
нюс, Литва, n = 9).

В работе была использована батарея поведен-
ческих тестов, описанная нами ранее [17, 18]. На
15-й день исследования животных из “контроль-
ной” и “экспериментальной” групп однократно
помещали в установку “Открытое поле” (ОП)
(Columbus Instruments, Огайо, США) для адапта-
ции в течение 5 мин и последующим тестирова-
нием – 6 мин). Поведение животных регистриро-
вали с помощью видеокамеры CNB-BBB-31F
(CNB Technology Inc., Корея), размещенной под
потолком экспериментальной комнаты. Сбор и
анализ данных проводили с помощью программы
Ethovision XT 8.5 (Noldus, Голландия). Для осу-
ществления анализа площадь установки делили
на 16 равных квадрантов. По перемещению цен-
тра тела животного оценивали среднюю скорость
движения, а также длительность нахождения и
количество заходов в центральную зону (4 цен-
тральных квадранта из 16-ти) и углы (4 угловых
квадранта). На 16-е сутки оценивали кратковре-
менную память всех мышей в тесте “Распознава-
ние нового объекта” (РНО), используя установку
ОП как арену для проведения исследования. Во
время сессии обучения длительностью 5 мин жи-
вотные имели возможность свободно исследо-
вать два идентичных объекта (банки диаметром
5.4 см из стекла с металлическими крышками).
Через 1 ч после сеанса обучения проводили 5-ми-
нутную сессию тестирования мышей: в установку
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помещали один, ранее знакомый, и один, новый
для мыши, объект (пластмассовый стакан диа-
метром 7.5 см, зеленого цвета). В тесте РНО зоны
интереса определяли по границам размещенных в
установке 2 объектов (двух при обучении и двух
при тестировании) на расстоянии 2 см от этих
объектов (в пограничных зонах). Положение жи-
вотного в данном тесте определяли по трем точ-
кам (нос, центр тела и хвост), используя видеоре-
гистрацию. Считали, что мышь исследует объект,
если ее нос определялся в границах самого объекта
или его пограничной зоны. По окончанию экспе-
риментов рассчитывали индекс дискриминации
(ИД) = Тнов/(Тнов + Тзнак), где Тнов – длительность
нахождения в зоне нового объекта и его погра-
ничной зоне (в секундах), Тзнак – длительность
нахождения в зоне знакомого объекта и его по-
граничной зоне (в секундах). На 18-ые сут экспе-
римента у животных обеих групп формировали
условную реакцию пассивного избегания (УР-
ПИ) в установке PACS Shuttle Box (v.3.13) (Colum-
bus Instruments, Огайо, США), сохранность кото-
рой оценивали через 24 ч. Животных адаптирова-
ли к освещенному отсеку 15 с, при этом
максимальная длительность сессии обусловлива-
ния составляла 180 с, а сессии тестирования – 300
с. В случае перехода в темный отсек мышь полу-
чала электрокожное раздражение лап и хвоста
(сила тока 0.6 мА, длительность разряда – 3 с). С
помощью программного обеспечения PACS 30
Shuttle Box v.3.13 в обеих сессиях автоматически
фиксировали латентное время (ЛВ) перехода из
освещенного в темный отсек камеры. Через 2 дня
после проведения УРПИ животных однократно в
течение 5 мин тестировали в установке “Припод-
нятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) (Co-
lumbus Instruments, Огайо, США). В ПКЛ выде-
ляли 2 суммарные зоны интереса: 2 открытых ру-
кава и 2 закрытых. Оценивали следующие
показатели: среднюю скорость движения, сум-
марное количество входов и длительность пребы-
вания в двух закрытых и двух открытых рукавах.
Опыты в ОП, РНО и ПКЛ проводили в помеще-
нии при освещении установки рассеянным све-
том.

Через сутки после окончания поведенческих
экспериментов животным внутрибрюшинно вво-
дили 3 раза с интервалом в 60 мин раствор бром-
дезоксиуридина (BrdU, Sigma, США) в суммарной
дозе 150 мг/кг. Спустя 24 ч после введения BrdU жи-
вотных наркотизировали внутрибрюшинно препа-
ратом “Золетил” (Virbac Sante Animale, Франция,
40 мг/кг), проводили транскардиальную перфу-
зию 0.1 М фосфатным буфером (PBS, pH 7,4) и
4%-ным раствором параформальдегида с допол-
нительной фиксацией препаратов мозга в 4%-ном
растворе параформальдегида. Для изготовления са-
гиттальных срезов левого полушария мозга кон-
трольных и экспериментальных животных исполь-

зовали микротом Leica VT 1200S (Leica Biosystems,
Германия). Полученные срезы помещали в лунки
24-луночного культурального планшета (13–15
срезов на лунку, шаг 300 мкм, толщина срезов
50 мкм). Проводили денатурацию ДНК, пермеа-
билизацию мембран, снижение неспецифическо-
го связывания антител с последующей инкубацией
с первичными антителами (АТ) к Guinea Pig anti-
Doublecortin antibody, (AB2253, Millipore, США)
(в разведении 1 : 500) и тирозингидроксилазе (Ty-
rosine hydroxylase, Mouse anti-Tyrosine Hydroxilase
антитела (MAB318, Millipore, США) (в разведе-
нии 1 : 200) по описанному ранее протоколу [10]. Да-
лее срезы инкубировали с вторичными АТ, конъ-
югированными с флуоресцентными красителями
в разведении 1 : 500 (Goat anti-mouse Alexa Fluor
594, A-11005, Molecular Probes, США; Goat anti-
Guinea Pig Alexa Fluor 647, A-21450, Molecular
Probes, США; Goat anti-Rat Alexa Fluor 488, A-11006,
Molecular Probes, США). После стандартного от-
мывания срезы заключали под покровные стекла
с использованием закрепителя для флуоресцент-
ных препаратов (S302380, Dako, США) и хранили
при температуре +4°C в темноте.

Для микроскопирования полученных препа-
ратов использовали спиннинг-диск микроскоп
Andor Revolution (Andor, Ирландия). Сканирование
препаратов осуществляли на всю глубину с шагом
1 мкм, панораму всей ЗФ гиппокампа или компакт-
ной части ЧС сшивали с 10%-ным перекрытием.
Количество клеток оценивали вручную на 3D-ре-
конструированных образцах (Imaris х64 7.4.2, Bit-
plane, Швейцария). Содержание BrdU+ и DCX+-
положительных клеток оценивали в области суб-
гранулярного слоя ЗФ на всех срезах в отдельной
лунке, экстраполируя данные на целую ЗФ [19].
TH+-положительные клетки (в мм3 ткани), счи-
тали в области Pars compacta ЧС (Bregma lateral
0.60 mm–lateral 1.32 mm по формуле Vповерхности ×
× 50 (толщина среза)/n (количество оптических
плоскостей) [20]. На графиках иммуногистохи-
мические данные представлены в % от контроля.

Статистический анализ результатов поведен-
ческих экспериментов осуществляли с помощью
программ SPSS Statistics 17.0 (SPSS Inc., США),
Statistica 7.0 (StatSoft Inc., США) и Prism 6.01
(GraphPad, США). Поведенческие данные пред-
ставляли как медиану (Me) и межквартильный
размах, Q3-Q1( IQR), иммуногистохимические –
как средние значения и стандартные ошибки из-
мерения (M ± SEM). Показатели сравнивали с по-
мощью теста Манна–Уитни для двух независи-
мых выборок и теста Вилкоксона для зависимых
выборок. Различия считали статистически значи-
мыми при р < 0.05.



70

НЕЙРОХИМИЯ  том 38  № 1  2021

ШЕРСТНЕВ и др.

Таблица 1. Средняя скорость движения мышей в моделях “Открытоe поле” и “Распознавание нового объекта”,
а также в “Приподнятом крестообразном лабиринте”

Примечание: данные представлены как медиана и межквартильный размах, среднее и стандартная ошибка.

Тесты Нативный
α-синуклеин, n = 9

Физиологический 
раствор, n = 6

Различия между 
группами, критерий 

Манна–Уитни

ОП, адаптация (3.7; 3.2 см/с)
 4.8 ± 0.7 см/с

(5.9; 2.5 см/с)
5.8 ± 0.5 см/с

U = 17.0, Z = –1.179,
p > 0.2

ОП, тестирование (3.2; 2.2 см/с)
3.5 ± 0.4 см/с

(5.1; 2.5 см/с)
5.2 ± 0.6 см/с

U = 11.0, Z = –1.886,
p = 0.059

РНО, обучение (3.0; 2.3 см/с)
2.9 ± 0.5 см/с

(4.0; 0.8 см/с)
4.0 ± 0.2 см/с

U = 9.0, Z = –2.121,
p = 0.034

РНО, тестирование через 1 ч (2.4; 1.8 см/с)
2.6 ± 0.6 см/с

(2.2; 1.1 см/с)
2.4 ± 0.3 см/с

U = 26.0, Z = –0.118,
p > 0.2

ПКЛ (4.5; 1.1 см/с)
4.5 ± 0.2 см/с

(5.5; 2.0 см/с)
5.8 ± 0.5 см/с

U = 8.0, Z = –2.066,
p = 0.039

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В результате проведенных поведенческих ис-

следований было документировано, что живот-
ные, которым на протяжении 14-ти дней интра-
назально вводили нативный α-син, на 15-ый день
исследования статистически значимо не различа-
лись от мышей, получивших ФР, по скорости
движения в тесте ОП (тест Манна–Уитни, пер-
вые 5 мин тестирования: p > 0.2; последующие
6 мин: p = 0.059). При этом на 16-ый день иссле-
дования при обучении в модели РНО и на 22-ой
день при тестировании в ПКЛ различия в скоро-
сти движения стали статистически значимыми
(p = 0.034 и p = 0.039 соответственно) (табл. 1).

В тесте ОП животные из разных групп не раз-
личались ни по количеству заходов в центр уста-
новки (4 центральных квадранта из 16), ни по вре-
мени, проведенному в них (тест Манна–Уитни,
p > 0.2). Обе группы мышей статистически значи-
мо больше времени провели в углах установки и
чаще заходили в них по сравнению с центральной
частью (тест Вилкоксона, р < 0.05). Эксперимен-
тальные мыши заходили в углы установки в пол-
тора раза реже по сравнению с контролем, однако
эти различия не были статистически значимыми
(табл. 2).

В тесте РНО было обнаружено, что только у
67% мышей в группе ФР и в 44% животных в экс-
периментальной группе уровень исследователь-
ской активности во время сессии обучения был
достаточным для оценки сохранности эпизодиче-
ской памяти в последующем исследовании (ме-
диана суммарной длительности обследования
объектов у этих мышей с высоким уровнем вни-
мания была равна 12.5 с). Различия в доле мышей
с низким и высоким уровнем внимания между
экспериментальными и контрольными животны-

ми были статистически незначимы (точный кри-
терий Фишера, p > 0.2), учитывая изложенные
данные, мыши с низким уровнем внимания были
исключены из анализа. Экспериментальные жи-
вотные с высоким уровнем внимания не отлича-
лись от контроля ни по времени исследования
нового объекта (>0.2), ни по времени исследова-
ния знакомого (p > 0.2) при тестировании, ни по
уровню индекса дискриминации (p > 0.2) (табл. 3).

Таким образом, полученные в тесте РНО дан-
ные не позволяют оценить влияние нативного
α-син при хроническом интраназальном введе-
нии на обучение и эпизодическую память старе-
ющих самцов мышей C57Bl/6 в условиях исполь-
зуемого экспериментального протокола. Этот ре-
зультат, возможно, связан с тем, что взрослые
достаточно старые самцы мышей C57Bl/6 по
сравнению с другими, широко используемыми ла-
бораторными мышами, характеризуются болей
низкой способностью к обучению и сохранности
памяти [21, 22].

В модели УРПИ одна мышь из группы ФР была
исключена из эксперимента, поскольку не пере-
шла в темный отсек за 2 сессии обусловливания.
Между животными двух групп не было найдено
достоверных различий в ЛВ перехода в темный
отсек ни при формировании реакции пассивного
избегания (α-син: Me = 92 с; IQR = 74.5 с, 89 ± 16 с;
ФР: Me = 99 с; IQR = 49.5 с, 96 ± 13 с, U = 20.0, Z =
= –0.334, p > 0.2), ни при ее тестировании через
24 ч (α-син: Me = 209 с; IQR = 210.5 с, 187 ± 40 с;
ФР: Me = 180 с; IQR = 115 с, 198 ± 31 с, U = 21.0,
Z = –0.205, p > 0.2). Дальнейший анализ показал,
что группа нативного α-син негомогенна по ЛВ
перехода в темный отсек в сессии тестирования
(Me = 209 с, размах 6–300 с), поэтому она была
поделена на две подгруппы: “быстрых” плохо
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обучившихся мышей (n = 4, ЛВ в тесте: Me = 89.5 с;
IQR = 64.0 с, 69 ± 21 с) и “медленных” хорошо
обучившихся (n = 5, ЛВ в тесте: Me = 300.0 с;
IQR = 45.5 с, 282 ± 18 с) (U = 0.0, Z = –2.121, p =
= 0.034). “Медленные” мыши из группы нативного
α-син демонстрировали увеличение ЛВ перехода в
сессии тестирования (ЛВ при формировании
УРПИ: Me = 60.0 с; IQR = 68.5 с, 79 ± 18 с, тест
Вилкоксона, Z = –2.023, р = 0.043), так же как и
контрольные животные (Me = 99.0 с; IQR = 49.5 с,
96 ± 13.1 с, Z = –2.023, р = 0.04). Вместе с тем,
“быстрые” животные не показали значимого уве-
личения ЛВ перехода в темный отсек при форми-
ровании УРПИ: Me = 104.0 с; IQR = 106.5 с, 101 ±
± 29 с, Z = –1.095, р > 0.2, что указывает на наруше-
ние долговременной ассоциативной памяти в под-

группе “быстрых” животных, которым вводили
нативный α-син.

