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Конститутивный трансмембранный белок-предшественник амилоида (amyloid precursor protein,
АРР) является не только одним из определяющих факторов патогенеза болезни Альцгеймера (БА),
но также важным регуляторным белком, определяющим развитие нервной системы и ее нормаль-
ное функционирование, начиная с самых ранних стадий эмбриогенеза. Продукты протеолитиче-
ского расщепления APP, включая его N-концевые фрагменты, амилоидный пептид Aβ, а также
внутриклеточный домен APP (AICD) обладают целым рядом важных свойств, определяющих ми-
грацию нервных клеток, синаптогенез, пластичность нервной ткани, работу ионных каналов и
внутриклеточную сигнализацию, а также экспрессию нейрональных генов. Характер экспрессии
АРР и его метаболизма в эмбриональный период и действие на эти процессы различных неблагопри-
ятных факторов определяют динамику развития мозга, а также обуславливают паттерн его функцио-
нирования во время всей постнатальной жизни организма. Задачей данного обзора является анализ
накопленных к настоящему времени сведений о влиянии пренатальной гипоксии на уровень экс-
прессии АРР и его метаболизма в нервной ткани, а также развитие патогенеза БА.

Ключевые слова: белок-предшественник амилоида, болезнь Альцгеймера, гипоксия, нервная система,
нейродегенерация, онтогенез, пренатальный стресс, протеолиз, развитие
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СТРОЕНИЕ АРР
И ПОДОБНЫХ ЕМУ БЕЛКОВ

Белок-предшественник амилоида (amyloid pre-
cursor protein, АРР) является конститутивным
трансмембранным белком первого типа (С-кон-
цевой фрагмент обращен в цитоплазму клеток) и
состоит из 695–770 аминокислот. АРР принадле-
жит к большому эволюционно консервативному
семейству белков и экспрессируется в различных
клетках и тканях животных разного уровня эво-
люционного развития (для обзора см. [1, 2]). Осо-
бое внимание к изучению АРР привлекает тот
факт, что он является источником амилоидного
Аβ пептида, и мутации в его гене приводят к раз-
витию ранних семейных форм болезни Альцгей-
мера (БА) [3]. В клетках млекопитающих помимо
АРР присутствуют также его гомологи, называемые
АРР-подобными белками, APLP1 и APLP2 [4].

Ген АРР человека локализован на 21-й хромосо-
ме и содержит 18 экзонов, среди которых экзоны 7 и
8 подвержены альтернативному сплайсингу, хотя
имеются данные о большем числе возможных мо-

лекулярных вариантов АРР в связи с альтерна-
тивным сплайсингом экзона 15 [5]. Самая длин-
ная изоформа APP человека и крысы содержит
770 аминокислот (АРР770), в то время как отсут-
ствие экзона 7, кодирующего домен ингибитора
сериновых протеаз типа Кунитца (KPI), приводит
к образованию АРР751, а экзонов 7 и 8 (кодируют
домен антигена ОХ-2) – АРР695 (рис. 1). Сходная
организация экзонов также характерна для АРР
мыши и свиньи [6]. В нейронах, в основном, при-
сутствует АРР695 вариант, молекула которого не
содержит на своем N-концевом участке доменов
ОХ-2 KPI. Хотя роль этих доменов до конца не яс-
на, есть данные, что повышенное содержание
KPI-содержащей АРР751 изоформы приводит к
нарушению функций митохондрий в нейрональ-
ных клетках [7]. В коре мозга человека соотноше-
ние различных форм АРР составляет АРР695 :
: АРР751 : АРР770 = 20 : 10 : 1 [8]. При этом содержа-
ние более длинных изоформ АРР повышено в
мозге пациентов с БА [9, 10].

Большая часть молекулы АРР, а именно ее N-
концевой фрагмент, находится во внеклеточном
пространстве или повернут внутрь клеточных ор-
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ганелл, в то время как короткий С-концевой
фрагмент молекулы находится в цитоплазме кле-
ток. Трансмембранный домен, который включает
в себя часть последовательности амилоидного
пептида, также содержит сайт связывания с G-
белками [11], а также холестерином [12]. APP под-
вергается пост-трансляционным изменениям в
виде гликозилирования и фосфорилирования,
которые существенным образом изменяют топо-
графию этого белка в клетках и его протеолитиче-
ский процессинг [13]. APLP1 and APLP2 также
подвергаются гликозилированию, что влияет на
характер их протеолиза [14].

Молекула АРР содержит в составе N-концево-
го фрагмента также участки связывания гепарина
[15] и ионов металлов, в частности меди и цинка,
которые важны для димеризации его молекул [16].
N-концевая часть молекулы АРР также включает
цистеин-обогащенный глобулярный домен Е1,
кислотный домен (АС) и α-спиральный участок
(Е2) [17]. Консервативный мотив YENPTY в со-
ставе С-концевого участка АРР обуславливает его
внутриклеточные взаимодействия с другими бел-
ками и регуляцию клеточных функций [18].

Синтез и протеолитический процессинг АРР

Полноразмерная молекула APP синтезируется
из мРНК в эндоплазматическом ретикулуме
(ЭР), где также происходят ее пост-трансляцион-
ные модификации, и далее транспортируется че-
рез конститутивную везикулярную систему Голь-
джи в плазматические мембраны клеток [19, 20].
В ЭР в основном обнаруживают незрелые N-гли-

козилирование формы АРР, в то время как до-
полнительное О-гликозилирование и формиро-
вание зрелой молекулы происходит в системе
транс-Гольджи [21]. Нарушение процессов пост-
трансляционных модификаций АРР приводит к
изменению его присутствия в разных компарт-
ментах клеток и на их поверхности, приводя к из-
менению клеточных функций [22].

Метаболизм и функции АРР регулируются
при помощи его направленного протеолиза под
действием ряда специфических ферментов, нося-
щих название “секретаз”. Они расщепляют этот
трансмембранный белок с образованием ряда
важных биологически активных продуктов. В на-
стоящее время известно несколько сайтов рас-
щепления АРР, из которых основными являются
сайты действия α-, β- и γ-секретаз [23]. Они спо-
собны расщеплять АРР с образованием фрагмен-
тов разной длины, обладающих определенными
функциональными свойствами (см. рис. 2). В ре-
зультате действия α- или β-секретаз образуются
крупные растворимые белки sAPPα и sAPPβ, иг-
рающие важную роль в процессах пролиферации
нервных клеток и развитии нервной ткани [24,
25], а также мембраносвязанные фрагменты С83
и С99, соответственно. В результате расщепления
фрагмента С99 под действием γ-секретазы внутри
плазматической мембраны образуется Аβ и ко-
роткий цитоплазматический фрагмент AICD, иг-
рающий важную роль в регуляции экспрессии
нейрональных генов [26, 27]. При расщеплении
γ-секретазой фрагмента С83 образуются короткий
пептид р3 с неизвестными функциями и AICD,

Рис. 1. Структура молекул основных представителей семейства АРР. Белок-предшественник амилоида – АРР, пред-
ставлен тремя изоформами, содержащими 695, 751 и 770 аминокислотных остатков и отличающимися наличием KPI
и/или OX2 доменов. Два АРР-подобных белка, APLP1 и APLP2, содержат 650 и 763 аминокислоты, соответственно, и
также различаются наличием KPI и OX2 доменов. СНО – сайты гликозилирования. APLP1 и APLP2 не содержат по-
следовательности, соответствующей амилоидному пептиду Аβ. АРР695 является основной изоформой АРР, экспрес-
сируемой в нейронах.
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который быстро подвергается протеолитическо-
му расщеплению [28, 29].

АРР также может расщепляться по альтерна-
тивным путям под действием η- и δ-секретаз [30, 31],
действие которых приводит к изменению спектра
метаболитов АРР и может способствовать усиле-
нию патогенеза БА. Также большое внимание
привлекает процесс расщепления АРР по ε-сайту
[32], поскольку он напоминает процесс расщепле-
ния Notch с образование внутриклеточного доме-
на NICD, играющего роль важного транскрипци-
онного фактора, регулирующего множественные
процессы развития органов и тканей [33]. Рас-
щепление АРР по γ- и ε-сайтам имеет разнона-
правленное физиологическое значение [34].

Таким образом, выделяют два основных пути
катаболизма АРР – амилоидогенный (в результа-
те действия β- и γ-секретаз) с образованием Аβ, и
неамилоидогенный, в котором принимает уча-
стие α-секретаза, поскольку она расщепляет АРР
внутри последовательности Аβ между лизином и
лейцином в положении 16 и 17 [35], предотвращая
образование Аβ пептида. Основным отличием
APLP1 и APLP2 от АРР является то, что фрагмен-
ты их молекул, образующиеся в результате про-
теолитического расщепления и соответствующие
последовательности амилоидного пептида в мо-
лекуле АРР, не образуют амилоидных депозитов

из-за отсутствия в них домена, кодирующего этот
пептид [36].

В настоящее время известно несколько протео-
литических ферментов, обладающих α-секретазной
активностью. В основном это цинк-зависимые
металлопротеиназы, принадлежащие к семейству
ADAM (a disentegrin and metalloprotease), в част-
ности ADAM10 и ADAM17 (для обзора см. [37]).
Процесс превращения АРР под действием α-сек-
ретазы является конститутивным и по нему про-
исходит расщепление до 90% всего клеточного
АРР [38], а образуемый растворимый фрагмент
sAPPα оказывает важные нейрорегуляторные эф-
фекты, особенно в процессе развития и функциони-
рования мозга [24, 39]. Расщепление АРР по η-сек-
ретазному пути также происходит под действием
мембраносвязанной матричной металлопротеиназы
MT5-MMP [30], в то время как δ-секретазой являет-
ся цистеиновая аспарагин-эндопептидаза (АЕР)
[31].

Процессинг АРР по амилоидогенному пути
начинается с действия β-секретазы или ВАСЕ1
(β-site APP-cleaving enzyme), которая относится к
семейству аспартатных протеаз [40]. Протеолити-
ческое расщепление образованного при этом
мембраносвязанного С-концевого фрагмента АРР
С99 происходит под действием комплекса мем-
браносвязанных белков, получившего название

Рис. 2. Амилоидогенный и неамилоидогенный пути расщепления АРР. Большая часть молекул АРР (до 95%) расщеп-
ляется по неамилоидогенному пути под действием α-секретазы. При этом образуются растворимый секретируемый
фрагмент sAPPα и связанный с мембраной С-концевой фрагмент С83, из которого под действием γ-секретазного ком-
плекса образуется AICD и короткий нетоксичный пептид p3. Амилоидогенный путь начинается с расщепления АРР
β-секретазой (ВАСЕ1) с образованием растворимого sAPPβ и связанного с мембраной С-концевого фрагмента С99,
из которого в результате действия γ-секретазы образуется Аβ и транскрипционно активный AICD. AICD, образован-
ный по α-секретазному пути связывается с другими белками и повергается протеолизу. Указаны также альтернатив-
ные сайты расщепления АРР η-секретазой, а также ε-сайт расщепления γ-секретазой.

Неамилоидогенный процесс Амилоидогенный процесс

Связывание с
 белками, 
протеолиз

Цитоплазма клеток Регуляция
генов

Регуляция миграции 
и функций клеток

Внеклеточная среда 
или внутриклеточные органеллы

Регуляция миграции
и функций клеток

Токсичные
фибриллы,

склеротические
бляшки

AICD AICD

γ- γ-
ε- ε-секретаза секретаза

α-секретаза
β-секретаза

η-секретаза

CTF83 APP CTF99

p3

sAPPα

sAPPβ
sAPPη

Aβ39‒42
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γ-секретазы. В его состав входят пресенилины 1 и
2 (PS1 и PS2), никастрин (NCT) и белки Aph-1 и
Pen-2 (для обзора см. [41]). Компонент γ-секрета-
зы PS1 также принимает участие в протеолитиче-
ском расщеплении сигнальных молекул Notch и
VEGF, играющих важную роль в развитии ЦНС
[42, 43].

При определенных патологических условиях
АРР, помимо секретаз, может также подвергаться
альтернативному протеолизу под действием каспа-
зы-3 и каспазы-8 [44]. Расщепление под действием
каспаз происходит внутри цитоплазматического
домена молекулы АРР в районе аспартата 664 (в
молекуле АРР695). Продукты протеолиза АРР кас-
пазами являются очень токсичными [45]. В нор-
мально функционирующих клетках фосфорили-
рование АРР по остатку треонина в положении 668
защищает его от действия каспаз [46]. При опре-
деленных условиях, в частности при гипоксии,
каспазы также расщепляют AICD [28], который
принимает участие в регуляции экспрессии ряда
генов, в частности амилоид-деградирующей ней-
ропептидазы неприлизина (НЕП) [47].

С момента открытия гена АРР в 1987 году [48]
достигнут значительный прогресс в понимании
его строения и регуляции в связи с патогенезом БА
[49–50]. Строение локуса гена APP является слож-
ным и содержит множество регуляторных областей,
которые объясняют изменчивость спектра его изо-
форм, а также мутаций, приводящих к усиленно-
му амилоидогенезу [51].

Регуляция системы синтеза и расщепления
АРР включает в себя также микро-РНК (для об-
зора см. [52]), список которых постоянно расши-
ряется. Их спектр изменяется при развитии ней-
родегенеративных процессов и БА [53]. В частно-
сти, показана роль miR-29a/b и miR-298 в синтезе
ВАСЕ1 и расщеплении АРР [54, 55].

РОЛЬ АРР В РАЗВИТИИ МОЗГА
И НЕЙРОНАЛЬНОЙ ПЛАСТИЧНОСТИ

Анализ последовательности белков суперсемей-
ства APP предполагает, что нормальная функция
APP связана с субстратной адгезией и межклеточ-
ными взаимодействиями [56, 57]. Отсутствие гена
АРР, а также APLP1 или APLP2 у нокаутных мышей
не влияет на их жизнеспособность, и только двой-
ные (APP–/–APLP2–/– или APLP1–/–APLP2–/–)
или тройные нокауты по этим генам приводят к
летальности в раннем постнатальном периоде
[58]. Тем не менее у APP-KO мышей наблюдается
замедленное развитие и снижение веса мозга и
тела, пониженная мышечная сила и изменение
локомоторной активности, нарушенная долго-
временная потенциация (LTP), повышенная эпи-
лептогенная готовность, а также нарушения го-
меостаза меди и липидов [59]. С другой стороны,

при трисомии 21, характерной для синдрома Дауна,
наличие трех копий гена АРР приводит к наруше-
нию развития, когнитивным изменениям и пато-
генезу БА [60].

Имеющиеся данные подтверждают, что в раз-
вивающемся мозге APP требуется для правиль-
ной миграции предшественников нейронов в за-
рождающейся кортикальной пластине [61]. Для
осуществления этой функции АРР необходимо
его связывание с белком DISC-1, и нарушение их
взаимодействия приводит к развитию шизофре-
нии [62]. Более того белки панкортины, экспрес-
сируемые в развивающихся и зрелых нейронах
головного мозга, снижают активность β-секрета-
зы, взаимодействуют с APP и регулируют мигра-
цию нейрональных клеток [63]. APP также играет
важную роль в развитии стволовых клеток по-
средством их взаимодействия с АРР связываю-
щим белком АРР-BP1. У крыс высокая экспрессия
APP-BP1 наблюдается в эмбриональном мозге и в
ранний постнатальный период (до P12) и суще-
ственно снижается с возрастом [64]. При этом во
время эмбриогенеза изоформа APP695 является
основной формой, участвующей в созревании
мозга [65]. Во взрослом мозге APP также играет
важную роль в росте аксонов и восстановлении
функций нейронов после травм [66].

Поскольку APP взаимодействует с широким
спектром белков его интерактом играет важную
роль в обеспечении сигнальных эффектов раз-
личных лигандов. Повышение уровня APP во
время синаптогенеза указывает на его роль в фор-
мировании нейрональных сетей мозга. Конфо-
кальный микроскопический анализ в первичных
нейронах показал ко-локализацию APP с синап-
тическими везикулами, где он связывается с ре-
зидентным белком синаптотагмином-1, и воз-
можно, участвует в регуляции их экзоцитоза [67].

Кроме того, APP имеет общие лиганды с белка-
ми, опосредующими активацию липопротеиновых
рецепторов (LRP), в частности, с риелином, регули-
рующим миграцию нейронов во время эмбрио-
нального развития и модулирующим синаптиче-
скую передачу во взрослом мозге [68]. Помимо
развития мозга, APP также необходим для обра-
зования нервно-мышечных соединений, где он
ко-локализован с ацетилхолиновыми рецептора-
ми [69]. Более того, АРР также взаимодействует с
сигнальным белком агрином, который необхо-
дим для формирования и поддержания функцио-
нально активных нервно-мышечных соединений
[70].

Еще одной важной нейрональной функцией
АРР является поддержание уровня кальция и его
осцилляций, необходимых для синаптической
передачи в нейрональных цепях [71]. Однако, чрез-
мерная экспрессия APP ингибирует спонтанные
осцилляции кальция в культуре кортикальных ней-
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ронов крыс и для стабилизации этого процесса
важную роль играет фосфорилирование T668 во
внутриклеточном домене APP [72].

Как было показано в исследованиях на транс-
генных животных, APP и APLP2 необходимы в
синапсах периферической и центральной нерв-
ной системы для пространственного обучения и
LTP [73]. Нокаут генов АРР и/или APLP2 не при-
водил к снижению числа нервных клеток и воз-
буждающих нейронах в переднем мозге, а также к
апоптозу или глиозу в течение всего постнаталь-
ного периода, однако у таких мышей наблюдались
существенные нарушения синаптической пластич-
ности в гиппокампе, а также дефицит обучения и
памяти. При этом повышенная возбудимость сни-
жалась при блокаде Kv7 каналов, что предполагает
участие АРР в регуляции возбудимости нейронов
через этот тип калиевых каналов [74].

Среди многочисленных физиологических функ-
ций, приписываемых APP, еще одна связана с его
ферроксидазной активностью и регуляцией гомео-
стаза железа [75]. Поскольку ионы железа регулиру-
ют экспрессию мРНК APP [76] это предполагает
наличие механизма обратной связи в регуляции
синтеза АРР. Более того, показано, что ионы меди и
цинка принимают участие в димеризации APP и
APLP, которое играет важную роль в регуляции
синаптической активности [77].

Имеются также данные о том, что АРР может
действовать как рецептор, сопряженный с G-бел-
ками, в частности Gαo [78], и посредством этих
взаимодействий АРР регулирует направленную
миграцию нейронов [79].

В нервных клетках APP локализуется не только в
плазматической мембране, но также и в митохон-
дриях в результате дерегуляции его внутриклеточ-
ного транспорта [80]. Накопление APP и Aβ, на-
блюдаемое в митохондриях клеток у трансгенных
мышей и пациентов с БА, объясняет нарушение
энергетического обмена и гибель нервных кле-
ток, приводящее к БА [81].

В дополнение к перечисленным выше функ-
циям АРР также принимает участие в регуляции
экспрессии генов как при участии его цитоплаз-
матического домена AICD (НЕП, транстиретин и
многие другие [82]), так и целой молекулы (АХЭ
[83], EGF [84], инсулин-деградирующий фермент
и деацетилазы гистонов [85]).

Анализ содержания мРНК изоформ АРР в раз-
вивающемся мозге крыс свидетельствует, что они
имеют весьма специфический временной и топо-
графический паттерн экспрессии. В первую очередь
начинает экспрессироваться изоформа APP695 в
клетках, активно участвующих в морфогенетиче-
ских событиях, в частности, в мезодермальных
клетках, дающих начало нервной трубке [86]. Са-
мая длинная изоформа APP770 появляется позже и
ограничена мезодермальными и эндодермальными

производными. Еще позже наблюдается экспрессия
APP751, которая встречается в различных участка
развивающего мозга, но с преобладанием в нерв-
ной трубке [86]. В постнатальном онтогенезе экс-
прессия АРР на уровне белка в ткани мозга посте-
пенно увеличивается с P3 до P10, снижаясь затем
к P30 и сохраняясь на этом уровне до P400. При
этом мРНК APP695 максимально экспрессируется
в структурах мозга, содержащих дифференциро-
ванные нервные клетки [65]. Повышение уровня
АРР в период активного синаптогенеза свиде-
тельствует о функциональной роли АРР в процес-
сах роста нейритов и поддержании функциональ-
ной целостности синапсов в зрелом мозге. Более
того, AICD, образующийся только из этой изо-
формы при ее амилоидогенном процессинге, яв-
ляется транскрипционно активным [87]. Также
важно отметить, что повышенное содержание бо-
лее длинных изоформ АРР, включающих KPI-до-
мен, наблюдается в обонятельных луковицах, где
имеет место интенсивный синаптогенез в ходе
всего постнатального периода, что подтверждает
их роль в установлении новых синаптических
контактов [88].

ВЛИЯНИЕ ГИПОКСИИ
НА МЕТАБОЛИЗМ АРР

Метаболизм АРР при гипоксии изменяется
довольно существенным образом, как на уровне его
мРНК, так и белкового продукта. Это подтвер-
ждено исследованиями на уровне культур нерв-
ных клеток, и на целом мозге экспериментальных
животных [89, 90]. При этом большинство исследо-
ваний свидетельствует о повышении экспрессии
АРР на уровне мРНК и АРР, а также снижении его
расщепления α-секретазой [91]. Последнее корре-
лирует с изменением паттерна экспрессии метал-
лопротеазы ADAM15 и существенным снижением
содержания мРНК ADAM17, расщепляющей АРР
по α-секретазному пути [92]. На модели ишемии
также показано, что нарушение снабжения тканей
мозга кислородом ведет к повышению уровней
мРНК АРР, а также амилоидогенной β-секретазы
в коре головного мозга крыс [93]. Гипоксия также
приводит к активации γ-секретазного комплекса
в клетках и тканях мозга [45]. В активация ВАСЕ-1
и γ-секретазы при гипоксии принимает участие
гипоксия-индуцибельного фактор HIF-1α [95].
Все эти изменения неизбежно ведут к накоплению
в ткани мозга амилоидного Аβ пептида, развитию
нейродегенеративных процессов и патогенезу БА
[96]. В связи с важной ролью АРР в формировании
клеточных контактов и синаптических связей, а
также регуляции важных нейрональных генов,
изменение содержания и процессинга АРР, вы-
званное гипоксией, имеет весьма серьезные по-
следствия для развивающегося мозга. Тем не менее,
данные по исследованию влияния пренатальной ги-
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поксии, которая является одним из наиболее ча-
сто встречающихся осложнений беременности,
на метаболизм АРР довольно единичны и не все-
гда когерентны (рис. 3).

Согласно нашим данным, однократная прена-
тальная гипоксия (Е13.5–14, 3 ч, 7% О2), приводит к
повышению уровня АРР в мозге потомства, а также
снижению содержания его растворимых эктодоме-
нов [97, 98]. Это коррелирует с нарушением ми-
грации нервных клеток в эмбриональный период
[99], замедлением развития моторных и когни-
тивных функций, снижением пластичности
нервной системы и развитием когнитивного де-
фицита у животных, перенесших пренатальную
гипоксию [100]. У таких животных также наблю-
дается нарушение архитектоники нервной ткани
в обонятельном анализаторе и снижение обоня-
тельной функции [101]. С другой стороны, другая
группа авторов показала, что более мягкая повто-
ряющаяся гипоксия в течение нескольких дней
(Е15–Е21, 4 ч, 10% О2) не приводила к изменению
содержания АРР в ткани мозга потомства и у та-
ких животных наблюдался менее выраженный
когнитивный дефицит [102]. Объяснением этому
явлению может быть тот факт, что мягкая повто-
ряющаяся гипоксия обладает эффектом прекон-
диционирования и повышает толерантность мозга
к повторному действию гипоксии, что может пре-
пятствовать повышению уровня экспрессии АРР
и снижению активности α-секретазы потомства в
результате действия повторяющейся материнской
гипоксии [92, 98]. У новорожденных детей, пере-
несших перинатальную гипоксию и погибших в
течение первых трех суток после рождения, также
имеет место существенное повышение содержа-
ния АРР особенно в тех участках мозга, в которых
отмечались гистологические повреждения [103].

Интересные данные по анализу АРР в гиппо-
кампе мозга эмбрионов мышей через 2 часа после
мягкой гипоксии матери на Е17 (2 ч, 9% О2) сви-

детельствуют о снижении содержания белкового
продукта АРР и ВАСЕ-1, при неизменном уровне
мРНК АРР [104], что может быть следствием как
довольно мягкого действия гипоксии, так и отно-
сительно короткого промежутка времени между
ее окончанием и взятием ткани для биохимиче-
ского анализа, недостаточного для изменения
экспрессии гена АРР в ткани мозга эмбриона. Бо-
лее того, авторы также обнаружили снижение со-
держания белков риелин и Disabled 1, в комплек-
се с которыми АРР регулирует миграцию нерв-
ных клеток. Дефицит этих трех белков в период
активной миграции нейронов в эмбриональном
мозге будет, несомненно, приводить к наруше-
нию их встраивания в формирующийся гиппо-
камп и нарушению его нормального созревания и
функционирования, что нередко наблюдается у
потомства, перенесшего пренатальную гипоксию
[105].

Сравнительный анализ влияния хронической
гипобарической пренатальной гипоксии (Е7–Е20,
6 ч, 11.1% О2) на содержание АРР в коре и гиппо-
кампе трансгенных мышей линии APPSwe/
PS1A246E и мышей дикого типа вывил повыше-
нии его белкового продукта после гипоксии в
обеих исследованных линиях, при этом у мышей,
моделирующих патогенез БА, это сопровожда-
лось существенным повышением образования
амилоидного пептида и усилением когнитивного
дефицита [106]. Более того, было выявлено, что
пренатальная гипоксия приводит к повышению
экспрессии β- и γ-секретаз, как у мышей дикого
типа, так и у трансгенных животных вследствие
деметилирования генов, кодирующих их после-
довательности, вызванного снижением экспрес-
сии ДНК-метилтрансферазы 3b (DNMT3b) [107].
Это объясняет повышение продукции Аβ у транс-
генных мышей после пренатальной гипоксии.
Повышение экспрессии β-секретазы, HIF-1α и
когнитивный дефицит были также обнаружены у
крыс, перенесших пренатальную гипоксию (Е20,

Рис. 3. Схематическое обобщение эффектов пренатальной гипоксии на метаболизм АРР и его последствия для разви-
вающегося организма.
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3 ч, 7% O2) в возрасте одного месяца [108]. Повы-
шение активности γ-секретазы, вызванное гипо-
ксией, также приводит к усилению образования С-
концевого фрагмента NICD, регулирующего экс-
прессию многих генов в период развития [33, 109].

Как было показано нами в многочисленных
исследованиях, пренатальная гипоксия приводит
к снижению экспрессии нейропептидазы НЕП в
коре и гиппокампе крыс, особенно выраженному
в первые три месяца постнатального онтогенеза,
что коррелирует со снижением уровня связывания
С-концевого фрагмента АРР AICD с промотером
гена НЕП [110, 111]. Эти изменения обусловлены
как повышением уровня каспаз, которые расщеп-
ляют AICD [28, 112], так и повышением уровня
деацетилаз гистонов HDAC1, которые предотвра-
щают связывание AICD с промотером гена НЕП
[113, 114]. У трансгенных мышей, экспрессирую-
щих APP(Swe)/PS1(A246E) человека, повышение
экспрессии HDAC1 сохранялось в ткани мозга по-
сле хронической пренатальной гипоксии (Е7–Е20,
2 ч в день, 11.1% О2) вплоть до 9 мес., в то время
как у мышей дикого типа оно сохранялось в тече-
ние 3 мес. [114]. Снижение экспрессии основного
амилоид-деградирующего фермента НЕП вслед-
ствие пренатальной гипоксии на фоне повышен-
ной экспрессии АРР и секретаз, расщепляющих
его по амилоидогенному пути, а также снижение
неамилоидогенной α-секретазы будет приводить к
повышенной продукции и накоплению Аβ, что
особенно ярко проявляется при использовании
трансгенных животных, экспрессирующих АРР и
пресинилины человека, в частности линии 5хFAD
[115]. Использование таких животных особенно
важно для изучения патогенного влияния гипо-
ксии на метаболизм амилоидного пептида, по-
скольку у грызунов эндогенный Аβ, из-за отличия
его аминокислотной последовательности от тако-
вого человека, не обладает способностью агреги-
ровать и образовывать токсичные комплексы [116],
хотя основные биохимические изменения систе-
мы экспрессии, синтеза и катаболизма АРР и Аβ
при гипоксии имеют универсальный характер.

Важно отметить, что обнаруженные измене-
ния экспрессии ДНК-метилтрансфераз и деаце-
тилаз гистонов в ткани мозга животных, перенес-
ших пренатальную гипоксию, свидетельствуют о
том, что она приводит к серьезным изменениям
на генетическом уровне, которые, несомненно,
будут влиять на характер экспрессии нейрональ-
ных генов в ходе всего постнатального развития
животных и приводить к нарушению формирова-
ния мозга и развитию нейродегенеративных забо-
леваний, включая БА [117].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты исследований действия пренаталь-

ной гипоксии на метаболизм АРР и состояние
нервной системы экспериментальных животных
в постнатальном онтогенезе поддерживают гипо-
тезу о том, что перенесенные в пренатальном и
раннем постнатальном периодах заболевания и
стрессы изменяют программу генетического раз-
вития и запускают каскады реакций, в том числе
на генетическом уровне, предрасполагающие к
развитию спорадической формы БА [118]. Дан-
ные литературы убедительно свидетельствуют о
том, что гипоксия, а также ишемия мозга ведут к
сдвигу процессов амилоидного метаболизма в сто-
рону накопления амилоидного пептида, и в связи с
этим любые нарушения снабжения мозга кислоро-
дом являются факторами риска развития БА. В на-
стоящее время ведется активный поиск средств
профилактики патогенного действия гипоксии, в
том числе в пренатальный период, а также его
компенсации [110, 111, 117]. Одним их таких подхо-
дов является гипоксическое прекондиционирова-
ние, которое, как показывают наши исследования,
способно предотвращать изменение уровня экс-
прессии АРР, ферментов, катаболизирующих
АРР по неамилоидогенному пути, а также амило-
ид-деградирующих ферментов [92, 98]. Дальней-
шие исследования как нормальной физиологии и
функций АРР и Аβ, так и молекулярных механизмов
патогенеза БА, в частности, эффектов пренатальных
стрессоров, поможет расширить сложившиеся на
сегодняшний день представления о причинах воз-
никновения этого и других нейродегенеративных
заболеваний, и разработать персонализирован-
ную систему их профилактики и лечения.
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Effect of Prenatal Hypoxia on Amyloid Precursor Protein Metabolism

N. N. Nalivaevaa, b

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, RAS, St. Petersburg, Russia
b Pavlov Institute of Physiology, RAS, St. Petersburg, Russia

The constitutive transmembrane amyloid precursor protein (APP) is not only one of the determining factors
in the pathogenesis of Alzheimer’s disease (AD) but also an important regulatory protein that determines the
development of the nervous system and its normal functioning, starting from the earliest stages of embryo-
genesis. The products of proteolytic cleavage of APP, including its N-terminal fragments, amyloid peptide
Aβ, as well as the intracellular domain AICD, have a number of important properties that determine the mi-
gration of nerve cells, synaptogenesis, plasticity of nervous tissue, functioning of ion channels and intracellu-
lar signalling, as well as the expression of neuronal genes. The character of APP expression and its metabolism
in the embryonic period and the effect on these processes of various adverse factors including hypoxia deter-
mine not only the dynamics of brain development but also the nature of its functioning during the entire post-
natal life of the individuals. The objective of this review is critical analysis of accumulated data on the effect
of prenatal hypoxia on the level of APP expression and its metabolism in nervous tissue, as well as on the de-
velopment of AD pathogenesis.

Keywords: amyloid precursor protein, Alzheimer’s disease, hypoxia, nervous system, neurodegeneration, ontogen-
esis, prenatal hypoxia, proteolysis, development
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В настоящем исследовании было проведено изучение влияния нейропротективного метода трех-
кратной умеренной гипобарической гипоксии, предъявляемой на 8–10 сут постнатального разви-
тия, на содержание серотониновых рецепторов 7-го типа (5HT7R), уровень мРНК глюкокортико-
идных рецепторов (nr3c1), глюкокортикоид-зависимых генов рецептора кортиколиберина 1го типа
(crhr1) и α7 субъединицы рецептора ацетилхолина (chrna7) в гиппокампе 2-недельных контрольных
крысят и крысят, перенесших пренатальную гипоксию (ПГ). ПГ вызывает увеличение содержания
белка 5HT7R, а также ведет к уменьшению количества мРНК как глюкокортикоидных рецепторов
(nr3c1), так и мишеней глюкокортикоид-зависимой транскрипции (crhr1, chrna7) в гиппокампе. Се-
ансы 3 УГГ вызывают снижение экспрессии 5HT7R на уровне белка в гиппокампе ПГ крысят до
контрольного уровня, не влияя на этот показатель у контрольных животных. 3 УГГ не оказывает
влияние на содержание мРНК nr3c1, crhr1 и chrna7 в гиппокампе контрольных и ПГ крысят. Резуль-
таты свидетельствуют о том, что стимуляция мозга крыс в раннем неонатальном периоде сеансами
умеренной гипоксии не является достаточно эффективным методом предотвращения в раннем он-
тогенезе нарушений глюкокортикоидной системы гиппокампа, вызванных пренатальной гипокси-
ей, однако позволяют предположить отсроченные корректирующие эффекты данного метода.

Ключевые слова: пренатальная гипоксия, умеренная гипобарическая гипоксия, гиппокамп, 5HT7R, глю-
кокортикоидные рецепторы, глюкокортикоид-зависимая транскрипция
DOI: 10.31857/S1027813322030128

ВВЕДЕНИЕ
Ранний онтогенез – период пренатального и

раннего постнатального развития, является наи-
более значимым этапом для настройки функций
клеток мозга [1, 2]. В отличие от зрелого организма,
повреждающее действие на который приводит к
нарушению функционирования уже сформировав-
шейся структуры, патологические воздействия в
пренатальном периоде вызывают изменения на-
стройки порогов чувствительности сигнальных си-
стем развивающегося организма, которые сохра-
няются на протяжении дальнейшей жизни [3–5].
Проявляясь в младенчестве в нарушении физиче-
ского, эмоционального и умственного развития
ребенка, последствия пренатального стресса со-
храняются у взрослых часто в латентной форме,
усугубляясь с возрастом [6–9].

Особенно опасным стрессовым фактором в
раннем онтогенезе является гипоксия [7, 10]. Ра-

нее нами было показано, что гипоксические эпи-
зоды, предъявляемые беременным самкам крыс
на 14–16 сут гестации, в период формирования
гиппокампа плода, вызывают устойчивые нару-
шения функционирования глюкокортикоидной
системы потомства [10], выражающиеся в наруше-
нии экспрессии глюкокортикоидных рецепторов в
гиппокампе, снижении глюкокортикоид-зависи-
мой транскрипции [4], ослаблении экстрагипота-
ламического контроля над глюкокортикоидной
отрицательной обратной связью и, как следствие,
увеличении базального уровня кортикостерона
[10]. Данные особенности проявляются на протя-
жении всей жизни и ведут к ослаблению перифери-
ческой рецепции глюкокортикоидов и, следова-
тельно, нарушению реализации глюкокортикоид-
зависимых функций, сопровождаясь дисфункцией
медиаторных систем мозга.

Известно, что стимуляция клеток гиппокампа
серотонином, вырабатываемым проекциями дор-
сальных ядер шва [11], вовлекается в обеспечение
стабильной экспрессии глюкокортикоидных ре-
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цепторов [12]. Было показано, что эффектив-
ность выброса серотонина может быть увеличена
сеансами краткосрочной гипоксии за счет деполя-
ризации клеточных мембран [13]. В рамках иссле-
дований, направленных на изучение эффектов
нейропротективных методов пре- и постконди-
ционирования было выявлено, что сеансы уме-
ренной гипобарической гипоксии способствуют
нормализации экспрессии глюкокортикоидных
рецепторов у взрослых крыс, подвергавшихся гипо-
ксии и тяжелому психоэмоциональному стрессу
[14, 15]. Поэтому нами было сделано предположе-
ние о возможности использования трехкратной
умеренной гипобарической гипоксии с целью пе-
репрограммирования функциональной активно-
сти клеток гиппокампа крыс, переживших прена-
тальную гипоксию. Настоящее исследование было
направлено на проверку этой гипотезы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные и модель пренатальной гипоксии. Ра-
бота выполнена на взрослых самках крыс линии
Wistar весом 300–350 г и их потомстве. Животные
были получены из Биоколлекции Института физио-
логии им. И.П. Павлова РАН и содержались в лабо-
раторных условиях при свободном доступе к воде и
пище. При проведении экспериментов соблюда-
лись требования, сформулированные в Директивах
Совета Европейского сообщества (86/609/EEC) об
использовании животных для экспериментальных
исследований. Протоколы опытов были утверждены
комиссией по гуманному обращению с животными
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Для создания ПГ беременных самок помещали
трижды (на 14, 15 и 16 сут беременности) в баро-
камеру проточного типа и снижали давление до
180 мм рт. ст, что соответствует 5% нормобариче-
ского кислорода. Длительность каждого воздей-
ствия составляла 3 ч, интервал между воздействи-
ями – 24 ч. Перед рождением потомства беремен-
ных крыс рассаживали по отдельным клеткам, и в
дальнейшем каждый помет содержался отдельно.

Последующая работа производилась на детены-
шах самцах. Половину контрольных и ПГ крысят
подвергали трем сеансам умеренной гипобариче-
ской гипоксии (3 УГГ). Для создания 3 УГГ на 8, 9 и
10 сут постнатального периода крысят помещали
в барокамеру проточного типа и снижали давле-
ние до 360 мм рт. ст, что соответствует 10% нормоба-
рического кислорода. Длительность каждого воз-
действия составляла 2 часа, интервал между воз-
действиями – 24 ч. После каждого воздействия
крысят возвращали в материнскую клетку. С це-
лью стандартизации условий контрольных и ПГ
животных, не подвергавших сеансам 3 УГГ, также
помещали в барокамеру по аналогичному прото-
колу, но не снижали давление.

Таким образом, эксперименты проведены на 4
группах крыс: 1) контроль; 2) ПГ; 3) контроль + 3
УГГ; 4) ПГ + 3 УГГ (для каждой группы n = 5).

Подготовка проб мозга для анализа. Гиппокамп
2-недельных крысят быстро извлекали и замора-
живали для дальнейшей экстракции и анализа
белков интереса методом вестерн блоттинга либо
помещали в тризол (BC032, ExtractRNA, Евроген,
Россия) для экстракции РНК и последующего ко-
личественного анализа мРНК интереса.

Вестерн блоттинг. Для экстракции белков гип-
покампы 2-недельных крысят гомогенизировали
в ручном гомогенизаторе стекло–стекло в 50 мМ
Трис-HCl буфере (pH 8.0), содержащем 150 мМ
NaCl, 1% тритон Х-100, коктейль ингибиторов
протеаз и фосфатаз (78440, Thermo Scientific,
США), инкубировали на качалке 30 мин при темпе-
ратуре +4°С, после чего центрифугировали 10 мин
при 14000 g, отбирали супернатант и кипятили
5 мин с трехкратным буфером Лэммли.

Белки полученных тотальных лизатов гиппо-
кампа разделяли методом электрофореза в полиа-
криламидном геле по Лэммли и осуществляли пе-
ренос на PVDF мембрану (Thermo Scientific, США).
Далее, после блокировки в течение 1 часа в рас-
творе 5% сухого молока на Трис-NaCl буфере
(TBS, pH 7.4), мембраны инкубировали с моно-
клональными кроличьими антителами против
5HT7R (1 : 1000, ab128892, Abcam, США) и с поли-
клональными кроличьими антителами против
β-актина (1 : 2000, a2066, Sigma Ald., США) в те-
чение 2 ч при комнатной температуре. Мембраны
отмывали в TBST буфере и инкубировали с ко-
зьими противокроличьими HRP-антителами
(0.25 мкг/мл, a16096, Thermo Scientific, США) в
течение 1 часа при комнатной температуре. По-
сле серии отмывок в буфере TBS, содержащем
0.1% Tween-20, осуществляли визуализацию белков
интереса с применением хемилюминесцентного
набора Clarity ECL (Bio-Rad, США) и используя
систему документирования ChemiDoc MP Imag-
ing System (Bio-Rad, США). Количественный
анализ содержания белка 5HT7R проводили с ис-
пользованием программы ImageJ (NIH, Bethesda,
MD, США) нормируя данные на содержание β-
актина.

Выделение и очистка РНК, обратная транскрип-
ция и количественная ПЦР в реальном времени.
Общую РНК из гиппокампа 2-недельных крысят
изолировали, используя набор ExtractRNA (BC032,
Евроген, Россия), очищали от ДНК с применением
наборов DNaseI (EN0521, ThermoFisher, США) и
CleanRNA Standard (BC033, Евроген, Россия) со-
гласно инструкциям производителя. Синтез кДНК
проводили из 1 мкг тотальной РНК используя на-
бор MMLV Reverse Transcription Kit (SK021, Евро-
ген, Россия). Количественную ПЦР в реальном
времени проводили, используя набор qPCRmix-HS
SYBR + LowROX (Евроген, Россия) на амплифика-
торе Real-Time CFX96 (Bio-Rad, США). Последова-
тельности праймеров, температуры плавления и
размеры фрагментов представлены в табл. 1.

Уровни содержания мРНК глюкокортикоид-
ного рецептора (nr3c1), глюкокортикоид-зависи-
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мых генов рецептора кортиколиберина 1го типа
(crhr1) и α7 субъединицы рецептора ацетилхолина
(chrna7), нормированные на содержание мРНК β-2
микроглобулина (b2m) в качестве референса, бы-
ли исследованы с использованием ΔΔCt метода.

Статистическая обработка результатов. Резуль-
таты обрабатывали с помощью пакетов анализа
данных STATISTICA 7.0 Stat Soft, Inc и Microsoft
Excel’2003, используя непараметрический U-крите-
рий Манна–Уитни. Изменения считали достовер-
ными при p ≤ 0.05. Все результаты представлены в
виде среднего арифметического ± SEM (standard
error of mean).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки влияния сеансов 3 УГГ на количе-

ство серотониновых рецепторов 5HT7R в гиппо-
кампе 2-недельных крысят, переживших ПГ, мы
использовали метод вестерн блоттинг. ПГ вызы-
вает увеличение количества 5HT7R по сравнению
с контролем (185% от контроля) (рис. 1). Сеансы
3 УГГ не влияют на количество 5HT7R в гиппо-
кампе контрольных крысят (113% от контроля),
но вызывают снижение их количества у крысят,
переживших ПГ (125% от контроля) (рис. 1).

Для оценки влияния сеансов 3 УГГ на уровень
экспрессии гена глюкокортикоидных рецепторов
(nr3c1) и эффективность глюкокортикоид-зави-
симой экспрессии генов (crh1r, chrna7) [16] в гип-
покампе 2-недельных ПГ крысят был осуществ-
лен количественный анализ мРНК этих генов. ПГ
вызывает уменьшение количества nr3c1 по срав-
нению с контролем (51% от контроля) (рис. 2а),
что сопровождается уменьшением содержания
мРНК глюкокортикоид-зависимых генов crh1r
(рис. 2б) и chrna7 (рис. 2в) (25% и 35% от контро-
ля, соответственно). Сеансы 3 УГГ не влияют на
уровень экспрессии nr3c1 (рис. 2а) и глюкокорти-
коид-зависимую транскрипцию (рис. 2, б, в) ни у
контрольных крысят, ни у крысят, подвергав-
шихся ПГ.

В настоящее время известным является факт
того, что серотонинергическая стимуляция ней-
ронов гиппокампа опосредованно через серото-
ниновые рецепторы 5HT7R приводит к увеличе-

нию количества глюкокортикоидных рецепторов
NR3C1 [12]. Ранее нами было показано, что пато-
гномоничным и опосредующим эндокринные
эффекты пренатальной гипоксии симптомом яв-
ляется хроническое снижение количества NR3C1
и экспрессии генов, регулируемых данным тран-
скрипционным фактором, в нейронах гиппокам-
па, сопровождающееся стабильным увеличением
уровня кортикостерона в плазме крови [10]. Как

Таблица 1. Праймеры, использованные для количественной ПЦР в реальном времени

Ген Праймеры 5'–3'
Температура 

плавления Т, °С
Размер

продукта, п. н. 

Бета-2-микроглобулин
(b2m)

Forward TGCCATTCAGAAAACTCCCC
Reverse GAGGAAGTTGGGCTTCCCATT

57 73

Глюкокортикоидный 
рецептор (nr3c1)

Forward ATCATACAGACAATCAAG
Reverse TACTCTTCATAGGATACC

55 156

Рецептор кортиколиберина 
1го типа (crhr1)

Forward CGTCTTCATCTACTTCAACTC
Reverse GGACCTCACTGTTCAGAA

62 86

α7-субъединица рецептора 
ацетилхолина (chrna7)

Forward CTCTTGGAATAACTGTCTT
Reverse CGAAGTATTGTGCTATCA

55 105

Рис. 1. Гистограмма (а) и фотография результатов ана-
лиза содержания белка 5HT7R методом вестерн блот-
тинга (б) в гиппокампе 2-недельных контрольных кры-
сят и крысят, переживших ПГ на 14–16 сут эмбриогене-
за, с последующими сеансами 3 УГГ на 8–10 сут
постнатального развития либо без них. Данные норми-
рованы на количество белка β-актина и представлены в
% от контроля. * Различия с контролем статистически
достоверны, р ≤ 0.05 (U-критерий Манна–Уитни).
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показано в настоящем исследовании, базальное
количество 5HT7R в гиппокампе крысят, подвер-
гавшихся пренатальной гипоксии, увеличено, что
может быть рассмотрено как компенсаторный
эффект недостаточного количества NR3C1 или
же как следствие недостаточной серотониновой
стимуляции исследуемой структуры мозга.

Вопреки нашему предположению, согласно ко-
торому увеличение серотониновой стимуляции
гиппокампа вследствие сеансов умеренной гипо-
барической гипоксии должно способствовать нор-
мализации уровня NR3C1 в этой структуре мозга
крыс, переживших ПГ [11–15], гипотеза не оправ-
далась. Характерный для гипоксических состояний
усиленный выброс серотонина [13] при изначально
высоком уровне 5HT7R в гиппокампе ПГ крыс в
ответ на сеансы умеренной гипоксии не привел ни
к коррекции экспрессии глюкокортикоидных ре-
цепторов NR3C1, ни, соответственно, к нормали-
зации глюкокортикоид-зависимой транскрипции.
Таким образом, сеансы умеренной гипоксии,
предъявляемой на 8–10 сут постнатального онтоге-
неза ПГ крысятам, не оказались в полной мере эф-
фективным подходом для коррекции дисфункции
глюкокортикоидной системы в гиппокампе разви-
вающихся крыс, перенесших пренатальную гипо-
ксию, однако способствовали нормализации коли-
чества серотониновых рецепторов.