При оценке тревожности мыши, получившие
нативный α-син, не отличались по времени, про-
веденном в открытых и закрытых рукавах лаби-
ринта, от мышей, которым вводили ФР (открытые
рукава: α-син: Me = 15.5 с; IQR = 10.4 с, 17.2 ± 3.3 с;
ФР: Me = 22.4 с; IQR = 33.1 с, 27.6 ± 7.4 с, U = 17.0,
Z = –0.904, p > 0.2, закрытые рукава: α-син: Me =
= 250.2 с; IQR = 26.9 с, 252.4 ± 6.5 с; ФР: Me =
= 232.9 с; IQR = 54.9 с, 234.1 ± 6.5 с, U = 14.0, Z =
= –1.291, p > 0.1). В открытые рукава лабиринта
экспериментальные мыши заходили в 2 раза реже
по сравнению с контрольными, но различия не
достигали уровня статистической значимости
(α-син: Me = 6 раз; IQR = 7.7 ± 1 с; ФР: Me = 12;

Таблица 2. Длительность нахождения и количество заходов в центральную часть и углы установки “Открытое поле”

Примечание: данные представлены как медиана и межквартильный размах, среднее и стандартная ошибка.

Тесты Нативный
α-сининуклеин, n = 9

Физиологический
раствор, n = 6

Различия между группами, 
критерий Манна–Уитни

Длительность, первые 5 мин

ОП, центр (23.4; 36.6 с)
 26.3 ± 6.1 с

(20.3; 26.2 с)
21.6 ± 5.6 с

U = 23.0, Z = –0.471,
p > 0.2

ОП, углы (140.5; 33.4 с)
151.8 ± 10.7 с

(164; 87.7 с)
171.0 ± 19.2 с

U = 23.0, Z = –0.471,
p > 0.2

Различия между центром и 
углами, критерий Вилкоксона

Z = –2.666,
p = 0.008

Z = –2.201,
p = 0.028

Длительность, последующие 6 мин

ОП, центр (17.1; 28.9 с)
25.5 ± 9.5 с

(32.2; 21с)
30.3 ± 5.7 с

U = 17.0, Z = –1.179,
p > 0.2

ОП, углы (168.8; 112.9 с)
194.2 ± 24.1 с

(211.7; 115.1 с)
219.5 ± 23.5 с

U = 20.0, Z = –0.825,
p > 0.2

Различия между центром и 
углами, критерий Вилкоксона

Z = –2.666,
p = 0.008

Z = –2.201,
p = 0.028

Количество заходов, первые 5 мин

ОП, центр (16; 20 раз)
16 ± 4 раза

(13; 16 раз)
14 ± 4 раза

U = 27.0, Z = 0,
p > 0.2

ОП, углы (22; 18 раз)
25 ± 4 раза

(40; 8 раз)
39 ± 3 раза

U = 11.5, Z = –1.828,
p = 0.068

Различия между центром и 
углами, критерий Вилкоксона

Z = –2.524,
p = 0.012

Z = –2.201,
p = 0.028

Количество заходов, последующие 6 мин

ОП, центр (11; 12 раз)
11 ± 3 раза

(12; 12 раз)
14 ± 3 раза

U = 17.5, Z = –1.126,
p > 0.2

ОП, углы (25; 18 раз)
24 ± 4 раза

(35; 22 раза)
36 ± 5 раз

U = 12.0, Z = –1.768,
p = 0.077

Различия между центром и 
углами, критерий Вилкоксона

Z = –2.670,
p = 0.008

Z = –2.201,
p = 0.028
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IQR = 6.11 ± 1 с, U = 9.0, Z = –1.949, р = 0.051).
Различия в количестве заходов исследованными
животными в закрытые рукава ПКЛ были также
статистически незначимы (α-син: Me = 8 раз;
IQR = 5.7 ± 1 с; ФР: Me = 11; IQR = 9 с, U = 13.5, 11 ±
± 2, Z = –1.363, р > 0.1).

В иммуногистохимических экспериментах
определяли содержание пролиферирующих кле-
ток, меченых BrdU, нейробластов и незрелых
нейронов, экспрессирующих DCX в ЗФ гиппо-
кампа, а также количество дофаминергических
нейронов, меченых по ТН, на 1 мм3 ткани КЧС. В
группе животных, которым вводили нативный
α-син, документировано значительное увеличе-
ние (на 785%) количества BrDU+ клеток в ЗФ по
сравнению с контрольными мышами (p < 0.01), у
которых число BrdU+ клеток выявлено на уровне
166.4 ± 32.0 (рис. 1). При этом у эксперименталь-
ных мышей обнаружено достоверное снижение на
93% (p < 0.05) содержания DCX+ клеток в ЗФ гип-
покампа по сравнению с контролем – 1450.0 ± 405.0
DCX-позитивных клеток (рис. 1). Обнаружено,
что введение нативного α-син вызвало снижение
количества TH положительных нейронов в кЧС
головного мозга мышей на 20% в сравнении с жи-
вотными, получавшими физиологический рас-
твор (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты выполненных в работе исследова-
ний демонстрируют, что нативный α-син, вводи-
мый интраназально в течении 14-ти дней, вызы-
вает выраженное нарушение процессов нейроге-
неза в ЗФ гиппокампа и снижение количества
ДА-ергических нейронов в кЧС мозга 12-месяч-
ных самцов мышей C57/bl6. Вместе с тем, у жи-
вотных, получавших нативный α-син, выявлены
нарушения двигательной функции, долговремен-
ной ассоциативной памяти, а также изменения
тревожноподобного поведения.

Документированное в данном исследовании
нарушение нейрогенеза в ЗФ гиппокампа харак-
теризуется значительной активацией процессов
пролиферации – 8-кратное увеличение количества
пролиферирующих клеток, а также угнетением
процессов нейрональной дифференцировки и,
возможно, выживаемости вновь образованных
клеток – нейрональных предшественников. Об
этом свидетельствует значимое снижение числа
нейробластов и незрелых нейронов на 93%. При
этом следует учитывать вероятность изменения
дифференцировки новых клеток по глиальному
типу.

Интересны данные, полученные в экспери-
ментах на трансгенных мышах, где было обнару-
жено, что сверхэкспрессия человеческого α-син
дикого типа вызывает нарушение постнатального
нейрогенеза в обонятельных луковицах и в ЗФ
гиппокампа, которое обусловлено выраженным
снижением более чем на 50% выживаемости ней-
рональных предшественников и незрелых нейро-
нов на стадии дифференцировки, без заметного
влияния на процесс пролиферации [3, 7, 23].

Ранее нами было показано, что олигомеры α-син,
вводимые интраназально в течении 14-ти дней, ак-
тивируют процессы пролиферации и дифферен-
цировки в ЗФ гиппокампа стареющих мышей, в
то время как фибриллярные структуры α-син в
условиях аналогичного экспериментального прото-
кола не оказывают значимого эффекта на пролифе-
рацию и дифференцировку клеток в гиппокампе [17,
18]. Вместе с тем, повышенная экспрессия человече-
ского α-син либо его мутантных видов инициируют
и ускоряют образование in vitro нейротоксических
амилоидогенных структур α-син [9, 18]. Имеющие-
ся факты позволяют считать, что в данной работе ак-
тивация пролиферации клеток в ЗФ гиппокампа
при интраназальном введении нативного α-син вы-
звана действием олигомеров α-син, образовав-
шихся в ходе накопления белка в мозге. Докумен-
тированное при этом угнетение выживаемости и
дифференцировка нейробластов и незрелых ней-

Таблица 3. Исследовательская активность мышей с высоким уровнем внимания при тестировании в модели
“Распознавание нового объекта”

Примечание: данные представлены как медиана и межквартильный размах, среднее и стандартная ошибка.

Показатели Нативный
α-синуклеин, n = 4

Физиологический 
раствор, n = 4

Различия между 
группами, критерий 

Манна–Уитни

Длительность исследования
нового объекта, с

(4.7; 3.1)
 4.3 ± 0.9

(3.1; 7.4)
4.5 ± 2.1

U = 5.0, Z = –0.866,
p > 0.2

Длительность исследования
знакомого объекта, с

(5.0; 2.4)
4.7 ± 0.7

(2.8; 3.2)
3.6 ± 1

U = 5.0, Z = –0.866,
p > 0.2

Индекс дискриминации (0.47; 0.33)
0.47 ± 0.09

(0.5; 0.23)
0.5 ± 0.06

U = 8.0, Z = 0,
p > 0.2
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ронов обусловлено влиянием повышенного со-
держания нативного α-син.

В поведенческих экспериментах, проведенных
в работе, у 60% мышей, получавших нативный
α-син, были обнаружены нарушения долговремен-
ной ассоциативной памяти, что хорошо сопостави-
мо с клиническими данными о проявлении наруше-
ний памяти у 30–65% больных с БП на ранних ста-
диях заболевания [24, 25]. При действии нативного
α-син животные также демонстрировали измене-
ния тревожноподобного поведения, проявляюще-
гося отчетливой тенденцией в снижении как числа
заходов в открытые рукава ПКЛ (в 2 раза, p = 0.05),
так и количества посещений углов в ОП (в 1.5 раза,
p = 0.06) (табл. 2).

Угнетение нейрогенеза в ЗФ гиппокампа и на-
рушение долговременной пространственной памя-
ти документировано у сверхэкспрессирующих чело-
веческий α-син дикого типа трансгенных мышей.
При этом развитие и прогрессирование выявлен-
ных нарушений ассоциировано с уровнем экс-
прессии α-син [3, 9]. Известно, что нарушение
постнатального нейрогенеза в гиппокампе вовле-
чено в развитие когнитивных дисфункций и аф-

ферентных расстройств, характерных для клини-
ческих проявлений БП и синуклеопатий [2, 4, 26].

Таким образом, имеющиеся эксперименталь-
ные результаты дают основания полагать, что об-
наруженные у стареющих мышей при хрониче-
ском интраназальном введении нативного α-син
нарушение долговременной памяти и изменение
тревожноподобного поведения вызваны наруше-
нием процессов нейрогенеза в ЗФ гиппокампа.

В данной работе также обнаружено, что натив-
ный α-син при хроническом интраназальном введе-
нии вызывает достоверное снижение скорости дви-
гательной активности и уменьшение на 20% количе-
ства ДА-енергических нервных клеток в кЧС мозга
стареющих 12-месячных мышей по сравнению с
контрольными животными. Полученные экспе-
риментальные факты согласуются с результатами
исследований, выполненных на трансгенных мы-
шах со сверхэкспрессией человеческого α-син
его дикого типа. Эти работы показали, что повы-
шенная экспрессия α-син индуцирует прогресси-
рующее возрастание его содержания в структурах
переднего и среднего мозга, которое ассоцииро-
вано с развитием двигательных нарушений, а так-

Рис. 1. Иммуногистохимическое выявление и количество в % от контроля бромдезоксиуридин (BrdU+) и даблкортин
(DCX+)-позитивных клеток в зубчатой фасции гиппокампа у стареющих мышей C57Bl/6, получивших интраназально
раствор нативного α-синуклеина. На рисунке слева: иммунохимическая визуализация BrdU+ и DCX+ клеток (отме-
чено стрелками), а – контроль; б – нативный α-синуклеин; справа: по оси абсцисс – группы животных, по оси орди-
нат – количество BrdU+ и DCX+ клеток на зубчатую фасцию в % от контроля.
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же с нейродегенерацией и дефицитом дофамина в
нигростриальной системе [3, 8, 27].

Следует отметить, что двигательные наруше-
ния, выявленные у животных, получавших ин-
траназально нативный α-син, документированы
на 17 день эксперимента – спустя 2 дня по окон-
чании 14-дневного интраназального введения
белка. Вместе с тем, олигомеры α-син, угнетаю-
щие двигательную активность, и фибриллы
α-син, вызывающие увеличение скорости дви-
жения, инициируют указанные моторные наруше-
ния на 15-й день исследования. Олигомеры α-син
вызывают менее выраженное снижение числа
ДА-ергических нейронов, локализующихся в
кЧС мозга, по сравнению с нативным α-син (10–
12 и 20% соответственно). Фибриллярные структу-
ры α-син в отличие от нативного α-син и его оли-
гомерных форм увеличивают плотность ДА-ерги-
ческих нервных клеток в кЧС мозга.