Известно, что глюкокортикоиды негативно
регулируют продукцию серотонина в ядрах шва
[16]. При этом ядра шва у крыс формируются су-
щественно раньше предъявляемых нами сеансов
гипоксии [1] и, в отличие от гиппокампа, их раз-
витие не должно быть подвержено влиянию
стрессорного ответа материнского организма на
гипоксию. В связи с этим наблюдаемое в данной
работе увеличение экспрессии 5HT7R в гиппокам-
пе крыс, подвергавшихся пренатальной гипоксии,
может свидетельствовать о наличии дефицита серо-
тониновой стимуляции данной структуры мозга
вследствие избыточной глюкокортикоид-зависи-
мой транскрипции в ядрах шва и, как следствие,
ослабления синтеза и усиления деградации серо-
тонина в этой структуре мозга. В свою очередь,
нормализация количества 5HT7R в гиппокампе
сеансами умеренной гипоксии животных, пере-
несших пренатальную гипоксию, вероятно отра-
жает нормализацию активности серотониновой
системы с помощью этого подхода.

В связи с существенной ролью серотонинерги-
ческой системы мозга в развитии депрессивных
расстройств [17, 18], дальнейшие детальные ис-
следования особенностей взаимодействия серо-
тонинергической и глюкокортикоидной систем в
мозге крыс, подвергавшихся пренатальной гипо-
ксии, позволят прояснить конкретные механизмы

Рис. 2. Относительное содержание мРНК глюкокортикоидного рецептора nr3c1 (а) и глюкокортикоид-зависимых генов
рецептора кортиколиберина 1го типа crhr1 (б) и α7 субъединицы рецептора ацетилхолина chrna7 (в) в гиппокампе 2-недельных
контрольных крысят и крысят, переживших ПГ на 14–16 сут эмбриогенеза, с последующими сеансами 3 УГГ на 8–10 сут
постнатального развития либо без них. Данные нормированы на количество мРНК бета-2 микроглобулина b2m и представ-
лены в % от контроля. * Различия с контролем статистически достоверны, р ≤ 0.05 (U-критерий Манна–Уитни).
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формирования предрасположенности к депрессии
в результате нарушений пренатального онтогенеза.
Исследования отсроченных эффектов сеансов уме-
ренной гипоксии на функциональную активность
ядер шва, рецепцию серотонина экстрагипотала-
мическими структурами мозга и устойчивость
животных к стрессовым воздействиям позволят
прояснить значимость нормализации количества
гиппокампальных серотониновых рецепторов в
коррекции последствий пренатальной гипоксии.
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Possible Correction of Impaired Hippocampal Glucocorticoid System
in Rats Induced by Prenatal Hypoxia

O. V. Vetrovoya, b, V. A. Stratilova, E. V. Lomertc, and E. I. Tyulkovaa

a Pavlov Institute of Physiology, RAS, St. Petersburg, Russia
b St. Petersburg University, St. Petersburg, Russia

c Institute of Cytology, RAS, St. Petersburg, Russia

In 2-weeks old rat pups we studied an effect of neuroprotective treatment by triple mild hypobaric hypoxia
(3MHH), which has been applied on days 8-10th of postnatal development, on the content of serotonin re-
ceptors of type 7 (5HT7R), relative mRNA levels of glucocorticoid receptors (nr3c1) and also glucocorticoid-
dependent genes of the CRH receptor of type 1 (crhr1) and α7 subunits of acetylcholine receptor (chrna7) in
the hippocampus of control rat pups and pups that survived prenatal hypoxia (PH). PH leads to an increase
in the 5HT7R levels but decreases levels of mRNA of the glucocorticoid receptor (nr3c1) gene, as well as of
mRNA of the glucocorticoid-dependent genes (crhr1, chrna7) in the hippocampus. Three sessions of mild
hypoxia reduced the levels of 5HT7R in rat hippocampus to the control but did not affect those parameters
in the control group. 3MHH did not affect the levels of nr3c1, crhr1 and chrna7 mRNA in the hippocampus
of the control and PH rat pups. The results indicate that stimulation of rat brain in the perinatal period by three
sessions of mild hypoxia is not a sufficiently effective method for correcting the changes in the hippocampal glu-
cocorticoid system, caused by prenatal hypoxia but suggest possible delayed beneficial effects of this method.

Keywords: prenatal hypoxia, mild hypobaric hypoxia, hippocampus, 5HT7R, glucocorticoid receptors, glucocorti-
coid-dependent transcription
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ВЛИЯНИЕ ПРЕНАТАЛЬНОГО СТРЕССА НА АКТИВНОСТЬ 
ГЛУТАТИОНЗАВИСИМЫХ АНТИОКСИДАНТНЫХ ФЕРМЕНТОВ

В СУБКЛЕТОЧНЫХ ФРАКЦИЯХ НЕЙРОНОВ И НЕЙРОГЛИИ 
НЕОКОРТЕКСА У КРЫС В ПЕРИОД ИНТЕНСИВНОЙ МИЕЛИНИЗАЦИИ
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Исследовали влияние пренатального стресса на активность глутатионзависимых ферментов в суб-
клеточных фракциях нейронов и нейроглии неокортекса у крыс-самцов в возрасте 20 дней (в пери-
од интенсивной миелинизации). У пренатально стрессированных животных по сравнению с кон-
трольными животными выявлены следующие изменения. Активность глутатионпероксидазы
(КФ 1.11.1.9) в цитозоле и ядерной фракции нейронов и нейроглии возрастала, а в митохондриаль-
ной фракции снижалась. Активность глутатионредуктазы (КФ 1.8.1.7) возрастала в цитозоле и
фракции ядер нейроглии. Активность глутатионтрансферазы (КФ 2.5.1.18) увеличивалась в мито-
хондриях нейронов и цитозоле нейроглии и снижалась в ядерной фракции нейронов и в митохон-
дриях нейроглии. Высказано предположение, что изменения в активности исследованных фермен-
тов в субклеточных фракциях нейронов и нейроглии неокортекса, выявленные у пренатально
стрессированных крысят в возрасте 20 дней, негативно влияют на процессы миелинизации в не-
окортексе, и могут способствовать ускоренному старению и развитию нейродегенеративных забо-
леваний у взрослых животных.

Ключевые слова: пренатальный стресс, глутатионпероксидаза, глутатионредуктаза, глутатион-
трансфераза, нейроны, нейроглия, субклеточные фракции, миелинизация
DOI: 10.31857/S102781332203013X

ВВЕДЕНИЕ
Многочисленные исследования стрессорных

воздействий на нейроглиальные взаимосвязи вы-
явили критически важные периоды в процессах
нейрогенеза и глиогенеза. Нарушение формирова-
ния нейроглиальных комплексов в такие периоды,
несомненно, сказывается и на функционировании
взрослого организма. Последствием данного на-
рушения будут изменения дифференцировки коры
в процессе пренатального онтогенеза [1]. Крыса
является удобным модельным объектом для ис-
следования этих процессов, поскольку у данного
животного хорошо изучены критические периоды
как пре- так и постнатального онтогенеза. Одним из
таких периодов формирования неокортекса для
крысы считается период второй и третьей недели
постнатального развития. Отмечается, что к 20
дням у крысят фиксируется максимальная иссле-
довательская активность [2]. В это же время вес
неокортекса у крыс наряду с другими структура-

ми мозга достигает максимальных значений [2].
Показано, что рост тел нейронов в коре заверша-
ется к 17–20-му дням. В эти же сроки происходит
интенсивная миелинизация в глубоких слоях ко-
ры, кроме того в первые 3 недели постнатального
развития происходит интенсивный синаптоге-
нез, а также к концу 3-ей недели постнатального
развития устанавливается максимальное потреб-
ление кислорода в мозге [3].

Как известно, одним из последствий воздей-
ствия пренатального стресса (ПС) является гене-
рация чрезмерного количества активных форм
кислорода (АФК), осуществляемая различными
механизмами. Орган-специфический ответ зави-
сит от относительного баланса между генерацией
АФК и антиоксидантными ресурсами клетки [4,
5]. В работе Флерова и соавт. [6] не было выявлено
отличий в уровне диеновых конъюгатов и основа-
ний Шиффа в неокортексе у пренатально стресси-
рованных крыс в возрасте 20 дней по сравнению с
контрольной группой того же возраста. Однако,
при исследовании нейронов и нейроглии, выде-
ленных из неокортекса у пренатально стрессиро-

* Адресат для корреспонденции: 199034 Россия, Санкт-Пе-
тербург, наб. Макарова, д.6, e-mail: pritvorovaav@infran.ru.

УДК 577.151.63

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
РАБОТЫ

EDN: QJFFLW
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ванных крыс в возрасте 20 дней, уровни диеновых
и триеновых конъюгатов и оснований Шиффа
оказались сниженными в нейроглии по сравнению
с контрольной группой. В этом же исследовании
было обнаружено повышение уровня окислитель-
ной модификации белков, как в нейронах, так и в
нейроглии у пренатально стрессированных 20-днев-
ных самцов крыс по сравнению с контролем. При
этом активность такого антиоксидантного фер-
мента как Cu-Zn-супероксиддисмутаза была ни-
же в нейронах, а в нейроглии не изменялась [7].

В предыдущем нашем исследовании [8] нами
были выявлены изменения в активности глутатион-
зависимых антиоксидантных ферментов в нейронах
и нейроглии у взрослых пренатально стрессирован-
ных крыс. Однако эти изменения, несомненно, яв-
ляются результатом процессов, протекающих на
более ранних стадиях пре- и постнатального он-
тогенеза, в особенности в критические периоды.

В связи с этим целью данной работы было изуче-
ние активности антиоксидантных глутатионзави-
симых ферментов в субклеточных фракциях нейро-
нов и нейроглии у пренатально стрессированных
крысят в возрасте 20 дней, который является крити-
чески важным для процессов нейрогенеза и глиоге-
неза и формирования неокортекса.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ.

Работа проведена на животных из питомника
Института физиологии им. И.П.Павлова РАН, с со-
блюдением рекомендаций по этике работы с живот-
ными, предложенными Directive 2010/63/ЕU of the
European Parliament and of the Council on the pro-
tection of animals used for scientific purposes. Опыты
проводили на крысах линии Wistar. Животные со-
держались в стандартных условиях вивария при
12-часовом световом режиме и свободном досту-
пе к пище и воде. Все манипуляции с животными
проводили в период с 9 до 11 ч утра.

Для получения пренатально стрессированного
потомства первородящих беременных самок (воз-
раст 5 мес., вес 250–270 г) подвергали одночасо-
вому иммобилизационному стрессу в условиях
повышенной освещенности с 15-го по 19-й день
гестации [9]. В эксперименте использовано 12 са-
мок (6 самок – контрольная группа, 6 самок –
группа, подвергавшаяся стрессу), к которым под-
саживали самцов (1 самец к 3 самкам). У самок
ежедневно брали мазки с целью определения фазы
эстрального цикла. Нулевым днем беременности
считали день, когда в вагинальном мазке самки,
находящейся в стадии эструса, обнаруживались
сперматозоиды. На 18-й день беременности са-
мок рассаживали по отдельным клеткам, где они
находились до родов и в процессе выкармливания
потомства. Далее из каждого помета отбирали

случайным образом (без использования слепого
метода) по 4 самца в возрасте 20 дней.

Крыс-самцов декапитировали, из черепной
коробки извлекали мозг, из которого на льду вы-
деляли неокортекс обоих полушарий от 4 особей
в одну пробу, всего 6 проб (n = 6). Таким образом,
в эксперименте использовалось 48 самцов крыс
(24 крысы – контрольная группа, 24 крысы – пре-
натально стрессированная (ПС) группа).

Клеточные фракции, обогащенные нейронами
и нейроглией, выделяли по методу Селлинджера
в модификации Флерова [10]. Принцип метода
заключается в получении клеточной суспензии с
последующим выделением и очисткой нейрональ-
ной и нейроглиальной фракций ультрацентрифу-
гированием (ультрацентрифуга VAC-60, ротор
SWOUT 50×3, Германия) в градиенте плотности
сахарозы и фиколла (сахароза, “Вектон”, Россия;
Ficoll 400, “Merck”, Германия). При этом клеточ-
ную суспензию получали путем дезинтеграции
ткани при пропускании ее через нейлоновые и
металлические сита с последовательно уменьшаю-
щимся размером пор. Для облегчения дезинтегра-
ции ткань предварительно обрабатывали раствором
поливинилпирролидона (PVP-K30, “Merck”, Гер-
мания). После выделения фракции нейронов и
нейроглии отмывали от сахарозы физиологиче-
ским раствором и затем центрифугировали в те-
чение 10 минут в центрифуге при 3500g (центри-
фуга Eppendorf 5430R, Германия). Полученный
осадок гомогенизировался (гомогенизатор Пот-
тера, Sartorius, Германия), в 1 мл 0.25 М растворе
сахарозы, содержащем 1 мМ ЭДТА (“Вектон”,
Россия), рН 7,4 (для нейронов), или в эквивалент-
ном объему осадка объеме 0.25 М раствора сахарозы,
содержащем 1 мМ ЭДТА, рН 7.4 (для нейроглии).
Далее выделение субклеточных фракций произ-
водилось стандартным методом дифференциаль-
ного центрифугирования как описано ранее [11].

Активность ферментов глутатионпероксидазы
(ГПО), глутатионредуктазы (ГР) и глутатионтранс-
феразы (ГТ) определялась с помощью наборов
(Glutathione Peroxidase Assay Kit CatNo:EGPX-100,
Glutathione Reductase Kit CatNo:ECGR-100, Glu-
tathione S-transferase Assay Kit CatNo:DGST-100,
BioAssay Systems, USA) на фотометре Thermo Sci-
entific multiscan fs, USA. За единицу активности
исследованных ферментов принимали количе-
ство нмолей продукта реакции, образовавшегося за
1 мин в расчете на 1 мг белка (нмоль/мин/мг белка).
Количество общего белка определялось по мето-
ду Лоури.

Статистическая обработка полученных резуль-
татов производилась с использованием критерия
сравнения U (Манна–Уитни) в программе “IBM
SPSS Statistics 21”. Проверку нормальности рас-
пределения значений рассматриваемых групп
проводили с помощью критерия Шапиро–Уилка
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(Shapiro–Wilks test). Проверку статистических ги-
потез проводили при уровне значимости р < 0.05.
При описании количественных данных исполь-
зовались следующие показатели: Ме – медиана,
IQR – интерквартильный размах между значени-
ями 25–75 перцентилей.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Данные, полученные при исследовании актив-

ности ферментов глутатионового пула в цитозо-
ле, фракциях ядер и митохондрий нейронов и
нейроглии в контрольной группе крыс в возрасте
20 дней, представлены в табл. 1.

Из трех исследованных ферментов в цитозоле
нейронов активность у ГР не проявлялась. Во
фракции ядер была выявлена активность ГР и ГТ,
а активность ГПО не проявлялась. В митохондри-
альной фракции нейронов не выявлена актив-
ность ГР и ГТ.

В цитозоле нейроглии активность ГПО и ГТ
была ниже по сравнению с нейронами, кроме то-
го была выявлена активность ГР в отличие от

нейронов (р < 0.05). В ядерной фракции нейро-
глии активность всех трех ферментов была более
высокой по сравнению с активностью ферментов
в ядерной фракции нейронов (р < 0.05). Во фрак-
ции митохондрий нейроглии активность ГПО
была более низкой, чем у нейронов во фракции
митохондрий (р < 0.05). Активность ГР во фрак-
ции митохондрий нейроглии не выявлена также,
как и в митохондриальной фракции нейронов. Но
была выявлена активность ГТ во фракции митохон-
дрий нейроглии. Следует отметить на порядок бо-
лее высокую активность ГПО в митохондриальной
фракции как нейронов, так и нейроглии, по срав-
нению с активностью данного фермента во всех
других фракциях. Также обращает на себя внима-
ние отсутствие активности ГР в митохондриаль-
ной фракции как нейронов, так и нейроглии.

Изменение активности исследованных фер-
ментов в субклеточных фракциях нейронов и
нейроглии у пренатально стрессированных крыс
в возрасте 20 дней показано в табл. 2.

У пренатально стрессированных животных в
цитозоле нейронов активность ГПО повышалась

Таблица 1. Активность глутатионпероксидазы (ГПО), глутатионредуктазы (ГР) и глутатионтрансферазы (ГТ)
(нмоль/мин/мг белка) в субклеточных фракциях нейронов и нейроглии неокортекса контрольных крыс в воз-
расте 20 дней, Me(IQR), (n = 6 во всех группах)

Примечание: Ме(IQR),где Ме – медиана, IQR – интерквартильный размах между значениями 25–75 перцентилей, Ц – ци-
тозоль, Я – фракция ядер, М – фракция митохондрий, ND – активность не определялась, # отличие нейроглии от нейронов
при р < 0.05

Нейроны Нейроглия

Ц Я М Ц Я М

ГПО 27.7
(18.5–38.9) ND 401.5

(229–574)
6.17

(1.8–9.7)#
21.3

(11.1–40.8)#
137.0

(114–229)#

ГР ND 13.1
(8.8–17.6) ND

14.3
(0–17.9)#

28.1
(25–31.2)# ND

ГТ 7.9
(7.8–11.5)

2.1
(0–2.7) ND

1.1
(1.06–1.19)#

9.2
(9.2–9.6)#

17.3
(13.8–34.6)#

Таблица 2. Активность глутатионпероксидазы (ГПО), глутатионредуктазы (ГР) и глутатионтрансферазы (ГТ)
(нмоль/мин/мг белка) в субклеточных фракциях нейронов и нейроглии неокортекса пренатально стрессирован-
ных крыс в возрасте 20 дней, Me(IQR), (n = 6 во всех группах)

Примечание: Условные обозначения как в табл. 1. * Отличие группы пренатально стрессированных крыс от группы контроля
при р < 0.05

Нейроны Нейроглия

Ц Я М Ц Я М

ГПО 305.5
(305.5–496)*

9.2
(5.1–10.2)* ND* 99.4

(66.9–121.6)*
85.1

(76.1–107.7) * ND*

ГР ND 11.6
(10.0–19.6) ND 22.4

(16.1–29.5)*
35.4

(19.6–41.2) ND

ГТ 8.6
(6.9–9.5) ND* 27.7

(15.6–44.9)*
5.2

(4.8–5.9)*
9.9

(6.4–12.7)
5.2

(0–6.4)*
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в 10 раз по сравнению с контролем, активность ГР
так же, как и в контроле, не проявлялась, а актив-
ность ГТ не изменялась по сравнению с контро-
лем. Во фракции ядер нейронов в отличие от кон-
троля выявлена активность ГПО, а активность ГР
не имела достоверных отличий от контроля, тогда
как активность ГТ выявлена не была. В митохон-
дриальной фракции нейронов ПС животных актив-
ность ГПО и ГР не выявлялась, тогда как актив-
ность ГТ, в отличие от контроля, была определяема.

В нейроглии у пренатально стрессированных
крыс активность всех исследованных ферментов
в цитозоле увеличивалась по сравнению с кон-
трольными крысами (р < 0.05). В ядерной фрак-
ции достоверно увеличивалась активность ГПО
(р < 0.05), тогда как активности ГТ и ГР не отли-
чались от этих показателей у контрольной груп-
пы. Во фракции митохондрий активность ГПО не
проявлялась в отличие от контроля, активность
ГТ снижалась по сравнению с контролем, а ак-
тивность ГР, так же, как и у контрольных живот-
ных, была не определяема.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашем предыдущем исследовании [8] мы
выявили эффекты пренатального стресса на ак-
тивность антиоксидантных ферментов глутатио-
нового пула в субклеточных фракциях нейронов
и нейроглии в неокортексе у половозрелых сам-
цов крыс. Нами был сделан вывод о том, что у
взрослых крыс изменения в активности исследо-
ванных ферментов носят как компенсаторный,
так и патологический характер. Однако, для пове-
денческих и когнитивных свойств и вероятности
развития нейродегенеративных заболеваний у взрос-
лых индивидов также имеет значение формирование
нейроглиальных взаимоотношений в онтогенезе.
Поэтому в настоящем исследовании были рас-
смотрены ювенильные крысы в возрасте 20 дней,
когда наблюдается максимальная интенсивность
процессов, связанных с миелинизацией [3]. В ли-
тературе отмечается тот факт, что мозг во время

раннего постнатального развития обладает зна-
чительным запасом низкомолекулярных антиок-
сидантов, тогда как концентрации антиоксидант-
ных ферментов супероксиддисмутазы и ГПО от-
носительно низки [12]. Однако, следует отметить,
что большее значение имеет именно активность
антиоксидантных ферментов, а не их абсолютное
количество. Результаты данного исследования
показали, что у 20-дневных крысят в контроль-
ной группе активность ферментов во фракции
ядер нейроглии выше по сравнению с нейронами
(табл. 1). Можно предположить, что для нейро-
глии наиболее важно поддержание необходимого
уровня антиоксидантной активности глутатион-
зависимых ферментов именно во фракции ядер.
В то же время в нейронах активность ГПО в цито-
золе и в митохондриальной фракции выше почти
в 4 раза по сравнению с нейроглией. Эти данные
позволяют предположить, что возможность под-
держивать более низкий уровень АФК в нейронах,
чем в нейроглии [13] на ранних стадиях онтогенеза
осуществляется не только благодаря специфиче-
ской организации комплекса 1 в митохондриях
[14], но и благодаря повышенной активности
ГПО. В то же время у 20-дневных крысят высокая
активность ГПО по сравнению с остальными ис-
следованными ферментами наблюдается во
фракции митохондрий и в нейронах и в нейро-
глии. По-видимому, это важно для жизнеспособно-
сти и выживания развивающихся нейронов [15].
Активность ГТ в ядерной и митохондриальной
фракциях значительно выше в нейроглии по срав-
нению с нейронами, в то время как активность ГТ в
цитозоле нейронов выше, чем в нейроглии. ГТ
является важным регулятором активности Nrf-2
(ядерный-эритроид-связанный фактор 2) [16],
который в свою очередь через ARE (антиоксидант-
респонсивный элемент) индуцирует экспрессию
широкого спектра антиоксидантных ферментов, в
том числе связанных с синтезом и метаболизмом
глутатиона [17]. Такая картина в период усиленной
миелинизации может объясняться необходимо-
стью регуляции антиоксидантного статуса через
Nrf-2 не только в нейроглии, но и в нейронах, по-
скольку непосредственно сами нейроны участву-
ют в регуляции процессов миелинизации как по-
казано в исследовании Simons и соавт. [18].

Изменения активности исследованных фер-
ментов в субклеточных фракциях нейронов и ней-
роглии у 20-дневных крысят в результате воздей-
ствия ПС в виде схемы представлены в табл. 3.

Как видно из табл. 3, активность ГПО в мито-
хондриальной фракции нейронов и нейроглии у
пренатально стрессированных крыс ниже по срав-
нению с контрольной группой. И, если в нейронах
это отчасти компенсируется появлением активно-
сти ГТ, то в нейроглии активность ГТ снижается
в 3 раза. Вероятно, ПС создает сбой в энергетиче-
ских процессах, что не может не сказаться на про-

Таблица 3. Изменение активности исследованных глу-
татионовых ферментов в субклеточных фракциях ней-
ронов и нейроглии у пренатально стрессированных
крыс по сравнению с контрольной группой

Примечание: Условные обозначения как в табл. 1. “↓” сни-
жение активности, “↑” увеличение активности, “–” отсут-
ствие изменений.