Таким образом, различные конформационные
структуры белка α-син, изученные нами, в услови-
ях аналогичного экспериментального протокола,

характеризуются существенными особенностями
влияния на двигательную активность и содержа-
ние ДА-ергических нервных клеток в кЧС мозга
стареющих мышей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе документировано, что нативный бе-
лок α-син, вводимый интраназально в течение
14-ти дней, вызывает у 12-месячных самцов мы-
шей нарушение процессов нейрогенеза в ЗФ гип-
покампа и снижение количества ДА-ергических
нейронов в кЧС мозга. Вместе с тем, у животных
выявлено нарушение долговременной ассоциа-
тивной памяти, изменение тревожноподобного
поведения и снижение скорости двигательной
активности. Результаты выполненных нами ис-
следований демонстрируют, что нативный α-син,
амилоидогенные олигомеры и фибриллы α-син в
условиях аналогичного экспериментального про-
токола характеризуются избирательным, разли-
чающимся выраженностью, направленностью и

Рис. 2. Иммуногистохимическое выявление и количество в % от контроля тирозингидроксилаза (TH+)-позитивных
клеток в pars compacta черной субстанции мозга стареющих мышей C57Bl/6, получивших интраназально раствор на-
тивного α-синуклеина. На рисунке слева: иммунохимическая визуализация TH+ клеток, а – контроль; б – нативный
α-синуклеин (отмечено стрелками); справа: по оси абсцисс – группы животных, по оси ординат – количество TH+
клеток на мм3 ткани в % от контроля.
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временной динамикой действием на нейрогенез в
ЗФ гиппокампа, плотность ДА-ергических ней-
ронов в кЧС мозга, а также сопряженные двига-
тельные, когнитивные и аффективные функции
стареющих животных.

Полученные экспериментальные данные сви-
детельствуют о значимой роли нарушений нейро-
генеза в развитии ряда признаков, характерных
для синуклеопатий, и подтверждают концепту-
альное положение о том, что различные конфор-
мации α-син обуславливают формирование
определенных видов нейродегенеративных забо-
леваний, относящихся к синуклеопатиям.
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Neurogenesis in the Hippocampus, Dopaminergic Neurons of the Substantia Nigra,
and the Behavior of Aging Mice after Intranasal Administration

of Native α-Synuclein Protein
V. V. Sherstneva, O. A. Solovievaa, M. A. Grudena, A. M. Ratmirova, and E. V. Konovalovаa

aAnokhin Institute of Normal Physiology, Moscow, Russia

We studied effects of intranasal administration of the native α-synuclein protein, the overproduction and
misfolding of which are considered as a key link in the pathogenesis of Parkinson’s disease and other age-re-
lated neurodegenerative diseases, on hippocampal neurogenesis, the number of dopaminergic neurons in the
substantia nigra of the brain, as well as motor activity, learning, memory, and anxiety in aging animals. The
experiments were performed with 12-month-old male C57BL/6 mice, which were injected with a solution of
recombinant native α-synuclein or physiological saline once a day for 14 days. The following tests were used
to assess behavior indices: “Open field”, “Novel object recognition”, “Passive avoidance”, and “Elevated
plus maze”. Proliferating cells, immature neurons, and dopaminergic nerve cells were detected by immuno-
histochemistry using antibodies to bromodeoxyuridine, doublecortin, and tyrosine hydroxylase. It was shown
that native α-synuclein causes a significant increase in the number of proliferating cells and a decrease in the
number of immature neurons in the dentate gyrus of the hippocampus, as well as a decrease in the density of
dopaminergic neurons in the the substantia nigra pars compacta. In mice that received native α-synuclein,
we found a decrease in the speed of motor activity, impaired long-term associative memory, and changes in
anxiety behavior. A comparative analysis of the data obtained in this work and the results of our previous stud-
ies of the effects of α-synuclein oligomers and fibrils under the conditions of a similar experimental protocol
has been performed. The documented facts are considered as experimental evidence of the involvement of
impaired postnatal neurogenesis in the development of synucleopathies and support the notion that different
conformations of α-synuclein are responsible for the formation of certain types of these neurodegenerative
diseases.

Keywords: α-synuclein, neurogenesis, dopaminergic neurons, hippocampus, substantia nigra, behavior, memory,
mice, aging, Parkinson’s disease
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ПЕРИФЕРИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ ПОВРЕЖДЕНИЯ НЕРВНОЙ ТКАНИ
ПРИ АДДИКТИВНЫХ И АФФЕКТИВНЫХ РАССТРОЙСТВАХ
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Исследования в области патофизиологии психических расстройств свидетельствуют о вовлечении
нейробиологических процессов, включая нейровоспалительный ответ, нейрогенез, дегенерацию
нейронов, в механизмы развития данных расстройств. Проведено исследование 135 пациентов с ад-
диктивными и аффективными расстройствами (из них 51 пациент с синдромом зависимости от ал-
коголя, 41 пациент с текущим депрессивным эпизодом и 43 пациента с коморбидностью синдрома
зависимости от алкоголя и аффективного расстройства) и 46 психически здоровых доноров. Содер-
жание нейроспецифических белков (NSE, MBP и GFAP) в сыворотке крови пациентов и здоровых
людей определяли методом твердофазного иммуноферментного анализа. Исследование перифери-
ческих маркеров повреждения нервной ткани показало, что для всех пациентов характерны призна-
ки нейронального и глиального дистресса. Результаты дисперсионного анализа и ROC-анализа
свидетельствуют о вкладе NSE и MBP в развитие аффективных расстройств, в то время как GFAP
обладает большей прогностической эффективностью в случае аддиктивной патологии. Тенденция
к нарушению баланса в секреции нейроспецифических белков в сыворотке крови пациентов с ко-
морбидностью алкогольной зависимости и аффективных расстройств усиливается, что, вероятно,
свидетельствует о большем дефекте в нейробиологических процессах и нейродегенерации, а также
подтверждается данными о более тяжeлой клинической симптоматике пациентов в указанных слу-
чаях коморбидности.

Ключевые слова: нейрон-специфическая енолаза, основной белок миелина, глиальный фибриллярный кис-
лый белок, синдром зависимости от алкоголя, аффективные расстройства
DOI: 10.31857/S1027813321010076

Исследования в области патофизиологии пси-
хических расстройств свидетельствуют о вовлече-
нии нейробиологических процессов, включая
нейровоспалительный ответ, нейрогенез, дегенера-
цию нейронов, в механизмы развития данных рас-
стройств, что диктует необходимость системного
подхода к поиску потенциальных биомаркеров
[1–4]. Нейропластичность как адаптивная спо-
собность нервной ткани реализуется в результа-
те изменений на молекулярном, субклеточном,
клеточном и сетевом уровнях пластичности.
Астроциты и клетки микроглии обладают ком-
пенсаторным механизмом для восстановления
поврежденной нейронной сети, реагируя на повре-
ждение нейронов, изменяют экспрессию нейроспе-
цифических белков, имеющих нейропластическое
действие [5–7]. Оценка содержания нейроспеци-
фических белков в биологических жидкостях (сыво-
ротке крови и ликворе), выполняющих множество

интегративных функций, отражает степень пато-
логических изменений в нейрональном и глиальном
компонентах ткани мозга. Глиальный фибрилляр-
ный кислый белок (GFAP), основной белок миели-
на (MBP) и нейрон-специфическая энолаза (NSE)
являются маркерами для идентификации отделов
мозга, участвующих в нейропсихиатрических
расстройствах [8, 9]. GFAP, являясь маркером по-
вреждения, играет важную роль в активации клеток
астроглии. Показано, что употребление алкоголя и
депрессивные расстройства изменяют морфологию
глии и экспрессию GFAP [10]. Нейропсихиатри-
ческие расстройства, в том числе аффективные
расстройства и шизофрения, и алкоголизм сопро-
вождаются глиальной патологией, нарушением
процессов нейропластичности и миелинизации
[11–13]. Дисфункция нейропластичности приво-
дит к повышению содержания NSE, биомаркера
нейронального повреждения, обладающего ней-
ротрофическим и нейропротекторным действием
[6, 14, 15].
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Многочисленными авторами показано, что
злоупотребление алкоголем приводит к невропато-
логическому повреждению коры головного мозга,
снижению объема белого вещества, уменьшению
плотности глиальных клеток в префронтальной ко-
ре головного мозга и гиппокампе, атрофии мозга
и потере нейронов [10, 16, 17]. Сверхэкспрессия
провоспалительных цитокинов в головном мозге
пациентов с аффективной патологией и связан-
ное с этим хроническое нейровоспаление могут
привести к нейродегенерации и снижению нейро-
генеза, снижению плотности глиальных клеток в
лобных областях коры головного мозга [15, 18, 19].

Депрессивные и аддиктивные расстройства
характеризуются трансформацией нейроиммун-
ного функционирования, дисфункцией нейро-
пластичности, изменением глиальной или аст-
роцитарной плотности и экспрессии медиаторов
воспаления как в ЦНС, так и на периферии [20, 21].
Современные литературные данные показывают
нейроиммунологические изменения, активирован-
ные иммунные ответы при синдроме зависимости
от алкоголя и аффективном расстройстве, однако
существует нехватка знаний о роли нейроиммунной
функции в развитии и прогрессировании комор-
бидного течения алкоголизма и депрессии. Со-
пряженность этих двух расстройств, негативно
влияя на течение и прогноз каждого из них, от-
личается клиническим полиморфизмом, большей
степенью выраженности психопатологических про-
явлений и обусловлена сложными биологическими
механизмами, связанными с дисрегуляцией различ-
ных нейроиммунных механизмов [10]. Комплекс-
ное исследование периферических маркеров нейро-
дегенерации и нейропластичности позволит устано-
вить возможную нейроиммунную этиопатологию
как важную часть физиологической связи между ал-
когольной зависимостью и аффективным расстрой-
ством, определить наличие и степень повреждения
нервной ткани и оценить компенсаторные воз-
можности ремоделирования нейронных структур
головного мозга.

Целью настоящего исследования явилась
оценка содержания нейроспецифических белков
(NSE, MBP и GFAP) в сыворотке крови пациен-
тов с синдромом зависимости от алкоголя и аф-
фективными расстройствами, а также в случае их
коморбидности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено с соблюдением про-
токола, утвержденного комитетом по биомеди-
цинской этике НИИ психического здоровья Том-
ского НИМЦ, и принципов информированного
согласия Хельсинкской Декларации Всемирной
Медицинской Ассоциации.

В исследование включено 135 пациентов с син-
дромом зависимости от алкоголя и аффективными
расстройствами, проходивших лечение в отделени-
ях аддиктивных и аффективных состояний клиник
НИИ психического здоровья Томского НИМЦ. Из
них 51 пациент с синдромом зависимости от алкого-
ля (F10.2, МКБ-10), 41 пациент с текущим депрес-
сивным эпизодом в рамках однократного депрес-
сивного эпизода, рекуррентного депрессивного
расстройства и биполярного аффективного рас-
стройства (F31, F32, F33, МКБ-10) и 43 пациента
с коморбидностью синдрома зависимости от ал-
коголя и аффективного расстройства. В группу
контроля вошли 46 здоровых доноров.

Основными критериями включения для паци-
ентов явились: наличие установленного диагноза
аффективного расстройства и/или синдрома зави-
симости от алкоголя по МКБ-10, возраст 18–60 лет,
наличие письменного информированного согласия,
принадлежность к европеоидной расе. Критериями
исключения – возраст старше 60 лет, наличие алко-
гольных психозов, органической, неврологиче-
ской и тяжелой соматической патологии, приво-
дящей к органной недостаточности. Критериями
включения для контрольной группы явились:
возраст 18–60 лет, наличие письменного инфор-
мированного согласия. Критериями исключения –
возраст старше 60 лет, наличие психических рас-
стройств и соматической патологии в стадии
обострения.

Степень тяжести заболевания оценивалась по
шкале общего клинического впечатления о тяже-
сти заболевания (Clinical Global Impression scale –
Severity (CGI-S) (до начала и на 14-й и 28-й дни
терапии).

Материалом для исследования явилась сыво-
ротка крови. У всех обследуемых лиц брали кровь
из локтевой вены в период с 8.00 до 9.00 натощак
в пробирки фирмы BDVacutainer с активатором
свертывания для получения сыворотки. У паци-
ентов кровь брали до назначения терапии. Содер-
жание маркера повреждения нейронов – нейрон-
специфичной енолазы (NSE) – в сыворотке крови
пациентов и психически здоровых людей определя-
ли методом твердофазного иммуноферментного
анализа с использованием наборов CanAg NSE EIA
производства Fujirebio Diagnostics, Inc. (Швеция).
Определение концентрации маркера демиелини-
зации белого вещества – основного белка миелина
(MBP) – и маркера повреждения астроглии – гли-
ального фибриллярного кислого белка (GFAP) – в
сыворотке крови исследуемых лиц проводили
“Сэндвич”-методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа с использованием наборов
DY4228-05 Human MBP DuoSet ELISA и DY2594-05
Human GFAP DuoSet ELISA производства “R&D
Systems” (США). Постановку реакции проводили
согласно прилагаемым к наборам инструкциям.
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После проведения и остановки ферментативной
реакции проводили количественную оценку резуль-
татов анализа на автоматическом микропланшет-
ном спектрофотометре Epoch (BioTek Instruments,
США). Конечные результаты выражали в единицах,
рекомендованных фирмами-изготовителями для
построения калибровочных графиков из стандарт-
ных навесок определяемого вещества (мкг/л для
NSE, пг/мл для MBP и нг/мл для GFAP).