Нейроны Нейроглия

Ц Я М Ц Я М

ГПО ↑ ↑ ↓ ↑ ↑ ↓
ГР – – – ↑ – –
ГТ – ↓ ↑ ↑ – ↓
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цессах миелинизации у ювенильных крысят и может
способствовать развитию нейродегенеративных
заболеваний [19]. При этом в цитозоле нейроглии
после ПС активность всех трех исследованных
ферментов повышается, а в цитозоле нейронов
возрастает только активность ГПО. Можно пред-
положить, что в нейроглии активизируются анти-
оксидантные механизмы, позволяющие компен-
сировать негативные последствия ПС в неокор-
тексе. Это подтверждается полученными ранее
результатами о неизменном уровне перекисного
окисления липидов и окислительных модифика-
ций белка в нейронах и нейроглии [7], а также о
менее эффективной глутатионовой системе де-
токсикации пероксидов нейронов [20] и данными
о большей устойчивости к ишемии ювенильных
олигодендроцитов [21].

Во фракции ядер нейронов после ПС активность
ГТ не выявляется, в то время, как выявляется актив-
ность ГПО, что возможно имеет компенсаторный
характер. Следует отметить, что и у пренатально
стрессированных крысят и у контрольных крысят
во фракции ядер нейроглии активность исследо-
ванных ферментов выше по сравнению с нейро-
нами (см. табл. 1 и 2). Сходное с контрольными
животными распределение активности исследо-
ванных ферментов во фракции ядер нейроглии у
пренатально стрессированных крыс может свиде-
тельствовать о сохранности механизмов антиок-

сидантной защиты генетического материала этой
клеточной популяции.

Чтобы проследить влияние изменений актив-
ности исследованных ферментов в критическом
для постнатального формирования нейроглиаль-
ных взаимоотношений в возрасте (20 дней) на ак-
тивность данных ферментов у взрослых животных,
мы сравнили возрастные изменения отдельно у
контрольных и у пренатально стрессированных
крыс с использованием полученных нами ранее
данных [8], что показано в табл. 4 (контроль) и
табл. 5 (ПС).

Как видно из представленных в табл. 4 данных,
для контрольных животных характерно значи-
тельное снижение с возрастом активности иссле-
дованных ферментов в нейронах, за исключени-
ем ГПО в цитозоле. Тогда как в нейроглии, на-
против, с возрастом увеличивается активность
всех изученных антиоксидантных ферментов.
Особенно заметно это увеличение для ГПО в ци-
тозоле (в 5 раз) и в митохондриальной фракции (в
6 раз). В работах Галкиной и соавт. [22, 23] было
показано, что активность антиоксидантных фер-
ментов глутатионового пула у 20-дневных крысят
в мозге ниже, чем у взрослых животных. Авторы
связывают это с влиянием данных ферментов на
соотношение GSH/GSSG, полагая, что это может
являться фактором “переключения” фазы проли-
ферации и фазы дифференцировки нервных кле-
ток. Одновременно, это может быть связано с

Таблица 4. Сравнение активности исследованных глутатионовых ферментов в субклеточных фракциях нейронов
и нейроглии у контрольных крыс в возрасте 90 дней по сравнению с контрольными крысами в возрасте 20 дней

Примечание: Условные обозначения как в табл. 1. “↓” снижение активности, “↑” увеличение активности, “—” отсутствие из-
менений, в скобках указаны (А–В), А – значение активности фермента у крыс в возрасте 20 дней, В – значение активности
фермента у крыс в возрасте 90 дней. Значения активности ферментов представлено в виде медиан (Ме).

Нейроны Нейроглия

Ц Я М Ц Я М

ГПО ↑ (27–274) – (ND–7) ↓ (401–ND) ↑ (6–32) – (21–29) ↑ (137–898)
ГР – (ND–ND) ↓ (13–ND) – (ND–ND) ↑ (14–41) – (28–36) – (ND–ND)
ГТ ↓ (7–ND) ↑ (2–6) – (ND–ND) ↑ (1–13) ↑ (9–25) ↑ (17–79)

Таблица 5. Сравнение активности исследованных глутатионовых ферментов в субклеточных фракциях нейронов
и нейроглии у пренатально стрессированных крыс в возрасте 90 дней по сравнению с группами пренатально
стрессированных крыс в возрасте 20 дней

Примечание: Условные обозначения как в табл. 1. “↓” снижение активности, “↑” увеличение активности, “–” отсутствие из-
менений, в скобках указаны (А–В), А – значение активности фермента у крысы в возрасте 20 дней, В – значение активности
фермента у крысы в возрасте 90 дней, значения активности ферментов представлено в виде медиан (Ме).

Нейроны Нейроглия

Ц Я М Ц Я М

ГПО ↓ (305–23) ↑ (9–28) ↑ (ND–164) ↑ (99–197) ↓ (85–62) ↑ (ND–244)
ГР – (ND–ND) ↑ (11–29) – (ND–ND) ↑ (22–77) – (35–43) – (ND–ND)
ГТ ↓ (8–ND) ↑ (ND–6) ↑ (28–63) ↑ (5–18) ↑ (9–20) ↑ (5–74)
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формированием специфических суперкомплек-
сов из комплекса 1 в митохондриях нейронов и
выработке большего количества АФК в глиаль-
ных клетках [14].

При рассмотрении возрастной динамики у
пренатально стрессированных крыс (табл. 5) об-
ращает на себя внимание снижение у 90-днев-
ных животных активности ГПО в цитозоле ней-
ронов (в 13 раз) и появление активности этого
фермента в митохондриальной фракции нейро-
нов (164 нмоль/мин/мг белка), тогда как у прена-
тально стрессированных крыс в возрасте 20 дней
активность данного фермента не выявлена. Кро-
ме того, у взрослых (90 дней) пренатально стрес-
сированных животных повышалась активность
ГТ во фракции митохондрий нейронов, в то вре-
мя как в контроле активность этого фермента не
выявлялась на обоих сроках развития (см. табл. 4).
Таким образом, в нейронах у пренатально стрес-
сированных крыс в процессе созревания наблю-
даются разнонаправленные изменения по срав-
нению с контрольными животными в активности
ГПО в цитозоле и митохондриальной фракции.

В цитозоле нейроглии у пренатально стресси-
рованных крыс с возрастом происходит увеличе-
ние активности всех изученных ферментов так-
же, как у контрольных крыс. Однако, следует от-
метить, что, как в возрасте 20, так и 90 дней у
пренатально стрессированных крыс в цитозоле
нейроглии уровень активности всех исследованных
ферментов выше, чем у контрольных животных.
При рассмотрении изменений от 20 к 90 дням в
нейроглии у контрольных животных видно, что ак-
тивность ГПО в митохондриальной фракции уве-
личивается в 6 раз до 898 нмоль/мин/мг белка
(табл. 4), тогда как активность этого фермента у
пренатально стрессированных животных изме-
няется от неопределяемых величин до 244 нмоль/
мин/мг белка (табл. 5). Одновременно актив-
ность ГТ во фракции митохондрий нейроглии у
пренатально стрессированных животных дости-
гает значений, сравнимых с контрольными жи-
вотными в возрасте 90 дней (табл. 5), возрастая в
14.8 раза, тогда как у контрольных животных ак-
тивность этого фермента, имея более высокий
уровень на 20-й день, вырастает к 90-му дню
лишь в 4.6 раза (табл. 4). По-видимому, ПС не из-
меняет программу формирования нейроглиаль-
ных комплексов, но обуславливает изменение
скорости морфогенетических процессов, что воз-
можно связано с одновременно протекающими
процессами дифференцировки, патологическими
изменениями и компенсаторными процессами.
Как указывается в опубликованных нами ранее
работах [6, 7] ПС оказывает наибольшее влияние
на свободнорадикальное окисление белков и пере-
кисное окисление липидов в нейронах и нейроглии
у 20-дневных животных по сравнению с взрослыми
животными. Однако такая перестройка возрастной

динамики окислительной модификации биомо-
лекул может свидетельствовать о процессах адап-
тации ткани, вынужденной развиваться в условиях
многочисленных десинхронозов. При этом дра-
матические перестройки метаболизма в процессе
онтогенеза у пренатально стрессированных крыс
в результате взаимодействия субклеточных попу-
ляций приводят к компенсации патологических
изменений по показателям перекисного окисле-
ния липидов и окислительной модификации бел-
ков в неокортексе у взрослых крыс. Приведенные
выше сравнительные данные могут указывать на
то, что у пренатально стрессированных животных
в значительной степени включаются компенса-
торные механизмы антиоксидантной активности
как в нейронах, так и в нейроглии. Однако при
рассмотрении масштабов этой компенсации
можно предположить нарушение функционирова-
ния митохондрий у пренатально стрессированных
животных, которое не позволяет исследованным
антиоксидантным ферментам достичь уровня ак-
тивности, определяемой у контрольных животных.
Постоянное включение компенсаторных механиз-
мов подобного уровня, вероятно, может приводить
к более быстрой “изнашиваемости” антиоксидант-
ной системы и, как следствие, к ускоренному ста-
рению.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что пре-
натальный стресс приводит к изменению уровня
активности глутатионзависимых антиоксидант-
ных ферментов в субклеточных фракциях нейро-
нов и нейроглии неокортекса у крыс в возрасте
20 дней. Анализ таких изменений позволяет сде-
лать вывод о негативном влиянии ПС на процес-
сы постнатального онтогенеза в неокортексе, и
предположить, что одной из причин повышенной
склонности пренатально стрессированных жи-
вотных к нейродегенеративным заболеваниям и
ускоренному старению являются изменения в ак-
тивности глутатионзависимых ферментов как в
нейронах, так и в нейроглии неокортекса. Для по-
нимания патологических механизмов негативного
влияния ПС на ЦНС необходимы исследования
функций митохондрий у пренатально стрессиро-
ванных животных. Дальнейшие исследования в
этом направлении могут иметь важное значение для
клинической практики при профилактике нейро-
дегенеративных заболеваний и при их лечении ми-
тохондриально ориентированной терапией.
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The Effect of Prenatal Stress on Glutathion-Associated Antioxidant
Enzyme Activity in Subcellular Fractions of Neocortical Neurons and Neuroglia

of Rats during the Period of Intensive Myelination
A. V. Vyushinaa, A. V. Pritvorovaa, O. G. Semenovaa, and N. E. Ordyana

a Pavlov Institute of Physiology of the RAS, St. Petersburg, Russia

The effect of prenatal stress on the activity of glutathione-associated enzymes in subcellular fractions of neu-
rons and neuroglia from the neocortex of 20-day old male rats (during the period of intensive myelination)
was studied. The following changes have been observed in prenatally stressed animals compared to the con-
trol. Тhe activity of glutathione peroxidase (EC 1.11.1.9) in the cytosol and the nuclear fraction of neurons
and neuroglia increased but decreased in the mitochondrial fraction. The activity of glutathione reductase
(EC 1.8.1.7) increased in the cytosol and in the nuclear fraction of the neuroglia. The activity of glutathione
transferase (EC 2.5.1.18) increased in the mitochondrial fraction of neurons and in the cytosol of neuroglia
but decreased in the nuclear fraction of neurons and in the mitochondrial fraction of neuroglia. It suggests,
that the changes in the activity of the studied enzymes in the subcellular fractions of neocortical neurons and
neuroglia in prenatally stressed rats observed at the age 20 days negatively affect the processes of myelination
in the neocortex, and may contribute to accelerated aging and development of neurodegenerative diseases in
later life.

Keywords: prenatal stress, glutathione peroxidase, glutathione-S-transferase, glutathione reductase, neurons,
glia, subcellular fractions, myelinisation
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Гипергомоцистеинемия (ГГЦ) матери во время беременности может приводить к нарушению раз-
вития нервной системы плода и вызывать отдаленные последствия, в том числе когнитивную дис-
функцию, у потомства в постнатальном периоде. Нарушение процессов метилирования и развитие
окислительного стресса (ОС) относятся к одним из основных механизмов нейротоксического дей-
ствия гомоцистеина и его метаболитов. Изменение уровня нейротрофинов в гиппокампе самцов
крыс является одним из установленных последствий воздействия ГГЦ на взрослый организм, одна-
ко такие исследования на самках отсутствуют. В данном исследовании проводился анализ влияния
ГГЦ (пероральное введение метионина с 4-го по 20-й дни беременности) на содержание нейротро-
финов в растворимой фракции различных структур мозга (гиппокамп, гипоталамус, кора больших
полушарий, мозжечок) крыс на 20-й день беременности. Анализ суточной динамики содержания
гомоцистеина в данных структурах при введении метионина проводили на 4-й день беременности.
Полученные данные свидетельствуют, что на фоне отсутствия изменения уровней проформ факто-
ра роста нервов (NGF) и нейротрофического фактора мозга (BDNF) в растворимой фракции коры
и гипоталамуса беременных крыс при ГГЦ имеет место снижение содержания зрелой формы BDNF
и повышение уровня ДНК-метилтрансферазы 1 (DNMT1) на 20-й день беременности. При этом в
коре отмечено повышение уровня продуктов окислительной модификации белков. Значимых из-
менений исследованных показателей в гиппокампе обнаружено не было, что указывает на устойчи-
вость данной структуры мозга к токсическому влиянию ГГЦ у беременных крыс. Таким образом,
патологическое действие ГГЦ при беременности проявляется в коре и гипоталамусе, что может по-
влечь за собой развитие тревожно-депрессивных состояний, способных негативно сказаться на со-
стоянии здоровья как будущей матери, так и, соответственно, развивающегося плода.

Ключевые слова: нейротрофический фактора мозга, фактора роста нервов, ДНК-метилтрансфераза,
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время активно исследуются нега-
тивные последствия влияния различных видов
стресса, в том числе и гипергомоцистеинемии
(ГГЦ), во время беременности, на нервную систе-
му потомства, как в раннем, так и позднем пост-
натальном периоде [1–4]. Однако, значительно
меньше исследований посвящено изучению вли-
яния стресса на самих матерей [5, 6]. В частности,
практически игнорируется вклад нарушений, про-

исходящих в отдельных структурах мозга в развитие
патологии беременности и послеродового периода.
Влияние ГГЦ на изменение содержания нейротро-
финов, в частности, нейротрофического фактора
мозга (BDNF) и фактора роста нервов (NGF), в
различных структурах мозга оценивается преиму-
щественно в контексте когнитивных нарушений
и психических расстройств у самцов или небере-
менных самок [7–11]. В связи с этим основными
объектами исследования, как правило, являются
гиппокамп и кора мозга. Известно также, что в
развитии депрессии, принимают участие, наряду
с нейротрансмиттерами и их рецепторами системы
передачи внутриклеточных сигналов, процессы
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транскрипции генов, трансляции белков и их по-
сттрансляционные изменения, связанные с ней-
ротрофическими нарушениями и снижением
нейропластичности в различных отделах мозга
[12–15]. При этом установлено, что повышенное
содержание гомоцистеина (ГЦ) относится к числу
неоспоримых факторов патогенеза таких ослож-
нений беременности, как преэклампсия, отслойка
плаценты, задержка внутриутробного развития пло-
да и незаращение нервной трубки [16–18]. Пред-
полагают, что негативное воздействие ГЦ на ор-
ганизм, в том числе, организм матери, является
следствием развития под влиянием этого соеди-
нения и его активных метаболитов как окисли-
тельного стресса (ОС) [19, 20], так и связанных с
ним процессов апоптоза и воспаления [21–23].
Кроме того, ГЦ обладает эксайтотоксическим
эффектом ввиду его структурного сходства с глута-
матом [24, 25]. Накопленные данные свидетель-
ствуют о том, что взаимодействие между факторами
окружающей среды и эпигенетическими процес-
сами, такими как метилирование ДНК и модифи-
кации хроматина, может играть роль в реализа-
ции неблагоприятных эффектов ГЦ, включая его
влияние на регуляцию гипоталамо-гипофизарно-
надпочечниковой системы [1]. Применение модели
экспериментальной ГГЦ во время беременности
является важным инструментом для понимания
механизмов возможного влияния ГЦ на экспрес-
сию нейротрофических факторов в мозге матери,
которое может быть связано как с усилением ОС
и активацией зависимых от уровня АФК путей
апоптоза [26], так и с изменением степени мети-
лирования ДНК и структурной реорганизации ге-
нов, ответственных за синтез этих ростовых фак-
торов [27, 28].

Таким образом, цель данной работы состояла в
оценке влияния ГГЦ во время беременности, вы-
званной метиониновой нагрузкой, на содержа-
ние нейротрофических факторов (BDNF и NGF),
DNMT1 и продуктов окислительной модифика-
ции белков в различных структурах мозга самок
крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Животные. Крысы линии Wistar были получе-

ны из Питомника лабораторных животных “Рап-
полово”, Ленинградская обл., Россия. Животных
содержали в виварии с искусственной вентиляцией
при постоянной комнатной температуре с контро-
лируемым 12-часовым циклом света и темноты, и
они получали стандартный коммерческий корм с
содержанием белка 20% (ЗАО “Волосово”, “Воло-
совский комбикормовый завод”, Ленинградская
обл., Россия) и воду.

Однократное введение метионина для анализа
суточной динамики изменения уровня ГЦ в различ-
ных структурах мозга самок крыс. В данном экспе-

рименте использовали однократное пероральное
введение 0.15%-го водного раствора L-метионина
(0.6 г/кг массы животного) на 4-й день беремен-
ности. Исследование выполнено на 30 самках
крыс. Уровень ГЦ оценивали в гипоталамусе,
гиппокампе, коре и мозжечке на иммунохемилю-
минесцентном анализаторе “Architect i1000” (Ab-
bott, США) до введения метионина, через 1, 3, 6 и
24 ч после его введения. Образцы тканей структур
мозга были гомогенизированы на льду в соотно-
шении 1 : 1 (w/v) в PBS, pH 7.4 (Sigma-Aldrich,
США). Полученные гомогенаты центрифугиро-
вали при 16000 g в течение 20 мин для удаления
клеточного дебриса. Концентрирование суперна-
тантов проводили с использованием вакуумного
концентратора Labconco (США). Концентрацию
общего белка в пробах оценивали по методу Бред-
форда на спектрофотометре NanoDrop One (Thermo
Scientific, USA) [29].

Хроническое введение метионина для анализа
содержания нейротрофинов, DNMT1 и окисли-
тельной модификации белков в различных структу-
рах мозга беременных самок крыс. В эксперименте
использовали хроническое ежедневное перораль-
ное введение раствора L-метионина. Животные
были разделены на две группы. Первая группа
(контрольная, n = 6) состояла из самок крыс, на-
ходившихся на стандартном рационе с дополни-
тельным ежедневным пероральным введением
питьевой воды с 4 по 20 день беременности. Вто-
рую группу (n = 6) составили самки, которым так-
же в этот период беременности на фоне стандарт-
ного корма и воды ежедневно, один раз в сутки,
перорально вводили 0.15%-й водный раствор
L-метионина (0.6 г/кг массы животного). На
20-й день беременности самок обеих групп дека-
питировали, образцы ткани мозга хранили при
‒80°С до времени анализа.

Иммуноблотинг. Образцы тканей структур
мозга гомогенизировали на льду в соотношении
1 : 2 (w/v) в PBS, pH 7.4 (Sigma-Aldrich, США).
Полученные гомогенаты центрифугировали при
16000 g и +4°C в течение 20 мин для удаления нерас-
творенных белков и клеточного дебриса. Концен-
трацию общего белка в супернатантах оценивали по
методу Бредфорда. Образцы с равным содержанием
белка (50 мкг) смешивали с 2x буфером для образ-
цов (62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 25% гли-
церин, 0.01% бромфеноловый синий, 5% β-мер-
каптоэтанол) (Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad,
США), инкубировали 5 мин при 98°С. Электро-
форез проводили в денатурирующих условиях по
методу Laemmli в 10%-м SDS-полиакриламидном
геле (TGS Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, Bio-
Rad, США), в трис-глициновом буфере (10×
Tris/Glycine/SDS Buffer, Bio-Rad, США). Белки
визуализировали с использованием технологии
stain-free в системе гель-документации Chemi-
DocTM Touch Imaging system (Bio-Rad, США) и
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переносили на PVDF-мембрану в трансфер-бу-
фере (Bio-Rad, США), содержащем 20% этанола.
Относительное содержание BDNF, NGF и
DNMT1 выявляли с помощью специфичных
первичных антител Anti-BDNF [EPR1292] (rabbit
Ab 1 : 1000, Abcam, США), anti-NGF [EP1320Y]
(rabbit Ab 1 : 1000, Abcam, США), которые распо-
знают иммунореактивные формы NGF ~ 30 кДа и
DNMT1 (D63A6) (rabbit Ab, 1 : 1000, Cell Signaling
Technology, США). После инкубации с HRP-
конъюгированными козьими антителами против
кролика или мыши (1 : 1000, Bio-Rad, США), сигна-
лы регистрировали с помощью усиленной хемилю-
минесценции (Clarity Western ECL Substrate, Bio-
Rad, США). Интенсивность полос, полученных в
результате иммуноблотинга, определяли с помо-
щью программного обеспечения ImageLab. Полу-
ченные данные, были нормализованы по гли-
церальдегид-3-фосфат дегидрогеназе (GAPDH
(14C10) Rabbit Ab, 1 : 1000, Cell Signaling Technology).
Содержание показателей в каждой структуре мозга
в группе животных с ГГЦ оценивали относитель-
но его содержания в соответствующих структурах
в группе контроля.

Определение окислительной модификации бел-
ков. Анализ осуществляли с использованием на-
бора OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit
(Merck Millipore, США) согласно протоколу произ-
водителя, в основе которого лежит метод деривати-
зации окисленных карбонильных групп белков при
помощи 2.4-динитрофенилгидразина в течение
15 мин при комнатной температуре с образовани-
ем 2.4-динитрофенилгидразонов белков [30]. Для
этого к 5 мкл супернатанта, полученного спосо-
бом, описанным выше, содержащего 15 мкг об-
щего белка добавляли 5 мкл 12% SDS и 10 мкл рас-
твора 2.4-динитрофенилгидразина и инкубировали
при комнатной температуре в течение 15 мин. Реак-
цию останавливали добавлением 7.5 мкл нейтра-
лизующего буфера. После добавления 1.5 мкл
β-меркаптоэтанола, 25 мкл образца, содержащего
13 мкг общего белка, загружали в лунки 10%-го
SDS-полиакриламидного геля (TGS Stain-Free
FastCast Acrylamide Kit, Bio-Rad, США). Элек-
трофорез проводили в трис-глициновом буфере
(10× Tris/Glycine/SDS Buffer, Bio-Rad, США).
Белки визуализировали с использованием техно-
логии stain-free в системе гель-документации
ChemiDocTM Touch Imaging system (Bio-Rad,
США) для последующей нормализации результа-
тов, и переносили на PVDF-мембрану в транс-
фер-буфере (Bio-Rad, США), содержащем 20%
этанола. Мембрану блокировали в 1%-м растворе
бычьего сывороточного альбумина на TBS-буфере
(pH 7.5), содержащем 0.1% Tween-20, в течение
1.5 ч и инкубировали с первичными антителами,
специфичными к модифицированным карбониль-
ным группам белков (Anti-DNP Rabbit Ab, 1 : 150,
Merck Millipore, США). Далее, после инкубации с

соответствующими HRP-конъюгированными ко-
зьими моноклональными антителами (Goat Anti-
Rabbit Ig (H + L)-HRP, 1 : 1000, BioRad, США)
сигналы визуализировали с помощью усиленной
хемилюминесценции (Clarity Western ECL Sub-
strate BioRad, США). Денситометрическую ин-
тенсивность зоны разделения белков каждого об-
разца, полученных в результате иммуноблотинга,
анализировали с помощью программного обес-
печения ImageLab (Bio-Rad, США). На основа-
нии существующих рекомендаций по нормализа-
ции содержания белка [31] полученные данные,
которые оценивались как суммарная денситомет-
рия всей зоны разделения белков каждого образ-
ца, были нормализованы по содержанию общего
белка в геле, определяемого с помощью техноло-
гии stain-free (BioRad, США) согласно инструк-
ции производителя с использованием программы
ImageLab (Bio-Rad, США).