Статистическую обработку результатов осу-
ществляли с помощью программы SPSS, версия
26.0. Проверку на нормальность распределения
значений переменных проводили по критерию
Шапиро-Уилка. В связи с тем, что содержание
GFAP в сыворотке крови пациентов исследуемых
групп не подчинялось закону нормального рас-
пределения, для сравнения содержания GFAP в
сыворотке крови лиц исследуемых групп приме-
няли критерий Краскела–Уоллиса с последующи-
ми апостериорными попарными сравнениями с
помощью критерия Манна–Уитни с новым крити-
ческим уровнем значимости (р = 0.05/4 = 0.0125).
Сравнение содержания NSE и MBP в сыворотке
крови исследуемых лиц проводили с помощью
однофакторного дисперсионного анализа (“One-
way ANOVA”) с последующим попарным апосте-
риорным сравнением групп между собой с ис-
пользованием поправки Бонферрони. Выявление
наиболее эффективных диагностических марке-
ров в исследуемых группах пациентов проводили
с использованием ROC-анализа. Построение
ROC-кривой заключается в расположении на
осях X и Y частоты истинно положительных ре-
зультатов (чувствительность) и ложно положи-
тельных результатов (100-специфичность) для
каждой точки разделения. Для чувствительности
и специфичности подсчитывались 95% довери-
тельные интервалы (95% Cl). Информативность
показателя оценивали по величине площади под
кривой (AUC). В соответствии с классификацией
J.A. Swets [22], площадь под ROC-кривой от 0.5 до
0.7 свидетельствует о невысокой точности марке-
ра, показатель с площадью под ROC-кривой от
0.7 до 0.9 может быть использован в практике, и
площадь под кривой выше 0.9 характеризует мар-
кер, обладающий высокой точностью.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При оценке тяжести состояния по шкале гло-
бального клинического впечатления о тяжести забо-
левания (CGI-S) до начала психофармакотерапии
статистически значимые различия определены по
показателям CGI-S между группами пациентов с
синдромом зависимости от алкоголя и пациентов с
коморбидностью алкогольной зависимости и аф-
фективного расстройства, а также между пациента-
ми c текущим депрессивным эпизодом и пациен-
тами с коморбидностью синдрома зависимости от
алкоголя и аффективного расстройства (р < 0.05,
критерий Манна–Уитни): состояние пациентов с
двойным диагнозом при поступлении объектив-
но оценивалось врачом как более тяжелое по
сравнению с группами с “чистой” нозологией.

Результаты исследования периферических мар-
керов повреждения нервной ткани у пациентов с те-
кущим депрессивным эпизодом, синдромом зави-
симости от алкоголя и коморбидностью данных
расстройств представлены в табл. 1.

Для сравнения содержания MBP в сыворотке
крови пациентов использовали дисперсионный
анализ. Уровень статистической значимости кри-
терия Ливиня превышает критическое значение,
равное 0.05 (p = 0.908), что свидетельствует об от-
сутствии различий между дисперсиями изучаемо-
го маркера в сравниваемых группах. Результаты
дисперсионного анализа (F3.156 = 6.567; p = 0.0003)
свидетельствуют о наличии статистических раз-
личий между группами. Дальнейшие попарные
сравнения с использованием поправки Бонфер-
рони показали статистически значимые различия
в содержании MBP в сыворотке крови пациентов
с текущим депрессивным эпизодом и синдромом
зависимости от алкоголя (р = 0.013), пациентов с
текущим депрессивным эпизодом и здоровых лиц
(р = 0.003), пациентов с коморбидностью алко-
гольной зависимости и аффективного расстрой-
ства и здоровых лиц (р = 0.014).

Равенство дисперсий NSE в исследуемых
группах подтверждается расчетами критерия Ли-
виня (р = 0.173). Результаты дисперсионного ана-
лиза (F3.123 = 2.931; p = 0.036) свидетельствуют о
наличии различий между группами пациентов и
здоровых лиц. Дальнейшие апостериорные срав-

Таблица 1. Концентрация нейроспецифических белков в сыворотке крови пациентов и психически здоровых
лиц (Ме (Q1–Q3))

Показатель NSE, мкг/л MBP, пг/мл GFAP, нг/мл

Пациенты c текущим депрессивным эпизодом 3.91 (3.02–4.86) 43.19 (33.49–46.32) 0.24 (0.1–1.29)
Пациенты с синдромом зависимости от алкоголя 3.62 (2.7–4.33) 33.74 (26.8–40.63) 0.18 (0.08–0.3)
Пациенты с коморбидностью синдрома зависимости 
от алкоголя и аффективных расстройств

3.67 (2.99–4.55) 43.19 (36.47–45.8) 0.16 (0.08–0.66)

Психически здоровые лица 3.01 (2.52–3.67) 31.65 (29.41–39.16) 0.66 (0.14–1.2)
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нения выявили статистически значимые разли-
чия в содержании NSE в сыворотке крови паци-
ентов с текущим депрессивным эпизодом и пси-
хически здоровых лиц (р = 0.032).

Сравнение содержания GFAP в сыворотке крови
исследуемых пациентов и здоровых лиц показало
наличие статистически значимых различий между
исследуемыми группами (р = 0.001). Попарные
сравнения исследуемых групп показали, что со-
держание GFAP в сыворотке крови пациентов с
синдромом зависимости от алкоголя и пациентов
с коморбидным сочетанием алкогольной зависи-
мости и аффективных расстройств статистически
значимо ниже данного показателя психически
здоровых лиц (p = 0.0001 и p = 0.002 соответственно).

Влияние сывороточных маркеров повреждения
нервной ткани на развитие аддиктивных и аффек-
тивных расстройств определяли с использованием
ROC-анализа. Проведенный ROC-анализ свиде-
тельствует об участии NSE и MBP в развитии теку-
щего депрессивного эпизода (AUC = 0.728; 95%
Cl 0.596–0.861; p = 0.001 и AUC = 0.738; 95%
Cl 0.607–0.87; p = 0.0004 соответственно). GFAP
вносит вклад в развитие синдрома зависимости от
алкоголя и коморбидности алкогольной зависи-
мости и аффективного расстройства с наиболь-
шим вкладом в развитие “чистой” нозологии
(AUC = 0.752; 95% Cl 0.647–0.856; p = 0.000002 и
AUC = 0.696; 95% Cl 0.583–0.808; p = 0.001 соот-
ветственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Таким образом, исследование нейроспецифи-

ческих белков (NSE, MBP и GFAP) в сыворотке
крови пациентов с синдромом зависимости от алко-
голя, с текущим депрессивным эпизодом в рамках
однократного депрессивного эпизода, рекуррент-
ного депрессивного расстройства и биполярного
аффективного расстройства, а также в случае ко-
морбидости алкогольной зависимости с аффек-
тивным расстройством и здоровых лиц показало,
что для всех исследуемых групп пациентов харак-
терен повышенный уровень NSE (в группе пациен-
тов с текущим депрессивным эпизодом достигнут
уровень статистической значимости). Получен-
ные нами результаты согласуются с данными со-
временной литературы. Gules с соавторами [6] и
Schmidt с соавторами [14] показано повышенное
содержание NSE в плазме крови и спинномозго-
вой жидкости пациентов с депрессивными рас-
стройствами. В исследовании Karabulut с соавто-
рами [15] показана прямая зависимость уровня
NSE в плазме крови пациентов с биполярным аф-
фективным расстройством от продолжительно-
сти заболевания. Повышение содержания данно-
го белка, согласно литературным данным, связа-
но с повреждениями нейронов вследствие
нарушенного метаболизма и структурных изме-

нений в клетках. К нейродегенерации и снижению
нейрогенеза приводят сверхэкспрессированные
провоспалительные цитокины в мозге и связанное
с этим хроническое нейровоспаление, о чем свиде-
тельствует сниженная экспрессия BDNF во множе-
ственных областях мозга пациентов с депрессивны-
ми расстройствами [23]. Хроническое воздействие
этанола сопровождается снижением экспрессии
BDNF в гиппокампе людей, а также снижением
уровня BDNF в сыворотке и плазме [5, 24]. В на-
шем предыдущем исследовании на данной выборке
пациентов показано, что для пациентов с синдро-
мом зависимости от алкоголя и коморбидным тече-
нием алкогольной зависимости и аффективного
расстройства характерно сниженное содержание
BDNF [25], что свидетельствует, вероятно, о сни-
женных компенсаторных возможностях ремоде-
лирования нейронных структур головного мозга у
данных пациентов. BDNF, важнейший медиатор
восстановления и ключевой фактор синаптиче-
ского ремоделирования, наряду с нейрохимиче-
скими маркерами повреждения участвует в моле-
кулярных механизмах нормальной (адаптивной)
и аберрантной нейропластичности, нейродегене-
рации и нейромодуляции.

Нарушение нейропластичности способствует
глиальной патологии и демиелинизации, наруше-
нию целостности миелиновых мембран, характери-
зующих различную нейропатологию, в том числе
аффективные расстройства и шизофрению [11–
13]. В проведенном нами исследовании показано
увеличение содержания MBP в сыворотке крови
пациентов с текущим депрессивным эпизодом и
пациентов с коморбидностью синдрома зависи-
мости от алкоголя и аффективных расстройств.
Tateno с соавторами [26] на клеточной модели по-
казан нейротоксический эффект этанола, сопро-
вождающийся повышенной экспрессией глиаль-
ных маркеров, вызывающий, вероятно, атрофиче-
ские изменения головного мозга и повреждения
нервных волокон. Разрушение миелина или оли-
годендроглиоцитов (демиелинизация), возни-
кающее вследствие повреждения белого веще-
ства головного мозга, сопровождается выходом
из пораженной ткани и накоплением MBP в
спинномозговой жидкости, а проникая через
гематоэнцефалический барьер, MBP индуциру-
ет синтез антител к миелину. Активацию иммун-
ной системы рассматривают как универсальную
неспецифическую реакцию на патологический
процесс в мозге [27, 28].

В поддержании миелинизации, сохранении ге-
матоэнцефалического барьера, подавлении проли-
ферации нейронов и расширении нейритов в зрелом
мозге определенную роль выполняет GFAP [29]. В
многочисленных работах показано снижение
экспрессии GFAP в префронтальной коре голов-
ного мозга при депрессии и алкоголизме [7, 16].
Несмотря на сходства в глиальных изменениях
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при этих заболеваниях, у пациентов с алкоголиз-
мом метаболические изменения вызваны воздей-
ствием этанола на длительность астроцитарных
процессов, в то время как для депрессии харак-
терны изменения в молекулярных механизмах и
снижение плотности глиальных клеток. На куль-
туре клеток показано подавление этанолом проли-
ферации глиальных клеток и экспрессии GFAP
[5]. В исследовании Miguel-Hidalgo с соавторами
[10] показана тенденция к снижению уровней
GFAP в орбитофронтальной области префронталь-
ной коры пациентов с алкоголизмом, депрессивны-
ми расстройствами и их коморбидным течением.
Показано, что острое воздействие алкоголя может
привести к глиозу и увеличению синтеза GFAP, в то
время как длительное употребление этанола приво-
дит к пониженной регуляции иммунореактивности
GFAP. В нашей работе показано снижение сыворо-
точного содержания GFAP во всех группах пациен-
тов, что согласуется с литературными данными и
свидетельствует, вероятно, о глиальных изменениях
в нервных тканях исследуемых пациентов.

ВЫВОДЫ

Таким образом, исследование перифериче-
ских маркеров повреждения нервной ткани у па-
циентов с синдромом зависимости от алкоголя и
с текущим депрессивным эпизодом в рамках ос-
новных аффективных расстройств указывает на
признаки нейронального и глиального дистресса
у пациентов. Результаты дисперсионного анализа
и ROC-анализа свидетельствуют о вкладе NSE и
MBP в развитие аффективных расстройств, в то
время как GFAP обладает большей прогностиче-
ской эффективностью в случае аддиктивной па-
тологии. Тенденция к нарушению баланса в сек-
реции нейроспецифических белков в сыворотке
крови пациентов с коморбидностью алкогольной
зависимости и аффективных расстройств усили-
вается, что, вероятно, свидетельствует о большем
дефекте в нейробиологических процессах и ней-
родегенерации, а также подтверждается данными
о более тяжeлой клинической симптоматике паци-
ентов в указанных случаях коморбидности. К сни-
жению нейрогенеза и нейродегенерации может
приводить нейровоспаление, нейроиммуноло-
гические изменения, активированные иммун-
ные ответы. Различные изменения нейроиммун-
ной функции способствуют развитию аддиктив-
ных и аффективных расстройств. Аллостатические
изменения в нейроиммунном функционировании,
вероятно, оказывают существенное влияние на раз-
витие, прогрессирование и исход коморбидного те-
чения алкогольной зависимости и аффективных
расстройств.
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Peripheral Markers of Damage of Nervous Tissue in Addictive and Affective Disorders
L. A. Levchuka, O. V. Roshchinaa, G. G. Simutkina, N. A. Bokhana, and S. A. Ivanovaa

aMental Health Research Institute, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences, Tomsk, Russia

Studies of the pathophysiology of mental disorders indicate the involvement of neurobiological processes, in-
cluding neuroinflammatory response, neurogenesis, and neuronal degeneration in mechanisms of develop-
ment of these disorders. The investigation of 135 patients with addictive and affective disorders (51 patients
with alcohol dependence syndrome, 41 patients with a current depressive episode and 43 patients with a co-
morbid course of alcohol dependence and affective disorder) and 46 healthy control donors were carried out.
The content of neurospecific proteins (NSE, MBP and GFAP) in the serum of patients and healthy people
was determined by enzyme immunoassay. The study of peripheral markers of nerve tissue damage showed
that all patients are characterized by signs of neuronal and glial distress. The results of the study indicate the
contribution of NSE and MBP to the development of affective disorders, GFAP has a greater predictive effi-
ciency in the case of addictive pathology. Patients with a comorbid course of alcohol dependence syndrome
and depressive disorder are characterized by a strong imbalance in the secretion of neurospecific proteins.
This probably indicates a greater defect in neurobiological processes and neurodegeneration, and confirms
data on the aggravation of clinical symptoms of both addictive and depressive disorders.

Keywords: neuron-specific enolase, myelin basic protein, glial fibrillary acidic protein, alcohol dependence syn-
drome, affective disorder
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Цель исследования заключалась в выявлении изменений сывороточных концентраций цитокинов,
белков теплового шока (БТШ 27, БТШ 70), АТ к белкам нервной ткани и оценки их информативной
значимости у пациентов с нейросенсорной тугоухостью (НСТ). Под наблюдением находились
38 мужчин, представляющих персонал летного состава (пилоты-инструкторы, командиры воздуш-
ного судна, бортмеханики), и 21 – “условно” здоровых мужчин, сопоставимых по возрасту. Уста-
новлены отдельные цитокины, вовлеченные в иммуновоспалительный процесс при НСТ. Выяв-
ленный дисбаланс цитокинов у обследованных пациентов характеризовался чрезмерной активаци-
ей основных воспалительных цитокинов (IL-1β, TNF-α), противовоспалительного IL-4 на фоне
снижения IL-2. Нарушение цитокиновой регуляции сопровождалось снижением концентрации од-
ного из белков теплового шока, обладающего иммуномодулирующим действием, – БТШ 70. Пока-
зано, что нейроиммунная перестройка проявлялась усилением продукции аутоантител к белкам
нервной ткани: S-100 и В-зав. Са-каналу, которые можно рассматривать в качестве маркеров ауто-
иммунного процесса при НСТ. Совокупность полученных результатов позволила обосновать от-
дельные наиболее информативные показатели, которые можно рекомендовать в качестве дополни-
тельных критериев в диагностике нейросенсорной тугоухости.

Ключевые слова: нейросенсорная тугоухость, цитокины, белки теплового шока, антитела к нервной
ткани, диагностика
DOI: 10.31857/S1027813321010039

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время нейросенсорная тугоухость

(НСТ) во всех высокоразвитых странах занимает
значительное место среди других форм сенсо-
невральной патологии. В структуре профессио-
нальных заболеваний потеря слуха, вызванная
шумом, составляет от 7 до 12% всех выявляемых
случаев тугоухости различного генеза [1]. НСТ
развивается в самом трудоспособном возрасте,
имеет тенденцию к росту, что определяет медико-
социальную значимость проблемы [2]. Для граж-
данской авиации особенно важна проблема нару-
шения слуха у лиц летного состава [3]. Изменения
в организме, происходящие под влиянием шума,
достаточно сложны и до конца не изучены. Ней-
росенсорная тугоухость относится к проблемным
заболеваниям в плане диагностики и лечения. В
основе его развития лежит нарушение чувстви-
тельных нервных волокон внутреннего уха, слу-
хового нерва и центральных образований слухо-

вой системы. Вместе с тем, в свете современных
представлений важную роль в механизмах развития
и течения НСТ играет нейроиммунноэндокринная
регуляция [4]. Благодаря взаимоотношениям нерв-
ной и иммунной систем, патология последних при-
обретает свои особенности, обусловленные не
только прямым воздействием патогенного агента
на ту или иную систему, но и опосредованно че-
рез изменения другой интегративной системы [5].
Кроме того, течение НСТ довольно часто сочетает-
ся с общесоматической патологией, в том числе с
сердечно-сосудистой, что создает дополнитель-
ные сложности в ее выявлении и диктует необхо-
димость разработки и совершенствования новых
патогенетически обоснованных подходов к раз-
работке иммунохимических маркеров и оценке
их диагностической значимости.

Цель исследования – выявить изменения сы-
вороточных концентраций цитокинов, белков
теплового шока (БТШ 27 и БТШ 70), АТ к белкам
нервной ткани и оценить их информативную зна-
чимость у пациентов с профессиальной нейро-
сенсорной тугоухостью.

* Адресат для корреспонденции: 665827, Россия, Иркутская
область, г. Ангарск, 12а м-н, д. 3, а/я 1170; тел.: +7(3955)58-
69-10 (доб. 1411); e-mail: immun11@ya.ru.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В клинике института проведено обследование
38 мужчин, представляющих персонал летного
состава (пилоты-инструкторы, командиры воз-
душного судна, бортмеханики) с установленным
диагнозом нейросенсорной тугоухости (НСТ).
Средний возраст обследованных пациентов со-
ставил 52.0 ± 1.36 г. Клиническая верификация
диагнозов осуществлялась врачами клиники в со-
ответствии с Международной классификацией
болезней 10-го пересмотра (МКБ-10). Критерием
включения в основную группу было наличие
установленного во время работы в контакте с
вредным производственным фактором диагноза
НСТ, отсутствие коморбидной патологии, которая
могла бы повлиять на обмен цитокинов (ожирение,
сахарный диабет, артериальная гипертензия и т.д.).
Все обследования выполнены при поступлении в
клинику, до проведения лечения.

Группа сравнения представлена 21 “условно”
здоровыми лицами, которые по специфике про-
фессиональной деятельности не подвергались
хроническому воздействию шума (средний воз-
раст – 50.35 ± 1.69 лет) и не имели на момент ис-
следования острых и хронических (в стадии
обострения) заболеваний. Кровь для исследова-
ния у пациентов брали однократно при поступле-
нии в стационар, натощак, до проведения лече-
ния, используя пробирки Vacutainer, которые
центрифугировали при 1500 об./мин в течение
15 мин для получения сыворотки. Сыворотку от-
бирали в отдельные пробирки Эппендорф (Ep-
pendorf). Содержание цитокинов (IL-1β, IL-2,
IL-4, IL-8, TNF-α, INF-γ) определяли методом
твердофазного иммуноферментного анализа
(ИФА) с использованием тест-систем производства
“Вектор-Бест” (г. Новосибирск). Концентрацию
БТШ 70 и БТШ 27 в сыворотке крови определяли
методом ИФА с использованием ELISA kits HSP
70 Assay Design (Enzo LifeScience, США) в соот-
ветствии с прилагаемой к набору инструкцией. С
помощью стандартных тест-систем ЭЛИ-Нейро-
Тест (МИЦ “Иммункулус” г. Москва) оценивали
сывороточные концентрации АТ класса IgG к ан-
тигенам нервной ткани: нейрофиламентному
протеину-200 (NF-200), глиальному фибрилляр-
ному кислому белку (GFAP), S-100, основному
белку миелина (ОБМ), вольтажзависимому Са-
каналу (В-зав. Са-канал), глутаматным рецепто-
рам (Глу-Р), дофаминовым рецепторам (DA-Р),
ГАМК-рецепторам (ГАМК-Р), серотониновым
рецепторам (Сер-Р), холинорецепторам (Хол-Р),
ДНК, β2 гликопротеину (Б2ГП).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью пакета прикладных программ
“STATISTICA 6.0” (StatSoft, США). Возраст и
стаж работы обследованных пациентов представ-
лены в виде средней (М) и ее ошибки (m). Про-

верку нормальности распределения выполняли с
использованием критерия Шапиро–Уилкса. Ре-
зультаты представлены в виде медианы (Me), ниж-
него (Q25) и верхнего (Q75) квартилей. Для опре-
деления значимости между независимыми вы-
борками при ненормальном распределении
использовали критерий Манна–Уитни. Различия
считали статистически значимыми при p < 0.05.
Обследование пациентов проходило в соответ-
ствии с этическим стандартом Хельсинской де-
кларации всемирной ассоциации “Этические
принципы проведения научных медицинских ис-
следований с участием человека” с поправками
2000 г. и “Правилами клинической практики в
Российской Федерации”, утвержденными При-
казом Минздрава РФ № 266 от 19.06.2003 г., с ин-
формированного согласия пациентов и по заклю-
чению местного этического комитета (протокол
№ 5 от 14.11.12 г.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Активное участие цитокинов во многих жиз-
ненно важных процессах организма способствует
развитию широкого спектра как функциональ-
ных, так и патоморфологических проявлений па-
тологии человека [6]. Результаты оценки измене-
ния сывороточных концентраций цитокинов у
пациентов с НСТ (табл. 1) свидетельствуют о на-
рушении их дисбаланса. Установлено выраженное
возрастание концентраций прововоспалитель-
ных цитокинов: IL-1β (р = 0.00002) и TNFα (р =
= 0.002) относительно лиц группы сравнения.
Анализируя изменения противовоспалительного
IL-4 у пациентов с НСТ, зарегистрировано также
повышение его концентрации (р = 0.005). Что ка-
сается многофункционального IL-2, то концен-
трации его статистически значимо (р = 0.03) были
ниже, чем в группе сравнения. IL-1β и TNFα от-
носятся к основным воспалительным цитокинам.
IL-1β – секреторные регуляторные белки, обес-
печивающие медиаторное взаимодействие в им-
мунной системе и связи ее с другими системами, а
TNFα – цитокины с цитотоксическим и регулятор-
ным действием. Противовоспалительный IL-4 об-
ладает чрезвычайно широким спектром действия.
Известно, что к этому лимфокину на различных
клетках организма находится рецептор, способ-
ный вступать в реакцию с другими цитокинами,
благодаря чему проявляются конкурентные отно-
шения про- и противовоспалительных цитоки-
нов. Выявленные изменения цитокинового про-
филя указывают, что IL-1β, TNFα, IL-4 и IL-2
могут являться важными факторами иммунопа-
тогенеза при НСТ. Следует отметить, что регуля-
ция защитных реакций организма цитокинами
происходит не только в рамках иммунной систе-
мы, но и на уровне целостного организма, где ци-
токины осуществляют связь между иммунной,
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нервной, эндокринной, кроветворной и другими
системами и таким образом служат для их вовле-
чения в организацию, регуляцию единой защит-
ной реакции [7].

Исследованиями ряда авторов показана важ-
ная, при этом недостаточно изученная роль бел-
ков теплового шока (БТШ) в функционировании
иммунной системы. Установлено, что пул этих бел-
ков обладает выраженным иммуномодулирующим
действием, в том числе усиливает продукцию цито-
кинов [8, 9]. Для уточнения патогенетических меха-
низмов развития повреждений на тканевом и кле-
точном уровнях определенный интерес представ-
ляла оценка изменений в содержании БТШ 27 и
БТШ 70, которым отводится важная роль в выжи-
вании клетки при воздействии различных стресси-
рующих факторов. БТШ 27 – белок конститутивно
экспрессируется в физиологических условиях на
низком уровне в нетрансформированных клетках.
Шаперонная активность его зависит от пост-
трансляционных модификаций, например фосфо-
рилирования [10]. БТШ 70 участвует в стабилизации
структуры белков клетки и ее сохранении. Результа-
ты выполненных исследований свидетельствуют
о статистически значимом (р = 0.003) снижении
концентрации БТШ 70 у пациентов с НСТ до

0.05 (0.04–0.12) пг/мл против 0.12 (0.09–0.13) пг/мл в
группе сравнения. При этом содержание БТШ 27
возрастало почти в 2 раза (2.72 (0.41–8.17) пг/мл)
у обследованных пациентов при сопоставлении с
группой сравнения (1.44 (1.32–1.60) пг/мл), одна-
ко не было статистически значимым. Установ-
ленное снижение в сыворотке крови БТШ 70 мо-
жет быть обусловлено накоплением его внутри
клетки, обеспечивая защиту внутриклеточных
протеидов при воздействии стрессирующих фак-
торов [11]. Считают, что повышенное содержание
БТШ 70 в клетке является маркером клеточных и
тканевых повреждений [12]. Важно отметить, что
различные виды клеточного стресса приводят не
только к увеличению внутриклеточного содержа-
ния БТШ, но и в ряде случаев индуцируют высво-
бождение их во внеклеточное пространство [13].
В нашем случае это касается БТШ 27.