Статистическая обработка результатов. Нор-
мальность распределения данных проверяли с
помощью критерия Шапиро-Уилка. Для провер-
ки равенства дисперсий использовали критерий
Левена. Статистический анализ был выполнен с
помощью программы STATISTICA 10.0. Стати-
стическая обработка полученных данных прове-
дена с использованием параметрического t-кри-
терия Стьюдента для независимых выборок. При
проведении множественного сравнения исполь-
зован непараметрический H-критерий Крускала-
Уоллиса. Непрерывные переменные с нормальным
распределением представлены как среднее
арифметическое ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM). Медианы [25-ая–75-ая перцентили]
использовались, когда нормальное распределе-
ние отсутствовало. Различия при p < 0.05 счита-
лись статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Повышение уровня гомоцистеина в отделах мозга
самок крыс при метиониновой нагрузке. В различ-
ных отделах головного мозга при однократной
метиониновой нагрузке происходит повышение
уровня ГЦ (рис. 1). Показано, что в норме у молодых
половозрелых самок крыс, до введения метионина,
содержание ГЦ в мозжечке и гиппокампе выше
его уровня в коре и гипоталамусе. При этом значи-
мое повышение уровня ГЦ отмечено в трех иссле-
дованных отделах. Так в гиппокампе максималь-
ный подъем ГЦ показан через 6 ч. после введения
метионина, тогда как в коре и гипоталамусе – через
3 ч. При этом через 24 ч содержание ГЦ в них не
отличается от значения данного показателя до
введения метионина. Таким образом показано,
что выбранная схема введения метионина уже с
первого дня приводит к повышению содержания
ГЦ в данных структурах мозга, что предполагает
также подобное его повышение во все последую-
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щие дни беременности, при ежедневном введении
метионина каждые 24 ч. В мозжечке, наблюдают-
ся значительные индивидуальные различия в ха-
рактере изменения содержании ГЦ при введении
метионина, на что указывает высокий уровень меж-
квартильных интервалов данного показателя в ис-
следуемые временные периоды, в связи с чем, вре-
мя максимального подъема уровня ГЦ в мозжечке
после метиониновой нагрузки не было установ-
лено.

Изменение содержания нейротрофинов в струк-
турах мозга при ГГЦ. При анализе содержания
BDNF во фракции растворимых белков тканей
мозга методом иммуноблотинга у взрослых живот-
ных были выявлены 3 изоформы BDNF (39, 29 и
14 кДа) (рис. 2а). Анализ содержания нейротро-
финов в различных отделах мозга самок крыс на
20-ый день беременности показал, что в коре и
гипоталамусе на фоне экспериментальной ГГЦ
снижается содержание изоформы BDNF с моле-
кулярной массой 14 кДа, что соответствует его
зрелой форме (рис. 2б, г). В коре также отмечено
снижение содержание его про-формы 29 кДа.
При этом в гиппокампе и мозжечке содержание
различных изоформ BDNF у беременных самок
крыс при ГГЦ не отличалось от их уровня у кон-
трольных беременных животных (рис. 2в, д). Под
влиянием ГГЦ уровень NGF не изменялся ни в
одной из исследованных областей мозга беремен-
ных самок крыс (рис. 3).

Изменение содержания DNMT1 в отдельных от-
делах мозга при ГГЦ. У животных при ГГЦ было
обнаружено повышение содержания DNMT1 в

растворимой фракции коры, гипоталамуса и моз-
жечка по сравнению с контрольными животными.
При этом в гиппокампе оно значимо не отличалось
в группе контрольных животных с нормальной фи-
зиологической беременностью без ГГЦ, и в группе
беременных самок с ГГЦ (рис. 4).

Окислительная модификация белков в коре и
гиппокампе мозга беременных самок крыс при ГГЦ.
Анализ белков с применением метода OxyBlot™
Protein Oxidation Detection показал увеличение
степени окислительной модификации белков в
растворимой фракции коры мозга самок крыс с
ГГЦ на 20-й день беременности по сравнению с
контрольными беременными самками (p < 0.05).
При этом содержание продуктов окислительной
модификации белков в гиппокампе у животных,
находящихся на хронической метиониновой на-
грузке, значимо не отличалось от его уровня в
гиппокампе контрольных животных, и повыше-
ние данного показателя носило лишь характер
тенденции (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нейротрофины являются регуляторами функ-
ции нейронов в развивающемся и взрослом мозге
и, таким образом, играют важную роль в развитии
и поддержании его нормального функциониро-
вания. Наиболее изученным нейтрофином явля-
ется BDNF. Полученные нами данные свидетель-
ствуют, что в норме содержание BDNF во фракции
легко растворимых белков гиппокампа крыс выше,
чем в коре, что согласуется с данными, полученны-

Рис. 1. Суточная динамика изменения ГЦ в различных отделах мозга самок крыс после однократного введения мети-
онина на 4-й день беременности (n = 4–8 в каждой исследованной группе). Данные представлены как Медианы, 25-,
75-ая перцентиль, минимальное и максимальное значение. * р < 0.05.

0

10

20

30

40

50

60

70

КораГипоталамус Гиппокамп Мозжечок

ГЦ
, н

г/
м

г 
бе

лк
а

* ** *

* *

До введения

1 ч

3 ч

24 ч

6 ч



НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

ДЕЙСТВИЕ ГИПЕРГОМОЦИСТЕИНЕМИИ 221

Рис. 2. Содержание различных изоформ BDNF в мозге беременных самок крыс на 20-й день беременности в норме и
при ГГЦ. а – репрезентативный иммуноблотинг содержания трех изоформ BDNF в различных отделах мозга самок
крыс на 20-й день беременности; данные денситометрии содержания BDNF в гипоталамусе (б), гиппокампе (в), коре
(г) и мозжечке (д) беременных самок крыс. Значения содержания изоформ в каждой структуре мозга в группе живот-
ных с ГГЦ, соответственно, нормализованы к их содержанию в контрольной группе самок с нормальной беременно-
стью. Данные представлены как M ± SEM, (n = 6 в каждой группе). * р < 0.05 достоверные различия значения показа-
теля в группе беременных самок с ГГЦ и группе контроля.
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ми на мышах [11]. В связи с тем, что одним из основ-
ных, наблюдаемых эффектов воздействия ГГЦ, яв-
ляется когнитивная дисфункция, кора и гиппокамп
преимущественно являются основными объектами
изучения нейротрофинов [32]. Имеются данные о
том, что введение ГЦ в течение 7 дней вызывало
снижение экспрессии BDNF в гиппокампе крыс
и увеличивало количество TUNEL-позитивных
нейронов в области СА1. При этом увеличение
эндогенной продукции H2S и экспрессии BDNF
значительно понижало индуцированный ГЦ апо-
птоз нейронов и стресс-реакцию эндоплазматиче-
ского ретикулума (ER) в гиппокампе [33]. Внутри-
мозговая инъекция ГЦ вызывала повышенную
экспрессию рецепторов NMDA и их мРНК, а также
снижала экспрессию белка BDNF и мРНК BDNF
в гиппокампе мышей, при этом было показано,
что ГЦ приводит к ремоделированию синапсов в
гиппокампе [8]. В ряде исследований также пока-
зано, что у крыс с ГГЦ снижены уровни BDNF в
спинномозговой жидкости и гиппокампе [7, 34],
в том числе именно в модели с метиониновой на-
грузкой [34]. Также было показано, что однократное

(“острое”) введение ГЦ приводит к снижению
зрелой формы BDNF (mBDNF) в гиппокампе
уже через 1 ч после введения, при этом, данный
эффект нивелировался через 24 ч, однако измене-
ний уровня BDNF в коре не было обнаружено ни
через 1 ч, ни через 24 ч [7]. Однако некоторые рас-
хождения в результатах, продемонстрированных в
данной работе и в нашем исследовании, могут
явиться следствием различий в способе выделения
анализируемых белков. Ряд исследователей также
отмечает, что ГГЦ, вызванная хронической мети-
ониновой нагрузкой в течение 2–6 мес., не при-
водит к статистически значимому снижению
BDNF в коре [9]. Однако в проведенном нами ис-
следовании показано, что у беременных крыс
происходит снижение содержания изоформы
BDNF с молекулярной массой 14 кДа, соответ-
ствующей mBDNF в коре и гипоталамусе, при
этом, в отличие от других исследователей, мы не
обнаружили значимого изменения содержания
ни одной из изоформ BDNF в гиппокампе и моз-
жечке. Необходимо отметить, что представленные
ранее экспериментальные работы были выполнены

Рис. 3. Содержание NGF в мозге беременных самок крыс на 20-й день беременности в норме и при ГГЦ. а – репре-
зентативный иммуноблотинг содержания NGF в различных отделах мозга самок крыс на 20-й день беременности; б –
данные денситометрии о влиянии ГГЦ на содержание NGF в гипоталамусе, гиппокампе, коре и мозжечке беремен-
ных самок крыс. Значения содержания NGF в каждой структуре мозга в группе животных с ГГЦ соответственно нор-
мализованы к его содержанию в контрольной группе самок с нормальной беременностью. Данные представлены как
M ± SEM, (n = 6 в каждой группе).
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преимущественно на самцах, либо небеременных
самках. В связи с этим, нельзя исключить, что от-
сутствие изменений уровня BDNF в гиппокампе
беременных самок крыс при ГГЦ, полученное в
нашем исследовании, по сравнению с его сниже-
нием, отмеченном во множестве других работ,
выполненных на небеременных самках, может
быть обусловлено тем что, что организм при бере-
менности способен адаптивно обеспечить защиту
от неблагоприятного воздействия ГГЦ. Подобное
заключение было также сделано другими исследо-
вателями при сравнении эффектов иммобилизаци-
онного стресса на индукцию апоптоза нейронов
гиппокампа у небеременных и беременных самок
крыс [35], что в совокупности с полученными нами
результатами может косвенно свидетельствовать об
усилении нейропластичности при беременности.

В проведенном нами исследовании метиони-
новая нагрузка беременных самок крыс в течение
16 дней не приводила к изменению уровня NGF
ни в одной из исследованных структур. В данном
случае, NGF, определяемый как изоформа 30 кДа,

соответствует его про-форме. Другими исследо-
вателями также показано, что только длительное
введение ГЦ, в течение 15 мес., приводит к повы-
шению уровня NGF в коре мозга крыс, при этом
даже 5-месячное введение ГЦ не сопровождается
изменением данного показателя [36]. Интерес пред-
ставляет тот факт, что, как показано нами в преды-
дущих исследованиях, у самок крыс на 20-ый день
беременности под влиянием экспериментальной
ГГЦ в плаценте повышаются уровни proBDNF и
proNGF, что, как мы предполагали связано с повы-
шением экспрессии их генов и с возможным нару-
шением процессинга до зрелых форм [37]. Установ-
лено, что proBDNF и mBDNF оказывают различ-
ное влияние на выживание и функционирование
нейронов. В отличие от mBDNF, proBDNF специ-
фически связывается с рецептором р75 нейротро-
финов (p75NTR), активация которого приводит к
снижению пролиферации нейронов и усилению
процессов апоптоза [38]. Кроме того, proBDNF
оказывает негативное влияние на нейрональные
механизмы, участвующие в процессах обучения и

Рис. 4. Содержание DNMT1 в мозге беременных самок крыс на 20-й день беременности в норме и при ГГЦ. а – ре-
презентативный иммуноблот содержания DNMT1 в различных отделах мозга самок крыс на 20-й день беременности;
б – влияние ГГЦ на содержание DNMT1 в гипоталамусе, гиппокампе, коре и мозжечке беременных самок крыс. Зна-
чения DNMT1 в каждой структуре мозга в группе животных с ГГЦ соответственно нормализованы по его содержанию
в контрольной группе самок с нормальной беременностью без ГГЦ. Данные представлены как M ± SEM, (n = 6 в каж-
дой группе). * р < 0.05; ** p < 0.01 – достоверные различия между группой беременных самок с ГГЦ и контролем.

Гипота
лам

ус

Гиппокам
п

Кора

М
озж

еч
ок

0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

ГиппокампГипоталамус Кора Мозжечок

Контр
оль

ГГЦ

Контр
оль

ГГЦ

Контр
оль

ГГЦ

Контр
оль

ГГЦ
у.

 е
. (

от
но

си
те

ль
но

 к
он

тр
ол

я)

Контроль

ГГЦ

*
**

**

GAPDH

DNMT1

DNMT1 в мозге беременных крыс

а

б



224

НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

МИЛЮТИНА и др.

памяти, что также указывает на противоположную
роль, которую он играет по сравнению с mBDNF в
развитии синаптической пластичности [39].

Важность исследования изменений в гипота-
ламусе при ГГЦ беременных обусловлена тем, что
гормоны гипоталамо-гипофизарно-надпочечни-
ковой системы, являющиеся критическим ком-
понентом системы стресса, оказывают метаболи-
ческое/гомеостатическое действие практически
на все системы организма, способствуют восста-
новлению после стресса и важны для реализации
нормальных когнитивных и психологических
функций [40, 41]. При этом было показано, что
повышенный уровень ГЦ в период беременности
может приводить к снижению у матерей экспрес-
сии генов ферментов одноуглеродного метабо-
лизма в гиппокампе потомства крыс, но не в ги-
поталамусе [1].

Наиболее распространенное представление о
том, что в условиях ГГЦ и накопления S-аденозил-
гомоцистеина (SAH), а, следовательно, ингиби-
рования большинства метилтрансфераз, наблю-
дается снижение как общего метилирования, так
и метилирования промоторов отдельных генов,
что ведет к увеличению экспрессии S-аденозил-
метионина (SAM), в настоящее время рассматри-
вается уже не так однозначно. Действительно,
большое количество исследований подтверждают
тот факт, что ГГЦ может приводить к глобальному
гипометилированию ДНК [28, 42]. ГЦ-индуциро-
ванное гипометилирование ДНК промоторных

областей гена приводит к селективной активации
генов, что способствует усиленному поврежде-
нию клеток [43]. Эти результаты отчасти подтвер-
ждаются в исследованиях на культурах клеток.
Так в отдельных исследованиях было показано,
что изменение концентрации SAH и соотношения
SAH/SAM при воздействии ГЦ может приводить к
снижению активности и экспрессии белков ДНК-
метилтрансфераз (DNMT) в нейрональных ство-
ловых клетках [44], при этом в других работах по-
лучены противоположные данные, свидетель-
ствующие об увеличении содержания DNMT1
[45], активирующей метилирование полуметили-
рованных сайтов CpG. Необходимо отметить, что
в растворимой фракции белков гиппокампа, в от-
сутствие изменений содержания нейротрофинов,
не происходит также и изменения содержания
DNMT1. Несмотря на то, что данные других ис-
следований указывают на то, что гиппокамп наи-
более восприимчив к окислительному стрессу
(ОС), тогда как кора является более устойчивой
структурой [15, 46], в нашей работе при ГГЦ в
гиппокампе не обнаружены признаки развития
ОС, в отличие от коры, в которой на фоне ГГЦ
уровень окислительной модификации белков повы-
шается более чем в 2 раза, по сравнению с контро-
лем. Однако, повышение уровня ГЦ после введения
метионина отмечено в обеих этих структурах. Изме-
нение содержания и активности метилтрансфераз в
цитоплазматической (растворимой) фракции раз-
личных отделов мозга, вероятно, зависит от на-

Рис. 5. Относительный уровень окислительной модификации белков (OxyBlot™) в растворимой фракции гиппокампа
и коры на 20-ый день беременности в норме и при ГГЦ. а – репрезентативный oxyblot содержания продуктов окисли-
тельной модификации белков в гиппокампе и коре мозга самок крыс на 20-ый день беременности; б – количествен-
ный анализ влияния ГГЦ на содержание продуктов окислительной модификации белков в гиппокампе и коре бере-
менных самок крыс. Значения в каждой структуре мозга в группе животных с ГГЦ соответственно нормализованы по
его содержанию в контрольной группе самок с нормальной беременностью. Данные представлены как M ± SEM, (n = 4 в
каждой группе). * р < 0.05; – достоверные различия показателей в группе беременных самок с ГГЦ и группе контроля.
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копления в них самого ГЦ и его метаболитов.
Имеются сведения о распределении SAM в раз-
личных отделах головного мозга, в том числе,
рассматриваемых в нашем исследовании. Так по-
казано, что в норме, содержание SAM в них имеет
значительные различия. При этом наибольшее
его количество обнаружено в коре и гиппокампе
и существенно ниже в мозжечке и гипоталамусе
[47]. При этом авторы отмечают, что при гипо-
физэктомии в различных структурах мозга уро-
вень SAM претерпевает разнонаправленные из-
менения, а в некоторых, не изменяется вообще.
Эти результаты свидетельствуют о том, что в раз-
личных отделах мозга представлено разнообразие
факторов, регулирующих уровни SAM in vivo. На
основании наших данных подобное заключение
справедливо и в отношении уровня и скорости
метаболизма ГЦ. Мы также выявили значитель-
ные отличия в уровне ГЦ в различных отделах
мозга. Кроме того, при введении метионина, ди-
намика его изменения в гипоталамусе и коре от-
личалась от гиппокампа, тогда как наличие су-
щественных индивидуальных особенностей мета-
болизма метионина у отдельных животных не
позволило вообще достоверно определить единое
время максимального подъема ГЦ в мозжечке.
Ранее, мы уже отмечали, что как у молодых поло-
возрелых, так и у беременных самок крыс, метио-
ниновая нагрузка уже через час приводит к повы-
шению уровня ГЦ в сыворотке крови [37, 48].
Максимальная концентрация ГЦ у большинства
животных достигается через 3, либо 6 ч после вве-
дения. При этом через 24 ч его уровень значитель-
но снижается, но сохраняется повышенным от-
носительно уровня до введения метионина толь-
ко у небеременных самок, что указывает на более
активный метаболизм ГЦ при беременности [37,
48]. Известно, что метионин способен проникать
через гематоэнцефалический барьер [49–51]. В
мозге его оптимальный уровень отмечается уже
через 15–30 мин после инъекции [52]. Транспорт
ГЦ, образующегося при метаболизме метионина,
опосредован различными транспортными систе-
мами клеток [53, 54]. Он имеет общие транспорте-
ры с другими нейтральными аминокислотами [53,
55], что предполагает возможность его транспорта
через гематоэнцефалический барьер. В связи с
этим, благодаря интенсивному транспорту мети-
онина и ГЦ в исследуемые структуры мозга, не-
посредственно в них может быть реализован ней-
ротоксический эффект как самого ГЦ, так и его
метаболитов. Для выяснения вопроса о том, явля-
ется ли повышение содержания ГЦ в ткани мозга
при ГГЦ результатом повышения его транспорта
или он синтезируется из поступающего в мозг ме-
тионина, потребуются дополнительные исследова-
ния.

Эффективный гидролиз SAH S-аденозилгомо-
цистеингидролазой (SAHH) необходим для под-
держания реакций метилирования. Показано, что

SAHH взаимодействует с DNMT1 и усиливает ее
функциональный статус в клетках млекопитающих
[56]. Кроме того, SAHH контролирует циркадную
экспрессию генов, взаимодействуя с основным
активатором транскрипции CLOCK и BMAL1. У
мышей ингибирование SAHH в гипоталамусе из-
меняет циркадную двигательную активность и
ритмическую транскрипцию в супрахиазматиче-
ском ядре [57]. При этом циркадианные ритмы, в
частности катехоламинов, в структурах гипотала-
муса половозрелых самок крыс, связанных с регу-
ляцией репродуктивной функции, могут нару-
шаться при ГГЦ [58]. В связи с этим, данные о по-
вышении ГЦ в гипоталамусе, а также снижении
mBDNF и увеличении содержания DNMT1 в его
цитозольной фракции необходимо учитывать
при анализе эффектов влияния ГГЦ на функции,
находящиеся под контролем гипоталамической
регуляции.

В настоящее время большое внимание уделя-
ется изучению процессов метилирования нейро-
трофических факторов, в частности, BDNF при
действии неблагоприятных факторов на орга-
низм в период беременности. Это позволяет на
основании экспериментальных данных рассмат-
ривать изменение уровня ДНК-метилирования
BDNF в различных отделах мозга в качестве био-
маркера нарушений в раннем онтогенезе потом-
ства [59, 60]. Важным результатом проведенного
нами исследования является также тот факт, что
несмотря на то, что в гиппокампе при метиони-
новой нагрузке беременных крыс, а также в коре
и в гипоталамусе наблюдается повышение уровня
ГЦ, значимых эффектов хронической ГГЦ в пе-
риод беременности в данной структуре на уровне
исследованных показателей не обнаружено. При
этом в коре на фоне ГГЦ происходит снижение
уровня mBDNF и про-формы BDNF 29 кДа, повы-
шение содержания DNMT1 и увеличение продук-
тов окислительной модификации во фракции рас-
творимых белков, указывающих на развитие ОС.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, при ГГЦ во время беременно-
сти динамика изменения ГЦ при метиониновой
нагрузке, а также содержание неротрофинов и
DNMN1 во фракции растворимых белков пре-
терпевают различные изменения в разных струк-
турах мозга. При этом в гиппокампе изменений в
содержании нейротрофинов и DNMN1 не обна-
ружено. Эти результаты свидетельствуют о том,
что в различных отделах мозга действуют разные
системы, регулирующие уровень ГЦ и его метабо-
литов in vivo, которые могут существенно изменять-
ся с наступлением беременности. Подавляющее
большинство исследований, посвящено изучению
нейротоксического воздействия неблагоприят-
ных факторов, в том числе ГГЦ, на плод и ново-
рожденного. Однако, накапливается множество
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экспериментальных и клинических фактов, дока-
зывающих, что эпигенетические модификации
при беременности вызывают метаболические из-
менения в структурах мозга, сопровождающиеся
нейропатологическими процессами [61], которые
могут способствовать развитию депрессивных со-
стояний и сказываться на здоровье матери [62].
Это делает исследования влияния ГГЦ на мозг во
время беременности особенно актуальными и
своевременными.
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The Effect of Hyperhomocysteinemia on the Content 
of Neurotrophins in Brain Structures of Pregnant Rats

Yu. P. Milyutinaa, b, A. V. Arutjunyana, A. D. Shcherbitskaiaa, c, and I. V. Zalozniaiaa

a D.O. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russia
b St. Petersburg State Paediatric Medical University of the Ministry of Healthcare of Russia, St. Petersburg, Russia

c Federal State Budgetary Institution of Science I.M. Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the 
Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

Maternal hyperhomocysteinemia (HHC) during pregnancy was shown to lead to disruption of fetal nervous
system development and cause long-term consequences, including cognitive dysfunction, in postnatal life.
Impairment of methylation processes and the development of oxidative stress (OS) are among the major
mechanisms of neurotoxic effects of homocysteine and its metabolites. A change in the level of neurotrophins
in the hippocampus of adult males is one of the established consequences of exposure to HHC in the adult
body. This study presents the results of the effect of HHC on the content of neurotrophins in various brain
structures (hippocampus, hypothalamus, cerebral cortex, cerebellum) of rats on the 20th day of pregnancy.
Daily dynamics of of homocysteine content in these brain structures after single methionine loading was an-
alyzed on the 4th day of pregnancy. Although there were no changes in the levels of the pro-forms of the nerve
growth factor (NGF) and brain neurotrophic factor (BDNF), there was a decrease in the content of the ma-
ture form of BDNF and an increase in the level of DNA methyltransferase 1 (DNMT1) both in the cerebral
cortex and in the hypothalamus. At the same time, an increased level of the products of oxidative modifica-
tion of proteins was noted in the cortex. No significant changes in the studied parameters were found in the
hippocampus, which indicates its resistance to the toxic effect of HHC during pregnancy. Thus, a pathologic
effect of HHC is manifested in the cortex and hypothalamus, which can lead to the development of anxiety-de-
pressive states and negatively affect the health of the pregnant female and, accordingly, the developing fetus.