Учитывая, что у обследованных нами пациен-
тов течение НСТ сопровождается формировани-
ем мозговой дефицитарности, проявляющейся в
виде нарушений церебрального энергетического
обмена, функционального состояния нейронов
соматосенсорной зоны коры головного мозга, та-
ламических структур, когнитивной деятельности
[14], на следующем этапе исследований нами

Таблица 1. Изменения иммунохимических показателей у пациентов с НСТ, Ме(Q25–Q75)

Примечание: * различия статистически значимы по сравнению группой сравнения при p < 0.05.

Наименования 
показателей, единицы 

измерения
Пациенты с НСТ Группа

сравнения

Показатель
статистической 
значимости, p

БТШ 27, пг/мл 2.75 (0.41–8.17) 1.44 (1.32–1.6) 0.680
БТШ 70, пг/мл 0.05 (0.04–0.12)* 0.12 (0.09–0.13) 0.0003
IL-1β, пг/мл 64.5 (39.6–82.1)* 1.3 (0.55–2.01) 0.00002
IL-2, пг/мл 2.9 (2.08–5.06)* 4.9 (2.88–6.95) 0.030
IL-4, пг/мл 3.7 (0.01–8.6)* 0.01 (0.01–0.32) 0.005
IL-8, пг/мл 11.7 (1.1–43.8) 10.3 (0.01–14.6) 0.755
TNF-α, пг/мл 2.3 (1.2–3.2)* 0.01 (0.01–0.33) 0.002
INF-γ, пг/мл 0.01 (0.01–0.01) 0.01 (0.01–0.28) 0.781
ОБМ, усл. ед. 0.31 (0.26–0.35) 0.31 (0.27–0.36) 0.881
GFAP, усл. ед. 0.35 (0.30–0.42) 0.36 (0.29–0.44 ) 0.677
S-100, усл. ед. 0.32 (0.26–0.42)* 0.27 (0.23–0.33) 0.042
NF-200, усл. ед 0.29 (0.25–0.32) 0.31 (0.24–0.32) 0.856
В-зав. Ca кан, усл. ед. 0.24 (0.20–0.30)* 0.18 (0.16–0.22) 0.021
Хол-Р, усл. ед. 0.22 (0.19–0.28) 0.20 (0.16–0.23) 0.139
Глу-Р, усл. ед. 0.24 (0.22–0.30) 0.21 (0.17–0.26) 0.067
ГАМК, усл. ед. 0.24 (0.21–0.32) 0.21 (0.16–0.25) 0.052
ДА-Р, усл. ед. 0.23 (0.19–0.30) 0.21 (0.18–0.25) 0.182
Сер-Р, усл. ед. 0.26 (0.24–0.34) 0.24 (0.20–0.26) 0.058
ДНК, усл. ед. 0.17 (0.15–0.17) 0.14 (0.12–0.17) 0.120
В-2 ГП, усл.ед. 0.18 (0.15–0.18) 0.15 (0.11–0.19) 0.004
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предпринята попытка выявить изменения в про-
дукции антител (АТ) к ряду регуляторных белков
нервной ткани. Основанием к тому явились дан-
ные литературы, свидетельствующие о том, что в
повреждении ткани мозга важную роль играют
аутоиммунные реакции. При этом уровни АТ мо-
гут служить маркерами развития и выраженности
патологического процесса в специализирован-
ных структурах нервной ткани [15, 16]. Как следу-
ет из данных, представленных в табл. 1, у пациен-
тов с НСТ течение заболевания сопровождалось
увеличением сывороточных концентраций АТ к
общему белку S-100 (р = 0.042) и АТ к В-зав.
Са-каналу (р = 0.021), которые свидетельствуют
об изменениях в задействованных молекулярных
компонентах нервной ткани, на которые выраба-
тываются АТ [17]. Белки S-100 синтезируются
глиальными клетками, а затем транспортируются
в нейроны и составляют самую большую под-
группу так называемых кальций-связывающих
белков, которые выполняют внутриклеточное и
экстраклеточное регулирование многих процес-
сов, обеспечивают рост и подвижность клеток,
участвуют в регуляции клеточного цикла. Эти
белки принимают участие в механизмах тран-
скрипции и дифференциации, в энергетическом
метаболизме, а также во многих других жизненно
важных процессах, обеспечивающих жизнеспо-
собность клетки [18, 19]. Установлено, что наибо-
лее специфичный для мозга белок S-100B через
фосфорилирование других белков участвует в пе-
редаче сигнала, обеспечивая тем самым пластиче-
ские процессы. Аномалии уровней АТ к В-зав.
Са-каналу предполагает нарушение водно-электро-
литного баланса и энергетического метаболизма
нейронов, нарушения функции нервно-мышеч-
ных контактов и нейрон-нейронных взаимодей-
ствий [20]. Длительно сохраняющиеся высокие
уровни АТ к указанным выше белкам, по-видимо-
му, играют важную роль в развитии и течении
НСТ, принимая участие в регуляции деятельно-
сти мозга. Совокупность полученных сведений
позволила выделить наиболее информативные
показатели (IL-1β, TNF-α, IL-4, IL-2 БТШ 70,
АТ к белкам: S-100 и В-зав. Са-каналу) в лабора-
торной диагностике профессиональной НСТ.

Таким образом, в результате исследований у
пациентов с НСТ выявлены отдельные цитокины,
вовлеченные в иммуновоспалительный процесс.
Дисбаланс цитокинов характеризовался чрезмер-
ной активацией основных воспалительных цитоки-
нов (IL-1β, TNF-α) противовоспалительного IL-4
на фоне снижения IL-2. Нарушение цитокиновой
регуляции сопровождалось снижением концентра-
ции одного из белков теплового шока, обладающе-
го иммуномодулирующим действием, – БТШ 70.
Низкие концентрации которого в сыворотке крови,
по-видимому, обусловлены накоплением его
внутри клетки, необходимым для стабилизации

внутриклеточных белков и ее сохранении при
воздействии производственных стрессирующих
факторов. Показано, что нейроиммунная пере-
стройка проявлялась усилением продукции ауто-
антител к белкам нервной ткани: S-100 и В-зав.
Са-каналу, которые можно рассматривать в каче-
стве маркеров аутоиммунного процесса при НСТ.
Совокупность полученных результатов позволи-
ла обосновать отдельные, наиболее значимые по-
казатели, которые можно рекомендовать в каче-
стве дополнительных критериев в диагностике
нейросенсорной тугоухости.
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Immunochemical Markers of Sensorineural Hearing Loss
G. M. Bodienkovaa and E. V. Boklazhenkoa

aFederal State Budgetary Scientific Institution “East-Siberian Institute of Medical and Ecological Research”, Angarsk, Russia

Our aim was to identify changes in serum concentrations of cytokines, heat shock proteins (Hsp 27, Hsp 70),
antibodies to nerve tissue proteins and to assess their informative importance in patients with sensorineural
hearing loss (SHL). Study involved 38 men under supervision representing f light personnel (instructor pilots,
aircraft commanders, f light engineers) and 21 “conditionally” healthy men of comparable in age. Basic cy-
tokines involved in the immunoinflammatory process in SHL have been identified. The detected cytokine
imbalance in the patients examined was characterized by excessive activation of major inflammatory cyto-
kines (IL-1β, TNF-α), an anti-inflammatory IL-4, against the background of decreased IL-2. The disorder
of cytokine regulation was accompanied by a decrease in the concentration of one of the heat shock proteins
with immunomodulatory effect, Hsp 70. Neuroimmune restructuring was shown to be manifested by in-
creased production of autoantibodies to nerve tissue proteins: S-100 and B. Ca-channel, which can be con-
sidered as markers of autoimmune process in SHL. The totality of the results obtained allowed to justify the
most informative indicators, which may be recommended as additional criteria in diagnosis of sensorineural
hearing loss.

Keywords: sensorineural hearing loss, cytokines, heat shock proteins, antibodies to nerve tissue, diagnostics
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В ряде зарубежных исследований показано, что при шизофрении чаще, чем в общей популяции, от-
мечается гипергомоцистеинемия. С одной стороны, она может быть интегральным маркером нару-
шений обмена фолатов (в результате дефицита витаминов и/или генетической предрасположенно-
сти), а с другой стороны – может быть вовлечена в патогенез заболевания посредством нескольких
возможных молекулярных механизмов. В России аналогичных исследований не проводилось, кро-
ме того, имеются противоречивые результаты исследований о генетических факторах, вовлеченных
в обмен фолатов и гомоцистеина при шизофрении. Цель данного исследования – оценить ассоци-
ацию уровня гомоцистеина, фолатов и кобаламина сыворотки крови с шизофренией в Европейской
части России (Нижегородский регион). Для этого случайным образом было отобрано 50 пациентов
с шизофренией и 36 здоровых добровольцев, у которых было проведено биохимическое исследова-
ние уровней гомоцистеина, фолатов и кобаламина (В12) сыворотки крови. Концентрацию гомоци-
стеина измеряли на анализаторе Сobas (Roche Diagnostics) с использованием ферментативного ана-
лиза. Определение содержания фолатов и витамина В12 проводили методом хемилюминесцентного
иммуноанализа на микрочастицах (Architect, Abbott lab. S.A.). В результате установлено, что у паци-
ентов уровень гомоцистеина достоверно выше, чем в группе контроля (р = 0.0041), а фолатов – до-
стоверно ниже (p = 0.0072). Уровень гомоцистеина у пациентов изученной выборки имеет слабую
отрицательную статистически значимую корреляцию как с уровнем фолатов (ρ = –0,38; p = 0.0063),
так и с уровнем В12 (ρ = –0.36; p = 0.0082). Гомоцистеин значимо выше у мужчин, чем у женщин,
во всей изученной выборке (Z = –2.1068, p = 0.0351), а также в подгруппах пациентов (Z = –2.11; p =
= 0.035) и здоровых (z = 3.4; p = 0.00067). Полученные данные говорят о необходимости дальнейше-
го изучения гипергомоцистеинемии и других биохимических маркеров нарушений обмена фолатов
при шизофрении в Российской популяции и разработки путей их коррекции для оптимизации те-
рапии этого психического расстройства.

Ключевые слова: шизофрения, гипергомоцистеинемия, кобаламин, фолаты, персонифицированная пси-
хиатрия
DOI: 10.31857/S1027813321010118

АКТУАЛЬНОСТЬ

В настоящее время патогенез шизофрении
остается предметом широкого изучения. Одно из
наиболее актуальных направлений исследований –
поиск и изучение биохимических показателей
(биомаркеров), ассоциированных с развитием ши-
зофрении и отдельными ее фенотипическими
проявлениями, которые могут быть использованы

не только как диагностические маркеры, но и как
мишень для персонифицированной терапии.

С этих позиций интерес представляет гомоци-
стеин – аминокислота, являющаяся продуктом де-
метилирования другой аминокислоты метионина,
задействованной в большом количестве биологиче-
ски важных процессов. Гипергомоцистеинемия –
интегральный биохимический маркер нарушений
одноуглеродного метаболизма – отражает и экзо-
генные (алиментарный дефицит фолатов и/или
кобаламина), и эндогенные (генетические) их
причины при шизофрении: в обширных мета-ана-

* Адресат для корреспонденции: 603005 Россия, Нижний
Новгород, пл. Минина и Пожарского, 10/1; e-mail: bi-
zet@inbox.ru.

УДК 616.895.8-092(043.3)
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лизах показана ассоциация с шизофренией дефи-
цита фолатов плазмы (N = 3700) [1], а также гене-
тических маркеров нарушений обмена фолатов
(N = 23441) [2].

В 1994 г. Regland et al. описали случай шизо-
френии у 27-летней женщины, ассоциированный
с низкой активностью фермента метилентетра-
гидрофолатредуктазы (MTHFR) и повышением
уровня гомоцистеина плазмы [3]. Затем Regland
et al. (1995) сообщили, что 45% пациентов с ши-
зофренией, которых они обследовали, имеют
гипергомоцистеинемию, не связанную с психо-
фармакотерапией или дефицитом в питании фо-
латов и кобаламина [4], что свидетельствовало о
вкладе генетических факторов.

В дальнейшем в многочисленных исследова-
ниях в разных странах было показано, что среди
больных шизофренией гипергомоцистеинемия
встречается чаще, чем в общей популяции [5–7].
Согласно мета-анализу Muntjewerff et al. (2006) пре-
вышение уровня гомоцистеина плазмы на
5 мкмоль/л повышает вероятность шизофрении
на 70% [8]. Petronijević et al. (2008) показали, что у
пациентов при поступлении в стационар при эк-
зацербации шизофрении уровень гомоцистеина
значимо выше, чем в группе контроля, а уровень фо-
латов и кобаламина от контроля не отличается.
Причем уровень гомоцистеина коррелировал с вы-
раженностью негативной симптоматики. У всех па-
циентов через месяц лечения в период стабилиза-
ции состояния уровень гомоцистеина заметно
снизился (2.68 ± 1.57 мкмоль/л), но корреляция с
выраженностью негативной симптоматики по-
прежнему сохранялась (пациенты не получали
витамины дополнительно к терапии) [9]. Соглас-
но Mabrouk et al. (2011), среди пациентов с шизо-
френией уровень гомоцистеина выше, чем в кон-
троле независимо от формы заболевания, возраста
и пола больных [10]. Поэтому, согласно авторам, го-
моцистеин может иметь отношение к патофизио-
логическим аспектам шизофрении. К настоящему
времени получены обширные мета-анализы, со-
гласно которым гипергомоцистеинемия имеет кау-
зальную связь с шизофренией (N = 25599) [11].

По данным Kim, Moon (2011), среди женщин с
шизофренией гипергомоцистеинемия отмеча-
лась в 33.8% случаев, среди мужчин – в 51.5% [12].
Похожие данные получили Levine et al. (2005): в по-
пуляции больных шизофренией и биполярным
расстройством уровень гомоцистеина оказался
значительно выше, чем среди здорового контро-
ля, и практически полностью за счет молодых па-
циентов-мужчин [13].

Интересно, что данные о генетических марке-
рах нарушений обмена фолатов при шизофрении
в России остаются противоречивыми [14, 15],
возможно в связи с географическими, этнически-
ми и методологическими различиями проведен-

ных до настоящего времени исследований, что го-
ворит об актуальности продолжения изучения этой
темы в России, необходимости проведения до-
полнительных исследований и мета-анализов.

Избыток гомоцистеина участвует в процессах
оксидативного стресса, оказывает негативное воз-
действие на глутаматергическую систему, влияет
на эндотелий кровеносных сосудов [16, 17]. Важ-
ным аспектом изучения данной темы является то,
что гипергомоцистеинемия ассоциирована с ши-
роким спектром соматических заболеваний (сер-
дечно-сосудистых, метаболических) [18–20], что
может вносить вклад в высокую коморбидность
шизофрении с этим кругом расстройств, влиять
на формирование метаболических осложнений
лечения и продолжительность жизни пациентов.
При гипергомоцистеинемии повреждения, схо-
жие с атеросклеротическими, могут проявляться
даже в молодом возрасте и при отсутствии высо-
кого уровня ЛПНП (липопротеинов низкой
плотности) [20].

Публикаций об ассоциации гипергомоцистеи-
немии с шизофренией в Российской популяции
не встречается. Согласно данным литературы, в
России дефицит фолатов – один из наиболее рас-
пространенных гиповитаминозов (более 50% насе-
ления) [21], который может приводить к гипергомо-
цистеинемии, особенно при наличии полиморфных
аллелей в генах ферментов фолатного цикла, что
требует специального изучения.

Особенно актуально изучение гипергомоцистеи-
немии в связи с тем, что она поддается коррекции,
поэтому ее гипотетическое патогенетическое воз-
действие на ЦНС и другие системы организма мо-
жет компенсироваться, что может благоприятно
отразиться на течении заболевания.

Цель данного исследования – оценить ассоциа-
цию уровня гомоцистеина, фолатов и кобаламина
сыворотки крови с шизофренией в Европейской ча-
сти России (Нижегородский регион).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Методом сплошной выборки было обследова-

но 50 пациентов и 36 здоровых добровольцев.
Критериями включения пациентов в исследова-
ние были: подтверждение диагноза шизофрении
с помощью структурированного клинического
диагностического “Международного нейропси-
хиатрического интервью” Диагностического и
статистического руководства 5-й версии (Mini In-
ternational Neuropsychiatric Interview, MINI для
DSM-5); способность пациента дать осознанное
добровольное информированное согласие на
участие в исследовании; отсутствие хронических
соматических заболеваний и неврологических
расстройств, ассоциированных с воспалением,
оксидативным стрессом, гипергомоцистеинемией,
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нарушениями обмена фолатов, фенилаланина;
отсутствие приема витаминов, противовоспали-
тельных средств, антиоксидантов в течение ме-
сяца до включения в исследование. Критериями
включения здоровых добровольцев в исследова-
ние являлись: отсутствие зарегистрированных ра-
нее на протяжении жизни психических рас-
стройств (здоровый доброволец не наблюдается у
психиатра и ранее не обращался к психиатрам по
поводу проблем с психическим здоровьем), соци-
альной дезадаптации, злоупотребления психоак-
тивными веществами; соответствие по полу и
возрасту пациентам, включенным в исследование;
отсутствие хронических соматических заболеваний
и неврологических расстройств, ассоциированных с
воспалением, оксидативным стрессом, гипергомо-
цистеинемией, нарушениями обмена фолатов,
фенилаланина; отсутствие приема витаминов, про-
тивовоспалительных средств, антиоксидантов в те-
чение месяца до включения в исследование.

Как видно из табл. 1, по социодемографиче-
ским показателям выборки пациентов и здоровых
добровольцев сопоставимы. Все участники иссле-
дования – постоянные жители Нижегородской об-
ласти. Обследование пациентов осуществлялось в
период с апреля 2019 г. по февраль 2020 г., здоровых
добровольцев – с сентября 2019 по февраль 2020 г.

Средняя длительность заболевания с момента
манифестации у пациентов составила 21.5 ± 2.8 мес.
(М ± SE), все они получали антипсихотическую
терапию: 12 человек в отделениях дневного пре-
бывания, 36 стационарно и 2 в амбулаторных
условиях. 17 пациентов получали антипсихотики
1-го поколения, 33 – 2-го поколения. У одной па-
циентки была комбинированная терапия 2 анти-
психотиками 2-го поколения (арипипразол + кве-
тиапин), остальные получали монотерапию. Па-
циенты изученной выборки не получали
антиконвульсанты, метотрексат и другие антаго-
нисты фолатов.

Забор венозной крови осуществлялся строго
натощак в утренние часы из локтевой вены, мате-
риалом для биохимических исследований служи-
ла сыворотка. Концентрация гомоцистеина изме-
рялась на анализаторе Сobas (Roche Diagnostics) с
использованием ферментативного анализа. Была
исследована сыворотка крови 50 пациентов с ди-

агнозом шизофрения и 36 здоровых доброволь-
цев. Определение содержания фолатов (фолиевой
кислоты) и кобаламина (далее В12) проводили ме-
тодом хемилюминесцентного иммуноанализа на
микрочастицах (Architect, Abbott lab. S.A.). Кон-
центрацию гомоцистеина измеряли на анализа-
торе Сobas (Roche Diagnostics). Использовался
ферментативный анализ. Лабораторные исследо-
вания выполнены на базе Централизованной ла-
боратории “АВК-Мед”.

Статистическая обработка полученных дан-
ных проводилась с использованием программы
Statistica 6.0. Проверка нормальности распределе-
ния осуществлялась с помощью критерия Шапи-
ро–Уилка. Распределение полученных данных от-
личалось от нормального, поэтому при сравнении
групп использовался непараметрический критерий
Манна–Уитни; при анализе таблиц сопряженно-
сти – критерий χ2 с поправкой Йетса на непре-
рывность, для оценки корреляции между биохи-
мическими параметрами использовался критерий
ранговой корреляции Спирмена (ρ). Данные пред-
ставлены с использованием показателей среднее
арифметическое ± стандартное отклонение (m ± σ),
медиана и межквартильный размах (Me [Q1; Q3]).
Различия считались статистически значимыми
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Распределения полученных данных биохими-
ческих исследований образцов пациентов и кон-
трольной группы отличались от нормального
(критерий Шапиро–Уилка для для уровней гомо-
цистеина W = 0.65, р < 0.0001; фолатов W = 0.88,
p < 0.0001; В12 W = 0.89, р < 0.0001); в связи с этим
для дальнейшего анализа этих данных применя-
лись непараметрические критерии.

Как видно из табл. 2, уровень фолатов у паци-
ентов статистически значимо ниже, а уровень го-
моцистеина – статистически значимо выше, чем
у здоровых. Среди пациентов с гипергомоцистеи-
немией (выше 10 мкмоль/л, n = 42) у 11 (26%) фо-
латы были ниже референсных значений, у 31 – в
пределах нормы.

Уровень гомоцистеина у пациентов изученной
выборки имеет слабую отрицательную статисти-

Таблица 1. Демографическая характеристика изученных выборок

Примечание: уровень значимости различий оценивался с помощью таблиц сопряженности (критерий χ2 с поправкой Йетса)
и критерия Манна–Уитни (Z), распределение выборки по возрасту отличалось от нормального (тест Шапиро–Уилка: W =
= 0.90; p = 0.0001); Me [Q1; Q3] – медиана, межквартильный размах, Min – минимальное значение, Max – максимальное зна-
чение.

Показатель Пациенты, n = 50 Здоровые, n = 36 Р

Женщины : мужчины, абс. 24 : 26 21 : 15 χ2 = 0.53; p = 0.47
Возраст, Me [Q1; Q3]/[Min; Max] лет 29 [22; 33]/[18; 54] 25 [22; 32]/[19; 58] Z = –0.48; p = 0.63
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чески значимую корреляцию как с уровнем фола-
тов (ρ = –0.38; p = 0.0063), так и с уровнем В12
(ρ = –0.36; p = 0.0082). У здоровых добровольцев
отмечается слабая отрицательная статистически
значимая корреляция с уровнем В12 (ρ = –0.39;
p = 0.016), при этом очень слабая отрицательная и
статистически не значимая – с уровнем фолатов
(ρ = –0,27; p = 0.10).

Гомоцистеин значимо выше у мужчин, чем у
женщин во всей изученной выборке (Z = –2.1068,
p = 0.0351), как видно из табл. 3, и у пациентов, и
у здоровых добровольцев, причем у здоровых раз-
личия более выраженные несмотря на малый
объем выборки. Кроме того, различия по уровню
В12 в выборке здоровых между мужчинами и жен-
щинами приближаются к границе статистиче-
ской значимости. При проведении дополнитель-
ного анализа выявлено, что статистически значи-
мые различия между пациентами и здоровыми по

уровню фолатов и гомоцистеина выявлены толь-
ко внутри подгруппы женщин (Z = –2.6742, p =
= 0.0074 и Z = –2.0590, p = 0.0395 соответственно),
но не мужчин.

Согласно оценке значения коэффициента
корреляции, у пациентов ассоциация длительно-
сти заболевания с уровнем фолатов (ρ = –0.045;
p = 0.76), гомоцистеина (ρ = 0.18; p = 0.22) и В12
(ρ = –0.061; p = 0.67) практически отсутствует.

Отмечается слабая статистически значимая
обратная корреляция уровня фолатов с возрастом
пациентов (ρ = –0.32; p = 0.024), при этом связь
уровня гомоцистеина (ρ = 0.056; p = 0.70) и В12
(ρ = –0.021; p = 0.88) у пациентов с возрастом
практически отсутствует. У здоровых доброволь-
цев связь всех изученных биохимических показа-
телей с возрастом практически отсутствует (для

Таблица 2. Результаты биохимических исследований в группах пациентов и здорового контроля

Примечание: уровень значимости различий оценивался с помощью критерия Манна–Уитни (Z); Me [Q1; Q3] – медиана и
межквартильный размах; “m ± σ” – среднее ± стандартное отклонение.

Показатель
(в сыворотке)

Пациенты,
n = 50

Здоровые,
n = 36

Критерий Манна–Уитни;
Р/Benjamini-

Hohberg Adjusted P

Гомоцистеин, мкмоль/л:
m ± σ;
Me [Q1; Q3]

15.58 ± 8.52;
13.65

[11.06; 17.47]

12.01 ± 4.33;
11.21

[9.29; 12.96]

z = –2.99;
p = 0.0027/p = 0.0041

Фолаты, нг/мл:
m ± σ,
Me [Q1; Q3]

3.79 ± 2.17;
3.30

[2.40; 4.30]

4.66 ± 1.76;
4.40

[3.50; 5.40]

z = 3.03;
p = 0.0024/p = 0.0072

В12, пг/мл:
m ± σ,
Me [Q1; Q3]

333.48 ± 159.07;
281.00

[220.00; 440.00]

291.78 ± 89.98;
263.50

[227.00; 359.50]

z = –0.63;
p = 0.53/p = 0.53

Таблица 3. Результаты биохимических исследований у мужчин и женщин в подгруппах пациентов и здорового
контроля

Примечание: уровень значимости различий оценивался с помощью критерия Манна–Уитни (Z); Me [Q1; Q3] – медиана и
межквартильный размах; М – мужчины, Ж – женщины.

Показатель 
(сыворотка)

Пациенты, n = 50
Z; P

Здоровые, n = 36
Z; Р

М (n = 26) Ж (n = 24) М (n = 15) Ж (n = 21)

Гомоцистеин, 
мкмоль/л:
Me
[Q1; Q3]

14.4
 [12.8; 18.1]

12.1
[9.5; 17.0]

Z = –2.11;
p = 0.035

13.6
 [11.3; 16.2]

9.9
[9.0; 11.8]

z = 3.4;
p = 0.00067

Фолаты, нг/мл:
Me
[Q1; Q3]

3.3
 [2.6; 4.3]

3,1
 [2.2; 4.3]

Z = –0.53;
p = 0.59

3.9
 [3.4; 5.1]

4.6
 [3.8; 6.5]

z = –1.6;
p = 0.11

В12, пг/мл:
Me
[Q1; Q3]

276
[193; 382]

292.5
[237; 451]

Z = 0.94;
p = 0.35

247.5
[213.5; 279.5]

302
[241; 372]

z = –1.9;
p = 0.055
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фолатов ρ = 0.028; p = 0.87; для гомоцистеина ρ =
= 0.11; p = 0.51; для В12 ρ = –0.093; p = 0.58).