Keywords: brain-derived neurotrophic factor, nerve growth factor, DNA methyltransferase, oxidative stress, hypo-
thalamus, hippocampus, pregnancy
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Накопление в организме матери аминокислоты гомоцистеина – гипергомоцистеинемия – отмеча-
ется при несоблюдении сбалансированного питания во время беременности, недостатке некоторых
витаминов и генетических дефектах ферментов метионинового цикла. При этом повышается риск
развития микротромбозов в плаценте, а у потомства наблюдается отставание развития ткани голов-
ного мозга, гибель нейронов и глиоз, приводящие к нарушению когнитивных функций. Проведено
исследование тиреоид-зависимой системы регуляции развития мозга плода при хронической пре-
натальной гипергомоцистеинемии, вызванной дозированной метиониновой нагрузкой у самок
крыс. Анализировали содержание тироксина и трийодтиронина в крови беременных самок, содер-
жание их переносчика транстиретина, экспрессии рецепторов (TR-α, TR-β), трансмембранных пе-
реносчиков (Oatp1c1, Mct8) и дейодиназ (Dio2, Dio3) в ткани плаценты и мозга плода. Несмотря на
отсутствие заметных нарушений снабжения плода тиреоидными гормонами со стороны матери,
было обнаружено негативное влияние гипергомоцистеинемии на уровень экспрессии Dio3, Oatp1c1
и Mct8 в нервной ткани плода на Е14, а также снижение экспрессии TR-α и повышение Dio3 в пла-
центе в конце беременности. Подобный эффект высокого уровня гомоцистеина на функциональ-
ное состояние плаценты и на чувствительность развивающегося мозга у потомства к трофическому
действию тиреоидных гормонов может являться причиной отставания в процессе развития нервной
ткани плода.
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ВВЕДЕНИЕ

Отставание развития головного мозга является
неспецифической реакцией плода на любое стрес-
совое воздействие во внутриутробном периоде [1].
В частности, отставание развития структуры и
функций головного мозга было отмечено при
наиболее частых видах воздействий на систему
“мать-плод”: гипоксического [2, 3] и токсическо-
го [4, 5]. Вместе с тем механизмы отставания в
развитии недостаточно изучены. Есть основания
полагать, что одна из причин задержки развития
плода может быть связана с нарушением трофи-
ческой и/или гормональной регуляции роста
плода со стороны организма матери [6].

Хорошо известно, что тиреоидные гормоны,
тироксин (Т4) и трийодтиронин (Т3), играют важ-
ную роль в регуляции общего развития и форми-
рования головного мозга в раннем онтогенезе [7,
8]. В частности, известно об их влиянии на про-
цессы миграции нейробластов [9], дифференци-
ровки нейронов [10] и глиальных элементов [11,
12]. Помимо прямого влияния тиреоидных гор-
монов на экспрессию целого ряда генов, необхо-
димых для нормального формирования нервной
ткани, возможно опосредованное влияние через
модуляцию продукции нейротрофических фак-
торов [13–15]. В период эмбриогенеза тиреоид-
ные гормоны попадают в плод через плаценту, и их
недостаточное поступление из организма матери
может приводить к серьeзным патологиям разви-
тия плода, в первую очередь его головного мозга
[16]. Известно, что, начиная с 3-го дня после им-
плантации эмбриона крысы и до созревания его

* Адресат для корреспонденции: 194223 Россия, Санкт-Петер-
бург, пр. Тореза, д. 44; тел. 552-31-66; e-mail:
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собственной системы синтеза тиреоидных гормо-
нов, стимуляция развития головного мозга этими
гормонами полностью зависит от снабжения со
стороны организма матери. На поздних стадиях
эмбриогенеза роль собственной продукции ти-
реоидных гормонов эмбрионом возрастает, однако
зависимость от материнского Т4 остаeтся до са-
мого рождения [17]. Установлено, что даже в случае
достаточного уровня собственного синтеза гор-
монов плодом, гипотиреоз матери может вызвать
нарушение нормального формирования ЦНС [18].
Вместе с тем, состояние системы собственного
синтеза гормонов плодом на поздней стадии эм-
бриогенеза крайне важно для обеспечения нор-
мальной экспрессии нейрональных генов в клет-
ках кортикальных отделов мозга [19].

Врожденный гипотиреоз достаточно часто
встречается в клинической практике и бывает вы-
зван либо сниженной продукцией тиреоидных
гормонов, либо нарушением их действия на уров-
не клетки. Так, под влиянием тиреотоксических
препаратов, принимаемых во время беременно-
сти (большие дозы йода, соли лития, бромиды,
Мерказолил, некоторые транквилизаторы), может
развиться патология щитовидной железы. Други-
ми распространенными факторами еe развития
являются аутоиммунный тиреоидит у беремен-
ных, влияние внутриутробных инфекций, а также
токсических и химических веществ [20, 21]. Влия-
ние внешних факторов среды и стрессоров приз-
наeтся не менее важным, однако изучено значи-
тельно слабее, чем действие медико-биологических
факторов. В 15% случаев причиной врожденного
гипотиреоза является недостаточный синтез ти-
реоидных гормонов или тканевых рецепторов к
ним [22]. Встречается врожденный гипотиреоз
вследствие генетически обусловленных дефектов
(выработка аномального тиреотропного гормона
и тиреолиберина), либо внутриутробной аномалии
гипоталамо-гипофизарной системы. Возможна по-
жизненная инвалидизация больного, если диа-
гноз “врожденный гипотиреоз” устанавливался
слишком поздно. Распространeнными симпто-
мами врожденного гипотиреоза у детей являются
вялость, утомляемость и задержка физиологическо-
го развития. Сходное отставание физиологического
развития (вес, сроки открытия глаз и отделения на-
ружного уха от кожи головы), формирования двига-
тельных реакций и нарушения когнитивных функ-
ций наблюдались и в раннем онтогенезе крысят,
перенесших пренатальную гипоксию [3] и гипер-
гомоцистеинемию (ГГЦ) [4, 5], что позволяет
рассматривать дефицит тиреоидных гормонов как
одну из потенциальных причин патологии разви-
тия мозга потомства при действии неблагоприят-
ного фактора на систему “мать-плод” в период
беременности.

Пренатальная ГГЦ связана с накоплением в
организме матери аминокислоты гомоцистеина

(ГЦ). Она отмечается при несоблюдении сбалан-
сированного питания во время беременности, не-
достатке некоторых витаминов [23, 24] и генети-
ческих дефектах ферментов метионинового цик-
ла [25, 26]. У потомства наблюдается отставание
развития мозга, гибель нейронов и глиоз в корти-
кальных отделах [27, 28]. При избытке ГЦ повы-
шается риск развития тромбозов, в том числе в
плаценте. Изменение микроциркуляции приводит
к целому ряду акушерских осложнений, включая
развитие гипоксии плода и хронической фето-
плацентарной недостаточности, и, как следствие,
к рождению детей с низкой массой тела и развитию
целого ряда нарушений в период раннего онтогене-
за [29]. Известно, что гипоксическое воздействие,
как в перинатальный [30], так и постнатальный пе-
риод [31] влияет на регуляцию тиреоид-опосредо-
ванного сигналинга. Развитие гипоксии плода,
либо оксидативного стресса вследствие действия
ГЦ [32] позволяет предполагать возможность на-
рушений тиреоид-опосредованных механизмов
регуляции развития головного мозга при прена-
тальной ГГЦ. Данные о влиянии ГЦ на функции
тиреоидной системы скудны и отрывочны [33]. В
литературе, посвящённой модели пренатальной
ГГЦ на грызунах, практически отсутствуют дан-
ные о регуляции выработки тиреоидных гормо-
нов и их трансплацентарного переноса в системе
“мать-плод”. Действие ГЦ на молекулярные меха-
низмы, регулирующие онтогенетическое развитие
мозга плода изучено слабо. Необходимость экспе-
риментальной проверки гипотезы о возможности
развития раннего гипотиреоза под влиянием пре-
натальной ГГЦ определила тематику данного ис-
следования тиреоид-зависимой системы регуля-
ции развития мозга у крыс при хронической ГГЦ
в период беременности. В рамках настоящего ис-
следования впервые рассматривались динамика
содержания тиреоидных гормонов в организме
матери и плода, уровень их основного переносчи-
ка транстиретина (ТТР) в плаценте, экспрессия
рецепторов (TR-α, TR-β), трансмембранных пе-
реносчиков (Oatp1c1, Mct8) и дейодиназ (Dio2,
Dio3). Нарушение регуляции каждого из этих
элементов способно вызывать изменения всей
системы тиреоид-зависимой модуляции развития
ЦНС. Высокая социальная значимость и распро-
странённость заболеваний ЦНС, связанных с де-
фицитом тиреоидных гормонов определяет необ-
ходимость проведения такого исследования.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Работа проводилась на беременных
самках крыс линии Вистар (5–6 мес.), которые
были разделены на 2 группы (по 15–19 живот-
ных). Первая группа состояла из животных, нахо-
дившихся на стандартном рационе, и их плодов,
взятых на 14-й и 20-й день пренатального разви-
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тия (Е14 и Е20 соответственно). Вторую группу
составили самки крыс, получавшие метионино-
вую нагрузку на фоне стандартного рациона, и их
плоды на те же дни развития.

При проведении работ использовали разрабо-
танный ранее метод моделирования ГГЦ, основан-
ный на дозированной метиониновой нагрузке, со-
здаваемой путем принудительного перорального
введения экспериментальным животным водного
раствора L-метионина (0.6 г на кг веса животного),
ежедневно, начиная с четвертого дня после опло-
дотворения и до родоразрешения [34, 35]. Самкам
крыс контрольной группы в эти же сроки допол-
нительно перорально вводили воду (рис. 1). На
Е14 и Е20 у самок крыс забирали кровь, у плодов –
кровь, цельный мозг, плаценту и амниотическую
жидкость. На различные сроки беременности в
сыворотке крови самок и их плодов на Е20, а так-
же мозге плодов и амниотической жидкости были
определены уровни тиреоидных гормонов. В пла-
центе проводился анализ содержания белка ТТР.
В мозге плода и частях плаценты исследовали
уровень экспрессии генов рецепторов к тиреоид-
ным гормонам TR-α и TR-β, переносчиков
Oatp1c1, Mct8, дейодиназ Dio2 и Dio3.

Тиреолибериновый тест. Для исследования
влияния хронической ГГЦ крыс в период бере-
менности на уровень гормонов щитовидной же-
лезы в сыворотке крови в условиях стимуляции
тиреолиберином тиреоидной оси моделирование
состояния ГГЦ у беременных самок проводили
как описано выше. Через 1 ч после введения ме-
тионина или воды животным из каждой группы
интраназально вводили тиреолиберин в дозе
300 мкг/кг в 20 мкл физиологического раствора
[36] на Е5, Е14 и Е20 (рис. 2). Через 3 ч после вве-
дения метионина или воды, когда уровень ГЦ в
сыворотке крови достигает пиковых значений
[35], и через 2 ч после введения тиреолиберина у
самок забирали кровь из десны [37]. Для контроля
фоновых значений уровней тиреоидных гормо-

нов у самок также забирали кровь до введения ти-
реолиберина. Объем выборок составлял от 6 до 8
особей.

Иммуноферментный анализ. Сравнительное
исследование уровней общего трийодтиронина
(Т3общ), свободной фракции трийодтиронина
(Т3св), общего тироксина (Т4общ) и свободной
фракции тироксина (Т4св) в сыворотке крови,
амниотической жидкости и мозге плода проводили
методом иммуноферментного анализа с исполь-
зованием коммерческих наборов реагентов (Век-
тор-Бест, Россия). В качестве проб мозга плода
брали супернатант, полученный путем центрифу-
гирования (16000 g, 20 мин, +4°С) гомогената
нервной ткани, приготовленного в 0.01 М PBS.

ПЦР в реальном времени. Для анализа экспрес-
сии генов в мозге плода и плаценте использовали
метод полимеразной цепной реакции в реальном
времени (ртПЦР). Объeм выборок составлял от 7
до 10 особей. Плаценту предварительно отмывали
от крови в 0.01 М PBS и делили на материнскую
(МЧП) и плодную (ПЧП). Выделение тотальной
РНК производилось с использованием реагента
ExtractRNA (Евроген, Россия) согласно протоколу
производителя с модификациями. Концентрацию
РНК измеряли с помощью спектрофотометра
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, США).
Обратную транскрипцию образцов проводили с
использованием oligo dT праймера и обратной
транскриптазы MMLV RT (Promega, Madison, WI,
USA) по протоколу производителя. Для количе-
ственной ПЦР в реальном времени готовили ре-
акционную смесь, содержащую 0.8 мкл образца
кДНК, 0.75 ед. TaqM-полимеразы (Алкор-Био,
Санкт-Петербург, Россия), 200 нМ специфиче-
ских прямых и обратных праймеров, 100 нМ
(200 нМ для Actb) зонды TaqMan, 3.5 мМ MgCl2 и
250 мкМ dATP/dTTP/dCTP/dGTP в 10 мкл обще-
го объема 1× TaqM-реакционного буфера. Для
детекции накопления ПЦР-продукта использовали
специфические флуоресцентные зонды по типу ли-
нейно-разрушаемых проб (технология TaqMan). В

Рис. 1. Схема моделирования гипергомоцистеинемии
(ГГЦ) матери. Е1 – 1-й день беременности, Е5 – 5-й день
беременности, Е14 – 14-й день беременности, Е20 –
20-й день беременности.
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Рис. 2. Схема эксперимента с тиреолиберином. Е5 –
5-й день беременности, Е14 – 14-й день беременно-
сти, Е20 – 20-й день беременности.
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эксперименте использовали флуорофоры FAM,
ROX и HEX, гасители флуоресценции BHQ-1 и
BHQ-2. Последовательности праймеров и зондов
представлены в табл. 1. Амплификацию проводи-
ли на приборе CFX96 Real-Time System (Bio-Rad,
США). Все пробы анализировали двукратно. Ре-
гистрацию флуоресценции производили на окон-
чании этапа отжига праймеров. Полученные ре-
зультаты анализировали в программе REAL-
TIMEPCR методом пороговой линии. Для
определения относительного количества мРНК в
исследуемых образцах, полученные значения Ct
для генов интереса нормировали по среднему гео-
метрическому значений Ct двух генов “домашне-
го хозяйства” фосфоглицераткиназы (Pgk1) и 14-3-
3z (Ywhaz) с использованием 2–ΔΔCt метода [38].

Вестерн-блот анализ. Для определения уровня
ТТР методом Вестерн-блот ткани плаценты, по-
лученные на Е14 и Е20, предварительно отмывали
от крови в 0.001М PBS. Гомогенаты ткани готови-
ли в лизирующем буфере, содержащем 50 мM
Tris-HCl (pH 7.4), 150 мM NaCl, 0.1% Triton X-100,
0.01% SigmaFast protease inhibitor cocktail (Sigma,
S8830-20TAB) и далее центрифугировали (16000 g,
20 мин, +4°С). Содержание белка в супернатанте

определяли по методу Бредфорда. Электрофорез
белков проводили в 15%-м полиакриламидном
геле, загружая по 70 мкг белка на лунку [39]. По-
сле электрофореза белки переносили на PVDF
мембрану, которую блокировали в 0.1%-м
Tween20 на фосфатном буфере, содержащем 5% су-
хого молока, и инкубировали с первичными моно-
клональными антителами LS-B2607-50 (Life Biosci-
ence) в разведении 1 : 1000. В качестве белка сравне-
ния использовали β-актин, выявляемый
первичными антителами (А5060, Sigma, 1 : 1000).
Далее мембраны инкубировали с HRP-конъюги-
рованными вторичными антителами против IgG
мыши (Abcam, разведение 1 : 4000) или кролика
(Abcam, разведение 1 : 5000). Визуализацию фрак-
ций белков осуществляли при помощи BioRad
Chemidoc Touch (BioRad, USA) с использованием
набора реагентов Optiblot ECL Ultra Detect Kit
(1.2pg-2ng) (Abcam, ab133409). Денситометриче-
ский анализ проводили в программе ImageLab
(BioRad, USA), при этом определяли величину
отношения оптической плотности полос ТТР
(16 кДа) к оптической плотности β-актина (45 кДа).
Сопоставление контрольной (n = 9) и ГГЦ (n = 9)
групп проводили по полученным отношениям.

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов

Ген
Прямой праймер (5' → 3')

Обратный праймер (5' → 3')
Зонд (5' → 3')

Температура
отжига

праймеров, °C

Dio2
NM_031720.5

CGTCATCCTCAAGTGTCCCC
TGGTACGCGCACATTACCTT
HEX-ACGTGCGACAGTGAAGCGGA-BHQ2

62

Dio3
NM_017210.4

GCCCGTTGGTGCTCAATTTT
GGTGGGCTTCCTCGATGTAG
ROX-ACCTGACCACCGTTCATGGCGCGGA-BHQ2

60

TR-α
NM_031134.2

TGAGCACTACGTCAACCACC
CTCTGCACTTCTCTCTCCTTCA
FAM-TCCGCACTTCTGGCCCAAGC-BHQ1

62

TR-β
NM_012672.3

CCTTAGTCTGCTGGAGGACG
AGCTCTGGCATTCCCTTATTCA
ROX-2CGCGTGGTGGTACCAAGTTCCA-BHQ2

62

Oatp1c1
NM_053441.1

CATGTGTGGGGACAATGGGA
CCCATCATGCCTGACCAGTT
FAM-TGCGTCGGCTTGTCTTGCTGGCTGT-BHQ1

60

Mct8
NM_147216.2

TACCGTATCTGGGCCTTTGG
AGCACCCAGGTTTCCTTGAT
HEX-CGCTGCTGCTGCCCTTGGTTACTTCGT-BHQ2

60

Ywhaz
NM_013011

GATGAAGCCATTGCTGAACTTG
GTCTCCTTGGGTATCCGATGTC
ROX-TGAAGAGTCGTACAAAGACAGCACGC-BHQ2

60

Pgk1
NM_053291

ATGCAAAGACTGGCCAAGCTAC
AGCCACAGCCTCAGCATATTTC
HEX-TGCTGGCTGGATGGGCTTGGA-BHQ2

60
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Статистическая обработка данных производи-
лась с использованием программы “Statisticа 10”.
Результаты обрабатывались с использованием
H-критерия Крускала-Уоллиса и U-критерия Ман-
на-Уитни. Данные были проверены на однород-
ность дисперсий с помощью критерия Левена,
нормальность распределения оценивалась крите-
рием Шапиро-Уилка. Для анализа зависимых пе-
ременных применяли Т-критерий Вилкоксона.
Для оценки тесноты связей между показателями
применялся коэффициент корреляции Кендалла.
Данные в тексте и на рисунках представлены в
виде Me [25%, 75%] (Ме – медиана, 25% и 75% –
1-й и 3-й квартили). Критический уровень значи-
мости при проверке статистических гипотез при-
нимался равным 0.05. В данном исследовании ис-
пользовался двойной слепой метод. Исследователи,
осуществлявшие измерения и анализ данных, не
знали, к какой группе принадлежали исследуемые
животные, поскольку не участвовали в назначении
экспериментальных групп. Расчет оптимального
размера выборок проводился на основе заранее
проведенного пилотного эксперимента с исполь-
зованием программы (http://www.openepi.com/
SampleSize/SSPropor.htm).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тиреолибериновый тест используется в мировой
практике как функциональный тест на состояние
тиреоидной системы. При этом введение тиреоли-
берина (тиреотропин-рилизинг-гормон), являю-
щегося одним из представителей класса рилизинг
гормонов гипоталамуса, вызывает усиление сек-
реции передней долей гипофиза тиреотропного
гормона, который в свою очередь оказывает сти-
мулирующее влияние на выработку гормонов
щитовидной железы (тироксина и трийодтиро-
нина). В нашем эксперименте уровень Т3св и
Т4св, а также Т3общ и Т4общ закономерно повы-
шался (Wilcoxon test, p ≤ 0.05) у самок крыс после
введения тиреолиберина на Е5, Е14 и Е20 (рис. 3).
При этом стимулирующий эффект тиреолибери-
на на содержание тиреоидных гормонов у бере-
менных самок с ГГЦ не отличался от такового у
контрольной группы. Однако стоит отметить тот
факт, что величина подъема Т3общ на Е14 у крыс
с хронической ГГЦ был значимо меньше (Mann-
Whitney U Test, p ≤ 0.01), чем у самок контрольной
группы, но к Е20 возвращался к нормальным зна-
чениям.

Внутригрупповое исследование показало, что
концентрация Т3св после введения тиреолибери-

Рис. 3. Уровни общего и свободного трийодтиронина (Т3общ и Т3св), общего и свободного тироксина (Т4общ и Т4св)
до и через 2 ч после введения тиреолиберина в контрольной группе (n = 6–7) самок крыс и в группе с гипергомоци-
стеинемией (ГГЦ, n = 8) на различные сроки беременности. Е5 – 5-й день беременности, Е14 – 14-й день беременно-
сти, Е20 – 20-й день беременности. Данные представлены в виде Me [25%, 75%] (Ме – медиана, 25% и 75% – 1-й и
3-й квартили). * Отличие значений до и после введения тиреолиберина (Wilcoxon test, p ≤ 0.05).
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на снижается (Kruskal-Wallis test, p ≤ 0.05) с тече-
нием беременности в контрольной группе крыс, а
также у самок с хронической ГГЦ (Kruskal-Wallis
test, p ≤ 0.05, p ≤ 0.01). Сходные изменения были
обнаружены при анализе содержания Т4св у самок
крыс, которым в течение беременности вводили
раствор метионина, после стимуляции тиреолибе-
рином (Kruskal-Wallis test, p ≤ 0.05). Нами было по-
казано снижение от Е5 до Е20 уровня Т4общ у
контрольных крыс при взятии крови до введения
тиреолиберина (Kruskal-Wallis test, p ≤ 0.05), при
этом анализ не выявил достоверных отличий в
концентрации гормона у данных крыс после сти-
муляции тиреоидной оси. Уменьшение концен-
трации Т4общ в течение беременности было уста-
новлено в сыворотке крови самок крыс из группы
с ГГЦ до и после введения им тиреолиберина
(Kruskal-Wallis test, p ≤ 0.05, p ≤ 0.01, p ≤ 0.001).