ОБСУЖДЕНИЕ
В исследовании получены результаты о повы-

шенном уровне гомоцистеина в сыворотке крови
у пациентов с шизофренией, что согласуется с
данными аналогичных зарубежных исследований
[4–13] и может свидетельствовать о роли гиперго-
моцистеинемии в патогенезе шизофрении и в
российской популяции пациентов. Наличие ста-
тистически значимых отрицательных корреляций
уровня гомоцистеина у пациентов с уровнями фо-
латов и В12 отражает известные представления о
том, что гомоцистеин является интегральным
биохимическим маркером нарушений одноугле-
родного метаболизма независимо от их причины.

В подавляющей части случаев у пациентов на-
блюдается низкий уровень фолатов (в нижнем
квартиле разброса данных) и одновременно ги-
пергомоцистеинемия, и у 11 из 42 (26%) пациен-
тов с гипергомоцистеинемией уровень фолатов
был ниже референсных значений. При этом у па-
циентов с уровнем фолатов ниже референсных
значений средний уровень гомоцистеина 21.38 ±
± 4.24 мкмоль/л (М ± SE, здесь и далее – среднее ±
± стандартная ошибка среднего), у пациентов с
нормальным уровнем фолатов – 13.74 ± 0.68 мкмоль/л
(М ± SE). Это говорит о том, что в достаточно
большой доле случаев гипергомоцистеинемия у
пациентов с шизофренией в российской популяции
обусловлена либо экзогенным дефицитом фола-
тов (например, связанным с их дефицитом в пи-
ще), либо нарушениями всасывания фолатов из
пищи в кишечнике (известны генетические фак-
торы, предрасполагающие к нарушениям утили-
зации фолатов из кишечника).

У ряда пациентов с гипергомоцистеинемией
фолаты сыворотки были не только в пределах
нормы, но в средних и даже высшем квартиле
распределения данных в выборке. При этом сре-
ди пациентов с гипергомоцистеинемией и нор-
мальным уровнем фолатов средний уровень В12
также выше (335.5 ± 26.6 пг/мл, М ± SE), чем среди
пациентов с низким уровнем фолатов (средний
уровень В12 – 261.3 ± 43.0 пг/мл, М ± SE). Таким
образом, можно говорить об аддитивном эффекте
дефицита этих двух витаминов у одних и тех же па-
циентов. Кроме того, это соответствует полученным
ранее сведениям о высокой распространенности
среди пациентов с шизофренией низкофункцио-
нальных аллелей SNP ключевых ферментов фолат-
ного цикла, способствующих развитию гипергомо-
цистеинемии даже при достаточном поступлении с
пищей и нормальных концентрациях в сыворотке

фолатов и В12 [15, 22]. Можно предположить носи-
тельство этих низкофункциональных аллелей у па-
циентов изученной выборки с гипергомоцистеи-
немией и нормальной концентрацией витаминов
в сыворотке, что требует дальнейшего изучения.

Учитывая имеющиеся в литературе данные о
том, что гомоцистеин может участвовать в патогене-
зе шизофрении посредством нескольких (альтерна-
тивных или дополняющих друг друга) механизмов
[23], требуются дальнейшие исследования об ассо-
циации гипергомоцистеинемии при шизофрении с
показателями окислительного стресса, эндотели-
альной дисфункции, нейровоспаления. До сих пор
клинически не подтверждено, является ли гипер-
гомоцистеинемия при шизофрении патогенети-
ческим механизмом или является лишь артефактом,
отражающим дефицит фолатов и ассоциированные
с ним дефициты тетрагидробиоптерина и метиони-
на (которые, в частности, могут приводить к дефи-
циту синтеза дофамина и другим нейрохимиче-
ским нарушениям) [3. 23].

Одним из важных аспектов нарушений фолат-
ного обмена при шизофрении является то, что
воспалительные и окислительные процессы, ас-
социированные с гипергомоцистеинемией, могут
быть вовлечены в патогенез сердечно-сосудистых
заболеваний, которые при шизофрении встреча-
ются достоверно чаще, чем в общей популяции, и
являются одной из ведущих причин снижения
продолжительности жизни при шизофрении [24,
25]. Так, гомоцистеин способен вызывать изме-
нения сосудистой стенки, взаимодействуя с осо-
бым типом белков соединительной ткани, что в
конечном итоге приводит к кальцификации сосу-
дистой интимы [26]. Гомоцистеин также спосо-
бен взаимодействовать с белками экстрацеллю-
лярного матрикса, что может способствовать
формированию системного органного пораже-
ния [27]. Глутаматергическая активность гомоци-
стеина и его дериватов, опосредованная NMDA-
рецепторами, может быть вовлечена как в разви-
тие эксайтотоксичности и нейродегенеративных
нарушений при шизофрении, так и обусловли-
вать нарушения свертываемости, воспаление со-
судистой интимы и тромбообразование при воз-
действии на периферические NMDA-рецепторы
клеток крови и иммунной системы [28].

Данные, полученные в одном регионе, не мо-
гут экстраполироваться на всю территорию Рос-
сии, так как известно, что распределение частот
генетических полиморфизмов ключевых фер-
ментов фолатного цикла значительно различает-
ся в разных выборках [29], кроме того нет согла-
сованности в данных об ассоциации полимор-
физма MTHFR677C>T с шизофренией в разных
российских исследованиях [14, 15]. Учитывая, что
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уровень гомоцистеина у пациентов нижегород-
ского региона является высоким (межквартиль-
ный размах полностью находится выше рекомен-
дованного ВОЗ уровня в 10 мкмоль/л, не пред-
ставляющего угроз для здоровья), дальнейшее
изучение данной темы (как биохимических пока-
зателей фолатного обмена, так и генетических

маркеров) представляется актуальным для других
регионов России.

Заслуживает также внимания факт, что у здо-
ровых добровольцев, несмотря на статистически
значимо меньший уровень гомоцистеина, чем у
пациентов, далеко не у всех он находится в преде-
лах нормы (рис. 1–3). Особенно это насторажива-

Рис. 1. Распределение субъектов с различным уровнем гомоцистеина в обследованных выборках.
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Рис. 2. Распределение субъектов с различным уровнем фолатов в обследованных выборках.
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Рис. 3. Распределение субъектов с различным уровнем В12 в обследованных выборках.
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ет в связи с тем, что были обследованы люди мо-
лодого возраста (табл. 1). Так как с возрастом уро-
вень гомоцистеина нарастает (согласно данным
литературы), это заставляет предполагать, что сред-
ний уровень гомоцистеина в общей популяции
средней полосы России еще более высокий, что со-
пряжено с высоким риском для популяционного
здоровья. Учитывая мультисистемное патологиче-
ское действие этого патогенетического фактора и
его роль в развитии сердечно-сосудистых, акушер-
ских, неврологических расстройств, необходимы
масштабные исследования нарушений обмена фо-
латов и уровня гомоцистеина в общей российской
популяции, в частности, для постановки вопроса о
фортификации пищи витаминами (по примеру це-
лого ряда стран) или разработки других профилак-
тических стратегий [30].

Имеющиеся различия в уровне гомоцистеина
у мужчин и женщин отражают данные литерату-
ры [11, 12]. Учитывая то, что более высокий уро-
вень гомоцистеина у мужчин и среди пациентов,
и среди здоровых не сопровождается значимыми
различиями между мужчинами и женщинами по
уровню фолатов и В12, а также то, что получен-
ные ранее данные для того же региона не выявили
разницы между мужчинами и женщинами в рас-
пространенности генетических факторов, влияю-
щих на уровень гомоцистеина – SNP ключевых
ферментов фолатного цикла [15, 22], требуются
дополнительные исследования механизмов раз-
вития гипергомоцистеинемии у мужчин (или
протективных механизмов в отношении гиперго-
моцистеинемии у женщин).

То, что статистически значимые различия
между пациентами и здоровыми по уровню фола-
тов и гомоцистеина выявлены только внутри под-
группы женщин, но не мужчин, позволяет предпо-
ложить то, что основной вклад в ассоциацию нару-
шений обмена фолатов с шизофренией вносит
именно женская популяция. Но с другой стороны,
в подгруппе мужчин тенденция к более высокому
уровню гомоцистеина и меньшему уровню фола-
тов также прослеживается, поэтому, учитывая
малый объем выборки (особенно здоровых муж-
чин), а также более высокий уровень гомоцистеи-
на у мужчин (и среди пациентов, и среди здоро-
вых), дальнейшее изучение нарушений обмена
фолатов при шизофрении в российской популя-
ции представляется актуальным как среди жен-
щин, так и среди мужчин

В проведенном исследовании не оценивались
генетические маркеры, влияющие на одноуглерод-
ный обмен, что планируется сделать в дальнейшем.
Кроме того, с клинической точки зрения в дальней-
ших исследованиях важно оценить, какие класте-
ры симптомов в большей степени ассоциированы

с гипергомоцистеинемией. Это имеет практиче-
ское значение, так как открывает возможности
для персонифицированной диагностики и кор-
рекции уровня гомоцистеина и патогенетической
коррекции отдельных симптомов шизофрении.

Персонифицированная психиатрия может дать
новые недорогие способы патогенетической кор-
рекции симптомов шизофрении, однако это требует
дальнейшего тщательного изучения с анализом от-
дельных клинических случаев, проспективным
дизайном, включением в комплекс биомаркеров
для оценки путей коррекции не только биохими-
ческих, но и генетических маркеров, влияющих
на одноуглеродный обмен.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в изучаемой выборке пациен-
тов с шизофренией (Нижегородский регион) уро-
вень гомоцистеина статистически значимо выше,
чем в выборке здоровых добровольцев, сопостави-
мой по полу и возрасту, что частично может объяс-
няться статистически значимо меньшим уровнем
фолатов и меньшим уровнем В12 в выборке пациен-
тов и говорит о необходимости дальнейшего изуче-
ния нарушений обмена фолатов (гипергомоцистеи-
немии) при шизофрении в российской популяции,
а также разработки путей персонифицированной
коррекции уровня гомоцистеина у пациентов с
шизофренией. Высокая частота выявления био-
химических маркеров нарушений обмена фола-
тов в выборке здоровых добровольцев говорит об
актуальности изучения этой темы не только с точ-
ки зрения этиопатогенеза шизофрении, но и с по-
зиции популяционного здоровья в России.
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Biochemical Markers of Folate Metabolism Disturbances
in Schizophrenia in Russian Population

I. V. Semennova, A. S. Pyatoykinab, Ya. S. Zagryazhskayab, G. V. Rukavishnikovc,
E. D. Kasyanovc, T. V. Zhilyaevaa, A. S. Blagonravovaa, and G. E. Mazoc
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A number of foreign studies have shown that hyperhomocysteinemia is revealed in schizophrenia more often
than in the general population. On the one hand, it can be an integral marker of folate metabolism distur-
bances (as a result of vitamin deficiency and/or genetic predisposition), on the other hand, it can be involved
in the pathogenesis of the disease through several possible molecular mechanisms. In Russia, there were no
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similar studies, in addition, there are conflicting results of studies on genetic factors involved in the metabo-
lism of folate and homocysteine in schizophrenia. The purpose of this study was to evaluate the association
between the serum levels of homocysteine, folate, and cobalamin and schizophrenia in the European part of
Russia (Nizhny Novgorod region). A biochemical study of serum homocysteine, folate and cobalamin (B12)
levels was performed in randomly selected 50 patients with schizophrenia and 36 healthy volunteers. Homo-
cysteine concentration was measured on a Cobas analyzer (Roche Diagnostics) using an enzymatic assay. The
determination of folate and B12 levels was performed by the method of chemiluminescent microparticle im-
munoassay (CMIA, Architect, Abbott lab. S.A.). As a result, it was found that the level of homocysteine was
significantly higher in patients than in the control group (p = 0.0041), and folate level was significantly lower
(p = 0.0072). The level of homocysteine in patients of the studied sample has a weak negative statistically sig-
nificant correlation with both the level of folate (ρ = –0.38; p = 0.0063) and with the level of B12 (ρ = –0.36;
p = 0.0082). Homocysteine is significantly higher in men than in women in the entire studied sample (Z =
= ‒2.1068, p = 0.0351), as well as in subgroups of patients (Z = –2.11; p = 0.035) and healthy control (z =
= 3.4; p = 0.00067). The data obtained indicate the need for further study of hyperhomocysteinemia and oth-
er biochemical markers of folate metabolism disorders in schizophrenia in the Russian population and the
development of ways to correct them to optimize the treatment of this mental disorder.

Keywords: schizophrenia, hyperhomocysteinemia, cobalamin, folate, personified psychiatry