В рамках настоящего исследования было впер-
вые проведено сравнительное исследование уров-
ней T3общ, Т3св, Т4общ и Т4св в сыворотке крови
крыс на различные сроки беременности (рис. 4) и у
их плодов на Е20 (рис. 5). Установлено, что ГГЦ

не приводила к изменению содержания Т3общ и
Т3св, а также уровня Т4св в сыворотке крови самок
крыс ни на Е14, ни на Е20. При этом, в данном экс-
перименте было отмечено снижение (Mann-Whit-
ney U Test, p ≤ 0.05) концентрации Т3общ с тече-
нием беременности у контрольных самок, тогда
как в группе с ГГЦ такой динамики не наблюда-
лось. Сходные отличия также были обнаружены
при исследовании уровня Т4общ у контрольной
группы самок (Mann-Whitney U Test, p ≤ 0.05).
Показано также, что хроническая ГГЦ привела к
повышению уровня Т4общ в сыворотке крови са-
мок крыс к Е20 (Mann-Whitney U Test, p ≤ 0.05).
Исследование уровня гормонов щитовидной же-
лезы в сыворотке крови плодов на Е20 значимых
(Mann-Whitney U Test) изменений не выявило
(рис. 5).

Проведенный анализ взаимосвязей с помо-
щью Тау-критерия Кендалла выявил отрицатель-
ную связь между уровнем Т3общ в сыворотке
крови матери и плода из контрольной группы (τ =
= –0.8 при р ≤ 0.05), тогда как в группе с ГГЦ расчет
ранговых коэффициентов корреляции Кендалла

Рис. 4. Содержание гормонов щитовидной железы в сыворотке крови самок крыс контрольной группы (n = 5–6) и в
группе с гипергомоцистеинемией (ГГЦ, n = 6–8) на различные сроки беременности. Е14 – 14-й день беременности,
Е20 – 20-й день беременности. Данные представлены в виде Me [25%, 75%] (Ме – медиана, 25% и 75% – 1-й и 3-й
квартили). * Отличие контрольных значений от группы ГГЦ (Mann-Whitney U Test, p ≤ 0.05); # отличие содержания
гормона с течением беременности (Mann-Whitney U Test, p ≤ 0.05).
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позволил установить наличие положительной ас-
социации между концентрацией Т3общ у матери
и ее плода (τ = 0.619 при р ≤ 0.05).

Исследование уровней тиреоидных гормонов
было также проведено в мозге (рис. 6) и амниоти-
ческих жидкостях (рис. 7) эмбрионов и плодов
крыс на Е14 и на Е20. Показано, что хроническая
ГГЦ матери во время беременности не приводила
к изменению содержания тиреоидных гормонов в
данных тканях (Kruskal-Wallis test), что согласует-
ся с результатами, полученными при анализе этих
маркеров в сыворотке крови плодов. Несмотря на
то, что в нашем эксперименте не было обнаруже-
но различий в уровнях Т3 и Т4 в амниотических
жидкостях контрольных плодов и развивавшихся
в условиях ГГЦ матери, были получены данные о
динамике изменения концентрации данных гор-
монов в процессе внутриутробного развития
(Kruskal-Wallis test, p < 0.05). Так, нами было по-
казано, что уровни Т3общ и Т3св, а также Т4св
возрастают в амниотической жидкости в процес-
се развития плода, в то время как концентрация
Т4общ на Е20 снижается и становится ниже по-
рога детектирования, что может быть связано с
пределом чувствительности тест-системы.

Результаты анализа уровня экспрессии генов
интереса в мозге плодов крыс, ПЧП и МЧП на
Е14 и Е20 представлены в табл. 2. В ходе исследо-
вания было выявлено, что у плодов крыс преобла-
дает экспрессия TR-α. В мозге продукция мРНК
TR-α оставалась неизменной на Е14 и на Е20. Од-
нако в обеих частях плаценты на Е20 экспрессия
этого гена была значительно снижена при ГГЦ
(Mann-Whitney U Test, p ≤ 0.01). В то же время экс-
прессия TR-β не менялась в мозге плода и пла-
центе. Было выявлено, что в мозге плода на Е20 и
ПЧП ген Dio2 практически не экспрессируется, а
в МЧП его экспрессия при ГГЦ остается на уров-
не контроля. В мозге плодов, развивающихся в
условиях ГГЦ матери, нами показано снижение
экспрессии гена дейодиназы Dio3 (Mann-Whitney
U-test, p ≤ 0.05), осуществляющей инактивацию
тиреоидных гормонов, а также гена Oatp1c1
(Mann-Whitney U-test, p ≤ 0.05) и Mct8 (Mann-
Whitney U-test, p ≤ 0.05). Напротив, в МЧП нами
было отмечено повышение экспрессии Dio3 как
на Е14, так и на Е20.

В данной работе нами было впервые проведе-
но исследование содержания ТТР в плаценте при
нормальном протекании беременности и в усло-
виях повышенного уровня ГЦ в организме мате-

Рис. 5. Содержание тиреоидных гормонов в сыворотке крови плодов крыс контрольной группы (n = 6–7) и в группе с
пренатальной гипергомоцистеинемией (ПГГЦ, n = 7–9) на 20-й день внутриутробного развития (Е20). Данные пред-
ставлены в виде Me [25%, 75%] (Ме – медиана, 25% и 75% – 1-й и 3-й квартили).
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ри (рис. 8). Проведенный анализ не выявил раз-
личий в уровне ТТР в ткани плаценты между кон-
трольной и экспериментальной (ГГЦ) группами
ни на Е14 (Mann-Whitney test U-test), ни на Е20
(Mann-Whitney test U-test).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно лишь небольшое число работ, посвя-
щенных изучению возможного влияния ГГЦ во
время беременности на состояние тиреоидной
системы матери и плода как у человека, так и на
животных моделях. Зачастую в научной литерату-
ре рассматривается вопрос об эффектах гипо- или
гипертиреоза на обмен ГЦ в организме. Так, не-
которые клинические исследования показывают,
что у пациентов с гипотиреозом концентрация
Т3св и Т4св негативно коррелирует в уровнем ГЦ
[40, 41] ввиду пониженной активности фермента
5,10-метилтетрагидрофолатредуктазы (MTHFR),
что, вероятно, связано с влиянием гормонов щи-
товидной железы на доступность ФМН и ФАД
[42]. У пациентов с тиреотоксикозом сообщается
о положительной связи уровня T4св и ГЦ [43].
Повышение концентрации Т4св вместе с ГЦ также

наблюдалось у беременных женщин и новорож-
денных детей [33], что по данным авторов было
опосредовано эффектами тиреоидных гормонов
на уровни фолиевой кислоты и витамина В12. Ис-
следования на животных показывают, что гипер-
тиреоз приводит к более высоким концентрациям
ГЦ [44, 45], и предполагается влияние гормонов
щитовидной железы на активность метионинсин-
тазы [40], которая зависит от доступности витамина
B12. Вместе с этим в исследованиях, проведенных в
горных регионах Китая, было обнаружено, что од-
новременное отклонение от нормального уровня
тиреоидных гормонов и ГЦ в сыворотке крови
матери увеличивает в 3 раза риск развития дефек-
тов нервной трубки плода [46].

В связи с тем, что свидетельств возможного
влияния повышенного содержания ГЦ в организ-
ме на регуляцию выработки тиреоидных гормо-
нов в литературе недостаточно, нами было прове-
дено исследование уровня Т3 и Т4 в сыворотке
крови самок крыс на различные сроки беремен-
ности и в тканях их плодов. Результаты настояще-
го исследования подтверждают и несколько рас-
ширяют полученные другими авторами данные,
которые показывают, что у крыс происходят важ-

Рис. 6. Содержание тиреоидных гормонов в мозге плодов крыс на 14-й и 20-й день внутриутробного развития (Е14 и
Е20 соответственно) в контрольной группе (n = 6–8) и при пренатальной гипергомоцистеинемии (ПГГЦ, n = 5–8).
Данные представлены в виде Me [25%, 75%] (Ме – медиана, 25% и 75% – 1-й и 3-й квартили).
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Рис. 7. Содержание гормонов щитовидной железы в амниотической жидкости плодов крыс на 14-й и 20-й день внут-
риутробного развития (Е14 и Е20, соответственно) в контрольной группе (n = 6–7) и при пренатальной гипергомоци-
стеинемии (ПГГЦ, n = 7–8). Данные представлены в виде Me [25%, 75%] (Ме – медиана, 25% и 75% – 1-й и 3-й квар-
тили). * Отличие значений между группами (Kruskal-Wallis test, p ≤ 0.05); ** отличие значений между группами (Krus-
kal-Wallis test, p ≤ 0.01).
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ные изменения уровней гормонов щитовидной
железы на последних стадиях физиологической
беременности. Так, было установлено, что кон-
центрация Т4 и Т3 в плазме крыс снижается от
Е17 к Е22 и ближе к родоразрешению составляет
примерно 30% от уровня, отмечаемого у небере-
менных самок [47]. Мы также обнаружили сни-
жение содержания Т3общ и Т4общ у контроль-
ных крыс с течением беременности (от Е14 к Е20)
в то время, как у самок с повышенным уровнем
ГЦ такой динамики не наблюдалось. Получен-
ные в ходе тиреолиберинового теста данные дают
основание полагать, что хроническое введение
метионина не оказывает негативного эффекта на
секрецию тиреотропного гормона или на его ре-
цептор в щитовидной железе самок крыс. Вместе
с этим, обнаруженное на Е20 повышение уровня
Т4общ в сыворотке крови самок крыс с хрониче-

ской ГГЦ может негативно влиять на функциони-
рование не только материнского организма перед
родоразрешением, но и на систему “мать-плацента-
плод” в целом.

По данным литературы, в тканях плода крыс
обнаруживаются небольшие количества Т4 и Т3 с
11-го дня эмбрионального развития (E11) [48].
Показано, что уровень Т4св в сыворотке плода
может зависеть от концентрации Т4-связываю-
щих белков самого плода, а также от уровня об-
щего и свободного Т4 матери, преодолевших пла-
центарный барьер. При этом, исследователями
было установлено, что Т4-связывающая способ-
ность белков в крови плода определяется онтоге-
нетически, не зависит от состояния щитовидной
железы матери и намного превышает то количе-
ство Т4, которое поступает к плоду [16]. Таким
образом, доступность Т4св для эмбриональных

Таблица 2. Уровень экспрессии генов интереса

Уровень экспрессии генов TR-α, TR-β, Dio2, Dio3, Oatp1c1 и Mct8 в мозге плода крыс, плодной (ПЧП) и материнской части
(МЧП) плаценты на 14-й и 20-й день внутриутробного развития (Е14 и Е20, соответственно) в контрольной группе (n = 5–8)
и при пренатальной гипергомоцистеинемии (ПГГЦ, n = 6–8). Данные представлены в виде Me [25%, 75%] (Ме – медиана,
25% и 75% – 1-й и 3-й квартили). * Отличие значений между группами (Mann-Whitney U Test, p ≤ 0.05); ** отличие значений
между группами (Mann–Whitney U Test, p ≤ 0.01).

Ген
Мозг плода ПЧП МЧП

контроль ПГГЦ контроль ПГГЦ контроль ПГГЦ

TR-α
Е14 1.00

[0.81, 1.12]
0.81

[0.76, 0.86]
0.97

[0.83, 1.03]
0.96

[0.72, 1.10]
3.79

[1.18, 5.08]
4.30

[3.26, 7.22]

Е20 1.13
[0.84, 1.16]

1.10
[1.06, 1.16]

0.84
[0.80, 1.23]

0.55
[0.52, 0.58]**

0.94
[0.84, 1.00]

0.65
[0.58, 0.74]**

TR-β
Е14 1.06

[0.80, 1.44]
1.09

[0.71, 1.43]
1.28

[0.67, 1.59]
0.90

[0.25, 1.49]
3.35

[2.51, 4.30]
4.42

[1.78, 10.08]

Е20 1.25
[0.59, 2.13]

1.04
[0.16, 2.09]

1.03
[0.74, 1.13]

1.16
[0.68, 1.27]

1.03
[0.94, 1.09]

1.10
[0.74, 1.63]

Dio3
Е14 1.04

[0.87, 1.15]
0.69

[0.35, 0.71]*
0.86

[0.69, 1.82]
1.49

[0.82, 2.11]
0.93

[0.78, 1.39]
1.82

[1.81, 1.96]*

Е20 0.89
[0.89, 0.93]

1.03
[0.89, 1.39]

0.67
[0.62, 0.71]

0.71
[0.59, 1.13]

0.77
[0.73, 1.43]

1.96
[1.26, 2.46]*

Dio2
Е14 2.66

[0.44, 6.08]
3.60

[2.84, 5.37]

Е20 0.96
[0.60, 1.46]

0.92
[0.60, 1.71]

Oatp1c1
Е14 0.97

[0.84, 1.10]
0.53

[0.48, 0.72]*

Е20 0.93
[0.86, 0.96]

1.00
[0.96, 1.11]

Mct8
Е14 0.95

[0.93, 1.11]
0.60

[0.42, 0.84]*

Е20 0.99
[0.94, 1.06]

0.95
[0.90, 1.05]
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тканей в конечном итоге зависит от уровня тирео-
идных гормонов в крови матери. Начало же ак-
тивного функционирования щитовидной железы
у плода совпадает с моментом полного созрева-
ния портальных сосудов гипофиза, которое на-
блюдается на Е17.5–E18 у крыс (при начале бере-
менности на Е0) [16]. Далее доля тиреоидных гор-
монов плода в его тканях увеличивается, поэтому
к моменту рождения около 17.5% фетального пула
Т4 [49] и 47% фетального пула Т3 имеют материн-
ское происхождение. Поэтому закономерно, что
в нашем исследовании не было выявлено значи-
мых изменений в концентрации тиреоидных гор-
монов в сыворотке крови плодов на Е20.

Известно, что амниотическая жидкость пред-
ставляет собой сложную среду, содержащую не
только метаболиты плода, но питательные веще-
ства и факторы роста, способствующие развитию
плода и поступающие за счет быстрой двунаправ-
ленной диффузии между плодом и амниотиче-
ской жидкостью через еще не ороговевшую кожу
плода [50]. Более того, исследования на живот-
ных показали, что у плода присутствуют адаптив-
ные и/или защитные механизмы от последствий
дефицита йода, такие как поглощение йода за
счет повышенной экспрессии симпортера Na-I
(NIS) [51]. Таким образом, делается вывод о том,
что плод может поглощать йод из амниотической
жидкости для синтеза своих собственных тирео-
идных гормонов [52]. Несмотря на это, работы,
посвященные анализу тиреоидных гормонов в
амниотической жидкости, единичны и данные в
них противоречивы. Так, в одном исследовании
было показано, что оценка уровня гормонов щи-
товидной железы в амниотической жидкости,
особенно Т3, может помочь в диагностике дис-
функции щитовидной железы плода [53]. При
этом, в более поздней работе указывается, что
анализ концентрации тиреоидных гормонов и
ТТГ в амниотической жидкости не дают надеж-
ного прогноза состояния щитовидной железы
плода или новорожденного [54]. На животных же
моделях исследования содержания данных гор-
монов проводятся еще реже.

Вместе с этим, исследования, посвященные
изучению уровня Т3 и Т4 в развивающемся мозге
эмбрионов и плодов крыс, как в норме, так и при
патологии развития, малочисленны, а полученные
в них данные ограничены, в основном, периодом,
совпадающим с началом функционирования щи-
товидной железы плода (Е17.5–E18), или следую-
щими за ним днями (до E21) [55, 56]. У мышей T4
в мозге обнаруживается по крайней мере с E16
[57], то есть непосредственно перед началом ра-
боты щитовидной железы плода, которое у мы-
шей отмечается примерно с E16.5 [58], при этом
T3 детектируется с E18 [59]. Несмотря на то, что
ГГЦ матери не оказывала влияния на уровень Т3
и Т4 ни в амниотической жидкости, ни в мозге

плода, нами были получены новые данные об из-
менении содержания исследуемых гормонов в
процессе роста и развития эмбрионов крыс, на-
чиная с Е14.

Известно, что белок ТТР является основным
переносчиком Т3 и Т4 в жидких средах организма.
Как было показано ранее, повышение содержания
ГЦ, наблюдаемое при белково-энергетической не-
достаточности у людей, сопровождается снижени-
ем уровня ТТР в плазме крови [60–62]. Однако,
проведенное в данной работе сопоставление со-
держания ТТР в плаценте на Е14 и Е20 при нор-
мальном протекании беременности и в условиях
повышенного уровня ГЦ в сыворотке крови мате-
ри показало отсутствие статистически значимого
снижения содержания ТТР в плаценте крыс при
ГГЦ, что можно объяснить как межвидовыми
различиями объектов исследования, так и разли-
чиями в моделировании повышения содержания
ГЦ в организме.

Хотя полученные нами данные не подтвержда-
ют первоначальную гипотезу о возможном изме-
нении уровня выработки тиреоидных гормонов в
организме беременных самок крыс с ГГЦ и нару-
шении их транспорта к плоду, следует отметить,
что трофическое действие Т3 и Т4 на развитие го-
ловного мозга плода в условиях пренатальной
ГГЦ определяется не только выработкой данных
гормонов в организме матери и их трансплацен-
тарным переносом в развивающийся плод. Не
менее важным фактором в данном случае являет-
ся тиреоид-опосредованный сигналинг в тканях
развивающегося мозга, при оценке уровня кото-
рого необходимо учитывать активность нейро-
нальных и глиальных дейодиназ [31], внутрикле-
точных транспортеров (например, Mct8, [63]),
экспрессию рецепторных молекул [22], что зна-
чительно усложняет задачу исследователей. Каж-
дый из этих элементов способен вызывать нару-
шения всей системы тиреоид-зависимой модуля-
ции развития ЦНС.

По литературным данным, у крыс активность
Dio2 обнаруживается в мозге плода уже на Е17 с ее
возрастанием вплоть до дня, предшествующего
рождению [64]. У мышей экспрессия мРНК Dio2
обнаруживается в головном мозге, по крайней
мере, с E15 [59], свидетельствуя, что материнские
тиреоидные гормоны необходимы развивающе-
муся мозгу плода еще до созревания его собствен-
ной щитовидной железы. В нашем исследовании
уже на Е14 в мозге эмбрионов крыс была обнару-
жена экспрессия мРНК Dio3, осуществляющей
инактивацию тиреоидных гормонов, и транспор-
теров Oatp1c1 и Mct8. Что касается переносчиков
тиреоидных гормонов, то на данный момент нет
исследований, описывающих пространственно-
временной характер их экспрессии во время эм-
брионального развития ни у крыс, ни у мышей. В
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мозге взрослой крысы до 80% связанного с
ядeрными рецепторами Т3 образуется из Т4 [65],
поэтому основным источником Т3 в головном
мозге является реакция локального превращения
Т4 в Т3 под действием Dio2. Чтобы попасть в
мозг, циркулирующие Т4 и Т3 должны преодолеть
барьеры головного мозга через специфические пе-
реносчики тиреоидных гормонов. В исследованиях,
посвященных анализу расположения транспорте-
ров у грызунов, было показано, что T3 и T4 про-
никают через ГЭБ посредством Mct8 во внекле-
точную жидкость, где они напрямую достигают
нервных клеток вблизи кровеносных сосудов [66,
67]; и что T4, но не T3, проходит через ГЭБ с по-
мощью Oatp1c1 непосредственно в астроциты,
контактирующие с кровеносными сосудами [68],
и уже в астроцитах Т4 за счет Dio2 превращается в
T3, который затем может транспортироваться к
нейронам [69, 70]. Мозг плода же во время развития
почти полностью зависит от T3, локально генериру-
емого Dio2. На беременных самках с гипотиреозом
было показано, что T4, но не Т3, в физиологиче-
ской концентрации может преодолевать барьеры
как плаценты, так и головного мозга плода, нор-
мализуя концентрацию T3 в мозге плода за счет
дейодирования T4 и увеличивая экспрессию ней-
рональных генов [63, 71, 72]. Причина, по которой
мозг плода нечувствителен к циркулирующему Т3,
неизвестна и не может быть объяснена отсутствием
транспортера Mct8, поскольку он экспрессирует-
ся в мозге во время внутриутробного развития
плода [63]. Из вышесказанного следует исключи-
тельная важность данных о динамике экспрессии
переносчиков тиреоидных гормонов и дейоди-
наз, при этом на модели пренатальной ГГЦ такие
данные были получены впервые именно в рамках
настоящей работы. Известно, что в ткани мозга
Dio2 экспрессируется преимущественно в гли-
альных клетках. И поскольку процесс глиогенеза
в рассматриваемый нами период внутриутробно-
го развития еще не завершен, возможно, поэтому
уровень экспрессии данного фермента оказыва-
ется недостаточным для его детекции. При этом,
обнаруженное на Е14 в мозге плодов, развиваю-
щихся в условиях ГГЦ матери, снижение экс-
прессии Dio3, а также Oatp1c1 и Mct8, в контексте
отсутствия изменения уровней Т3 и Т4 в сыворот-
ке крови матери и мозге плода, с одной стороны,
может быть компенсаторной реакцией организма, а
с другой – негативно сказываться на развитии
мозга плода, в частности, за счет регуляции экс-
прессии Т3-зависимых генов. Так, было показано,
что высокий уровень ГЦ у матери может влиять
на экспрессию генов, связанных как с сетью гор-
монов щитовидной железы матери, так и с регу-
ляцией заращения нервной трубки посредством
гомоцистеинилирования гистонов [46, 73]. Кроме
того, у эмбрионов мышей при нарушении зара-
щения нервной трубки отмечено повышение

уровня ингибиторных модификаций гистонов в
области промотора Dio3, при этом в тканях их ма-
терей данных изменений обнаружено не было
[74].

В то время как плод начинает вырабатывать
собственные гормоны щитовидной железы только
во второй половине беременности, транспорт и
регуляция активности тиреоидных гормонов ма-
теринского происхождения плацентой играют
важную роль в развитии и функционировании
как самой плаценты, так и влияют на развитие
плода на протяжении всей беременности. С самого
начала гестации Т3, действуя через свои рецепто-
ры, стимулирует выработку эстрадиола, ХГЧ и
плацентарного лактогена, каждый из которых, в
свою очередь, участвует в успешной адаптации
матери к беременности, а также в развитии тро-
фобласта и сосудистой сети плаценты. В плаценте
человека TR-α и TR-β локализуются в ядрах клеток
синцитиотрофобласта и цитотрофобласта [75]. В
нашем же исследовании у крыс экспрессия дан-
ных рецепторов обнаруживалась как в МЧП, так
и в ПЧП, что соответствует зонам спонгиотро-
фобласта и лабиринта плаценты крысы. Полу-
ченные данные о снижении уровня мРНК TR-α в
МЧП и ПЧП на Е20 у крыс с повышенным уров-
нем ГЦ согласуются с результатами исследований
влияния других токсических воздействий на мать
во время беременности, например, потребление
алкоголя [76].

В тканях матери и плода обнаружены три йод-
тиронин-дейодиназы (Dio1, Dio2, Dio3), но только
Dio2 и Dio3 присутствуют и активны в плаценте
[77]. Плацентарные дейодиназы регулируют до-
ступность тиреоидных гормонов для клеток пла-
центы и крови плода. Предполагается, что, в
частности, Dio3 играет ключевую роль в защите
плода от чрезмерных концентраций гормонов
щитовидной железы матери путем превращения
Т4 и Т3 в их неактивные формы [78, 79]. При
ограниченном потреблении питательных ве-
ществ в плацентах овец, у которых была зафикси-
рована задержка внутриутробного роста плода, в
конце беременности отмечено повышение экс-
прессии мРНК Dio3 [80]. Стоит отметить, что ра-
нее при моделировании пренатальной ГГЦ мы
также наблюдали снижение массы тела и мозга
плода на Е20 [34], а в данной работе нами было
отмечено увеличение экспрессии мРНК Dio3 в
МЧП. Это, наряду со снижением экспрессии
мРНК TR-α в обеих частях плаценты, весьма ве-
роятно, можно рассматривать как компенсатор-
ную реакцию плаценты в ответ на более высокие
концентрации Т4 в материнской крови при ГГЦ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о

том, что несмотря на отсутствие заметных нару-
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шений снабжения плода тиреоидными гормона-
ми со стороны организма матери, в середине бе-
ременности (на Е14) наблюдается негативное
влияние ГГЦ на уровень экспрессии Dio3, Oatp1c1
и Mct8 в нервной ткани плода, регулирующих об-
мен тиреоидных гормонов. Подобный эффект
высокого уровня ГЦ на чувствительность разви-
вающегося мозга к трофическому действию ти-
реоидных гормонов может являться причиной
отставания в процессе развития нервной ткани
плода. Вместе с тем, ГЦ может влиять на рост
плода опосредованно, то есть нарушая функцио-
нальное состояние плаценты, осуществляющей
транспорт и инактивацию избыточного количе-
ства тиреоидных гормонов материнского проис-
хождения.
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Thyroid Hormone Production and Transplacental Transfer in the “Mother-Fetus” 
System during Gestational Hyperhomocysteinemia

A. D. Shcherbitskaiaa, b, A. A. Kovalenkoa, Yu. P. Milyutinab, and D. S. Vasileva

a Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry 
of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

b Ott Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductive Medicine, St. Petersburg, Russia

Accumulation of the amino acid homocysteine in the mother’s body – hyperhomocysteinemia – is noted
with an unbalanced diet during pregnancy, a lack of certain vitamins and genetic defects in the methionine
cycle enzymes. This increases the risk of developing microthrombosis in the placenta, and in the offspring
there is a lag in brain tissue development, neuronal death and gliosis, leading to impaired cognitive functions.
A study of the thyroid-dependent system of fetal brain development regulation during chronic prenatal hy-
perhomocysteinemia induced by a dosed methionine load in female rats was carried out. Thyroxine and
triiodothyronine levels in the blood of pregnant females, the content of their transporter transthyretin, ex-
pression of receptors (TR-α, TR-β), transmembrane transporters (Oatp1c1, Mct8) and deiodinases (Dio2,
Dio3) in the tissue of the placenta and fetal brain were analyzed. The negative effect of hyperhomocystein-
emia on Dio3, Oatp1c1 and Mct8 expression in the fetal nervous tissue on E14, as well as a decrease in TR-α
expression and an increase in Dio3 in the placenta at the end of pregnancy, were found despite the absence of
noticeable disturbances in the thyroid hormones supply to the fetus by the mother. Such an effect of a high
homocysteine level on the functional state of the placenta and on the sensitivity of the offspring developing brain
to the trophic action of thyroid hormones may be the cause of the fetal nervous tissue development delay.

Keywords: hyperhomocysteinemia, thyroid hormones, thyroxine, triiodothyronine, placenta, embryogenesis, fetal
brain, rat, TR-α, TR-β, Oatp1c1, Mct8, Dio2, Dio3
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Гомоцистеин – серосодержащая аминокислота, образующаяся из метионина, является фактором
риска развития целого ряда патологий. Повышение уровня гомоцистеина (гипергомоцистеинемия,
ГГц) во время беременности приводит к различным осложнениям беременности, гипоксии плода
и, как следствие, развитию ранних и отсроченных постнатальных патологий. Одним из основных
механизмов действия гомоцистеина является окислительный стресс. Целью нашего исследования
было проанализировать окислительную модификацию белков и активность протеаз, а также уро-
вень окислительного стресса в ткани головного мозга крыс с пренатальной ГГц в первую неделю по-
сле рождения. Экспериментальная модель ГГц создавалась у самок крыс путем использования кор-
ма с повышенным содержанием метионина в течение 3 недель до начала и во время беременности.
Было показано, что в гомогенате ткани мозга потомства с пренатальной ГГц наблюдалось усиление
спонтанного карбонилирования белков, что свидетельствует о падении резервно-адаптационного
потенциала клеток мозга и снижении устойчивости ткани к действию свободных радикалов. В мозге
крыс с пренатальной ГГц была увеличена активность кислых и нейтральных протеаз, что, по-видимому,
обусловлено агрегацией и фрагментацией белковых молекул вследствие карбонилирования аминокис-
лотных остатков. Ткани мозга новорожденных крыс с пренатальной ГГц характеризовались высоким
содержанием H2O2, маркера перекисного окисления липидов – малонового диальдегида, а также
снижением активности антиоксидантных ферментов. Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о значительном усилении необратимого процесса окислительной модификации белков
в головном мозге новорожденных крыс с пренатальной ГГц в результате развития окислительного
стресса. Эти процессы вносят вклад в механизмы нейротоксичности гомоцистеина в критический
период развития мозга, когда в условиях повышенной нейропластичности наблюдается интенсив-
ный нейрогенез, синаптогенез и формирование нервных сетей.

Ключевые слова: окислительная модификация белков, пренатальная гипергомоцистеинемия, мозг, про-
теазы, антиоксидантные системы, перекисное окисление липидов
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ВВЕДЕНИЕ
Мозг плода чрезвычайно пластичен и уязвим к

воздействиям как окружающей, так и внутренней
среды, которые могут иметь долгосрочные по-
следствия для здоровья и развития потомства [1].
Известно, что ведущая роль в возникновении и
развитии пренатального стресса принадлежит
окислительным реакциям, которые приводят к
увеличению концентрации активных форм кисло-
рода (АФК) и стимуляции процессов свободно-ра-
дикального окисления [2]. Избыточная продукция
АФК на ранних сроках беременности вызывает

повреждение клеточных мембран плода, что во
многом определяет долговременные постнаталь-
ные изменения в головном мозге, и является од-
ной из причин развития нейродегенеративных
заболеваний [3]. Одним из факторов, вызываю-
щих окислительный стресс в тканях плода явля-
ется гомоцистеин и его продукты [4–9]. Повыше-
ние уровня гомоцистеина в крови матери свыше
12 мкМ/л, называемое гипергомоцистеинемией
(ГГц), является результатом генетических дефек-
тов ферментов метаболизма метионина, дефици-
та фолиевой кислоты и других витаминов группы
В (В6, B12), приема противоэпилептических пре-
паратов и других факторов [6, 10]. ГГц вызывает
эндотелиальные дисфункции и считается факто-

* Адресат для корреспонденции: 420008 Казань,
ул. Кремлeвская 18, e-mail: alv.yakovlev@gmail.com.
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ром риска развития сердечно-сосудистых заболе-
ваний, а также патологий центральной и перифе-
рической нервной системы, таких как болезнь
Альцгеймера и Паркинсона, шизофрения, эпи-
лепсия, боковой амиотрофический склероз и
мигрень [6, 11, 12].

Гомоцистеин и продукты его метаболизма
способны свободно проникать через плацентар-
ный и гематоэнцефалический барьер [13], вызывая
нарушения кровообращения плаценты, хрониче-
скую фетоплацентарную недостаточность и внут-
риутробную гипоксию плода [14, 15], а также ока-
зывать нейротоксические эффекты на развиваю-
щийся мозг как в эмбриональном, так и в раннем
постнатальном периоде развития. Помимо окис-
лительного стресса нейротоксическое действие
гомоцистеина обусловлено его способностью ак-
тивировать ионотропные и метаботропные глута-
матные рецепторы [16–20], вызывать нейровоспа-
ление, активацию глиальных клеток, нарушение
целостности мембран и, в конечном счете, апо-
птоз нейронов [21–25]. Эти процессы лежат в ос-
нове нарушения формирования нейрональных
сетей мозга, поскольку именно в раннем постна-
тальном онтогенезе происходит миграция и диф-
ференцировка нейронов, созревание синапсов
[26]. Одним из последствий ГГц также является
снижение активности ферментов, синтезирую-
щих эндогенный газотрансмиттер – сероводород,
который проявляет антиоксидантные свойства
[8, 9], а также участвует в регуляции плацентар-
ной сосудистой сети [27].

АФК взаимодействуют с функциональными
группами аминокислот, вызывая окислительную
модификацию белков (ОМБ), включающую про-
цессы карбонилирования аминокислотных остат-
ков, образование дисульфидов, S-нитрозилирова-
ние и окисление до сульфопроизводных продуктов
и гомоцистеинилирование [28–31]. Сравнитель-
ный анализ чувствительности к окислению бел-
ков и липидов под действием АФК показал, что
белки реагируют раньше на действие радикалов,
чем липиды [32]. Модификация белков делает их
более чувствительными к протеолизу за счет акти-
вации протеаз. Повышение активности нейтраль-
ных и кислых протеаз в различных структурах мозга
было показано при окислительном стрессе [33],
что, по мнению авторов, связано с усилением
входа ионов кальция в клетку. С другой стороны,
карбонилирование белков может приводить к об-
разованию комплексов, защищённых от действия
протеаз и снижению скорости протеолитических
реакций [34].

Целью нашей работы было проанализировать
окислительную модификацию белков и активность
протеаз, а также уровень окислительного стресса в
тканях головного мозга крыс в модели пренаталь-
ной ГГц в первую неделю после рождения.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования. Исследование проводи-

ли на крысах линии Wistar в течение первой неде-
ли после рождения. Эксперименты выполнены с
соблюдением принципов Хельсинской декларации
о гуманном обращении с животными и одобрены
локальным этическим комитетом Казанского феде-
рального университета (протокол № 8 от 05.05.2015).
Были приняты меры для использования мини-
мального количества экспериментальных живот-
ных. Животные содержались в стандартных усло-
виях вивария и имели постоянный доступ к воде.
Крысы получали стандартный комбикорм для ла-
бораторных крыс и мышей “Дельта Фидс”, ДбК
120 С-19 (АО “БиоПро”, Новосибирская обл.,
Россия). Самки крыс были разделены на две
группы. Одна группа находилась весь период на
контрольной диете, а другая группа получала
корм с повышенным содержанием метионина
(7.7 г/кг корма) в течение 3 недель до начала и во
время беременности, а также 3 недели после ро-
доразрешения [8, 9, 35].

Определение содержания гомоцистеина. Забор
крови у крыс проводили путем пункции сердца
или надреза десны животного [36, 37]. Полученные
образцы центрифугировалась в течение 15 мин при
1500 g. Гомоцистеин в плазме крови крыс опреде-
лялся с использованием набора Homocysteine
Colorimetric Assay Kit (E-BC-K143, ElabScience,
США) спектрофотометрическим методом c ис-
пользованием ИФА-ридера (Multiskan FS, Thermo
Fisher Scientific, США). Концентрация гомоци-
стеина в плазме у контрольных самок составляла
7.9 ± 0.3 мкМ (n = 12), а у самок, получавших ме-
тионин, – 27.3 ± 2.4 мкМ (n = 15, p < 0.05) [8, 9].

Обработка ткани мозга. Для исследований ис-
пользовали мозг новорожденных крыс в возрасте
от 2 до 7 дней после рождения. Ткани мозга после
декапитации немедленно замораживались в жид-
ком азоте и хранились при –80°С до начала анализа.
Для измерения редокс-метаболизма ткани мозга
гомогенизировали в 20 мМ HEPES (pH 7.2) (1 : 9 –
масса : объем), центрифугировали при 10000 g в
течение 10 мин при 4°C, и супернатант использо-
вали для анализа. Содержание общего белка оцени-
вали прямым методом по оптической плотности
1 мкл супернатанта при длине волны 280 нм с по-
мощью спектрофотометра NanoDrop 1000 (Ther-
mo Fisher Scientific, США). Полученные значения
содержание белка в мг/мл использовали для ко-
личественного выражения содержания окислен-
ных белков и активности ферментов.

Анализ спонтанной и металл-зависимой (инду-
цированной) окислительной модификации белков
(ОМБ). Уровень спонтанной ОМБ определяется
количеством присутствующих в пробе карбо-
нильных производных белков. Метод основан на
реакции взаимодействия карбонильных произ-
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водных окисленных аминокислотных остатков с
2,4-динитрофенилгидразином (2,4-ДНФГ) с обра-
зованием окрашенных 2,4-динитрофенилгидразо-
нов [28]. Реакцию проводили в 100 мкл образца с до-
бавлением 1 мл 0.01 М 2,4-ДНФГ, растворенного в
2 М НCl. Пробы инкубировали в темноте при ком-
натной температуре в течение 1 ч, затем центри-
фугировали в течение 15 мин при 10000 g. Полу-
ченный осадок промывали смесью этанол : этил-
ацетат (1 : 1) для удаления липидов и 2,4-ДНФГ,
не прореагировавшего с карбонильными группа-
ми окисленных белков, и растворяли в 3 мл 8 М
раствора мочевины; для лучшего растворения к
осадку добавляли 2 М НСl. Оценка металл-зави-
симой ОМБ проводилась после предварительной
инкубации с реактивом Фентона, содержащем
0.4 мМ FeSO4 и 0.1 мМ Н2О2 в течение часа. Опти-
ческую плотность образовавшихся производных
2,4-ДНФГ определяли при длине волны 363 нм
(ε = 22 мМ–1 см–1) с помощью спектрофотометра
Lambda-25 (Perkin Elmer, США). Содержание
окисленных белков выражали в нг/мг белка.

Для оценки резервно-адаптационного потенциала
ткани мозга использовали соотношение концентра-
ции спонтанно окисленных к уровню металл-инду-
цированных карбонильных производных белков,
принимая последний за 100%. Чем больше доля
спонтанной ОМБ, тем меньше резервно-адаптаци-
онный потенциал исследуемого образца [26, 28].

Общую  протеолитическую активность измеряли
с использованием специфического протеазного
субстрата – азоказеина (Sigma Aldrich, США) [38].
Для исследования активности кислых протеаз в
пробирку вносили 400 мкл 1 мМ ацетатного буфера
(pH 5.5), а цитоплазматических протеаз – 400 мкл
1 мМ HEPES буфера (pH 7.2). Полученные рас-
творы смешивали с 10 мкл 0.1% раствора Triton X-100,
затем в пробирку добавляли 400 мкл 0.4% азоказе-
ина, 200 мкл супернатанта, 5 мкл 250 мМ β-мер-
каптоэтанола и инкубировали в течение 12 ч при
30°С. Реакцию останавливали путем добавления
100 мкл 50% ТХУ, затем центрифугировали 10 мин
при 10000 g. Оптическую плотность супернатанта
измеряли при длине волны 330 нм c использованием
спектрофотометра Lambda-25 (Perkin Elmer, США).
Протеазную активность рассчитывали по измене-
нию оптической плотности азоказеина и пред-
ставляли в виде удельной активности в единицу
времени, пересчитанной на количество белка в
пробе (UPr/мин мкг).

Интенсивность перекисного окисления липидов
определяли в растворимой фракции гомогената
ткани мозга по содержанию малонового диальде-
гида (МДА), реагирующего с тиобарбитуровой
кислотой. Образцы смешивали с реактивом, со-
держащим 0.3% Тритона Х-100, 0.1 М НCl и 0.03 М
2-тиобарбитурата. Смесь инкубировали в течение
45 мин при 95°С, затем центрифугировали в тече-

ние 10 мин при 10000 g. Оптическую плотность
измеряли при длине волны 532 нм c использова-
нием спектрофотометра Lambda-25 (Perkin Elmer,
США). Концентрация МДА в пробах рассчитыва-
лась с использованием молярного коэффициента
экстинкции (ε = 1.55 мМ–1 см–1) и выражалась в
мкг/г ткани.

Содержание перекиси водорода (Н2О2) опреде-
ляли методом, основанным на реакции окисле-
ния пероксидами Fe(II) до Fe(III) с реагентом
FOX1 и последующим образованием красно-фи-
олетового ферроксиленолового комплекса с мак-
симумом поглощения при длине волны 560 нм c
использованием спектрофотометра Lambda-25
(Perkin Elmer, США). В состав реагента входили:
0.5 мМ FeSO4, 0.5 мМ (NH4)2SO4, 50 мМ H2SO4,
0.2 мМ ксиленол оранжевый, 200 мМ сорбитол
(Sigma Aldrich, США). Супернатант и реагент
смешивали в соотношении 1 : 1 при комнатной
температуре, через 30 мин измеряли оптическую
плотность. Содержание H2O2 рассчитывали по
стандартной калибровочной кривой c известными
концентрациями Н2О2 и выражали в мкг/г ткани.

Активность супероксиддисмутазы (SOD) опре-
деляли с помощью нитросинего тетразолия
(NBT) в системе ксантин – ксантиноксидаза [39].
Реакционная смесь объемом 500 мкл содержала
100 мМ натрий-фосфатного буфера (рН 7.4), 0.1 мМ
ЭДТА, 1 мМ цитохрома C, 1 мМ ксантина, 0.04 мМ
NBT и 150 мкл образца. Реакция инициировалась
добавлением 50 мкл 0.5 ед. ксантиноксидазы.
Процентное ингибирование восстановления
NBT, пропорциональное активности SOD, при-
сутствующей в образце, определяли на спектро-
фотометре Lambda-25 (Perkin Elmer, США) при
длине волны 560 нм. За единицу активности SOD
принимали количество фермента, способного
подавить на 50% реакцию восстановления NBT, а
удельная активность выражали в единицах на
миллиграмм белка (USOD/мин мг).

Активность каталазы (CAT) определяли по ско-
рости разложения H2O2 (ε = 0.44 мМ–1 см–1) при
длине волны 240 нм [39] с помощью спектрофо-
тометра Lambda-25 (Perkin Elmer, США). Реакци-
онная смесь (500 мкл) содержала 50 мМ HEPES
(pH 7.0), 40 мМ H2O2 и 150 мл образца. Реакцию
инициировали добавлением H2O2. За единицу ак-
тивности каталазы принимали количество суб-
страта (H2O2) в мкМ, преобразуемого ферментом
в единицу времени (мин), рассчитанное на мг сы-
рой ткани в пробе (UCAT/мин мг).

Активность глутатионпероксидазы (GPх) опреде-
ляли по методу Вейдера и Каллена [40]. В присут-
ствии глутатионредуктазы и НАДФН окисленный
глутатион (GSH) превращается в восстановленную
форму (GSSG) с сопутствующим окислением
НАДФН в НАДФ. Скорость реакции, катализи-
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руемой GPх, оценивали с помощью спектрофото-
метра Lambda-25 (Perkin Elmer, США) по умень-
шению оптической плотности раствора при длине
волны 340 нм (ε = 6.22 мМ–1 см–1). Реакционная
смесь (400 мкл) состояла из 50 мМ Na2HPO4 буфе-
ра (рН 7.2), 1 мМ восстановленного глутатиона,
0.5 единицы глутатионредуктазы, 0.15 мМ НАДФН,
1 мМ ЭДТА и 150 мкл образца. Одна единица GPх
определяется как 1 мкМ глутатиона, потребляе-
мого в минуту, а удельная активность указывается
в единицах на мг белка в минуту (UGPx/мин мг).

Активность глутатионредуктазы (GR), которая ка-
тализирует НАДФН-зависимое восстановление
окисленного глутатиона до восстановленного, опре-
деляли с помощью спектрофотометра Lambda-25
(Perkin Elmer, США) при длине волны 412 нм.
Предварительно пробы разводили в HEPES
(pH 8.0) до конечного объема 500 мкл в соотно-
шении 1 : 9. Тиоловые группы (–SH) в пробе вос-
станавливали в течение 5 мин с использованием
10 мкл 3% H2O2, затем образцы инкубировали в те-
чение 5 мин с 10 мкл свежеприготовленного раство-
ра каталазы (Sigma Aldrich, США). Реакцию иници-
ировали внесением в пробу НАДФН в объеме 10 мкл
до конечной концентрации 0.1 мМ. Активность
глутатионредуктазы оценивали по изменению со-
держания глутатиона с помощью 5,5'-дитиобис-2-
нитробензойной кислоты и выражали в единицах
на мг белка (UGR нмоль/мин мг).

Статистическая оценка различий в сравниваемых
выборках оценивалась для 5% уровня значимости.
Нормальность распределения выборки определяли
при помощи F-теста Фишера и критерия Шапиро–
Уилка с использованием программы OriginPro 8.5
(OriginLab Corporation, Northampton, MA, США).
Достоверность различий оценивали с помощью
критерия Манна-Уитни для непараметрических

выборок (OriginPro 8.5, OriginLab Corporation,
Northampton, MA, США), где n – количество жи-
вотных. Все измерения проводили не менее, чем в
3 параллельных пробах, используя для повторе-
ния животных из разных помeтов. Эксперимен-
тальные данные в тексте представлены как сред-
нее значение ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты исследования показали, что содер-
жание продуктов спонтанной ОМБ в тканях мозга
крыс с пренатальной ГГц в течение первой недели
постнатального развития существенно выше, чем в
контрольной группе. Средний уровень карбо-
нильных производных в гомогенате мозга крыс
(Р2–Р7) в контрольной группе составлял 0.28 ±
± 0.02 нг/мг белка (n = 5), а у крыс с пренатальной
ГГц – 0.36 ± 0.03 нг/мг белка (n = 5, p < 0.05, рис. 1а).

Индуцированная ОМБ отражает количество
всех имеющихся на данный момент в ткани мо-
лекул, которые могут подвергаться карбонили-
рованию [26]. У животных контрольной группы
уровень металл-катализируемой ОМБ составил
0.86 ± 0.03 нг/мг белка (n = 5), тогда как у крыс с
пренатальной ГГц количество индуцированной
ОМБ было меньше – 0.61 ± 0.07 нг/мг белка (n = 5,
p < 0.05). Далее был проведен анализ вклада спон-
танной ОМБ в металл-индуцируемое окисление.
Оказалось, что доля спонтанной ОМБ в группе
ГГц составляла 58% (n = 5, p < 0.05), тогда в кон-
трольной группе – 33% (n = 5; рис. 1б).

Известно, что продукты ОМБ способны вызы-
вать повышение проницаемости мембран лизосом
и усиливать активность лизосомальных ферментов
[41]. В следующей серии экспериментов была про-
анализирована активность протеаз в тканях мозга

Рис. 1. Уровень ОМБ и протеолитической активности ферментов в головном мозге крыс с пренатальной ГГц. (а) Уро-
вень спонтанной ОМБ в контроле и в условиях пренатальной ГГц (пГГц). (б) Вклад спонтанной ОМБ в металл-ката-
лизируемое окисление, принятое за 100% в контроле и в условиях пренатальной ГГц. (в) Общая протеолитическая ак-
тивность кислых (pH 5.5) и нейтральных (pH 7.2) протеаз в тканях мозга животных из контрольной (белый) и ГГц (се-
рый) групп. Боксплот – 25–75% проценталь, усы – минимальное и максимальное значения, поперечная линия –
медиана, квадрат – среднее значение. * p < 0.05 относительно контроля.
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крыс с пренатальной ГГц. Общая протеолитическая
активность кислых протеаз при pH 5.5 составляла в
контроле 4.16 ± 0.23 UPr/мин мкг и в группе ГГц –
5.65 ± 0.54 UPr/мин мкг (n = 4, p < 0.05, рис. 1в).
Кроме того, наблюдали двукратное увеличение
активности нейтральных протеаз в тканях мозга
крыс с пренатальной ГГц (5.72 ± 0.41 UPr/мин мкг,
n = 4, p < 0.05, рис. 1в) по сравнению с группой
контроля (2.58 ± 0.14 UPr/мин мкг, n = 5).

АФК являются основными индукторами ОМБ
[31]. Для оценки степени окислительного стресса
исследовали уровень H2O2 и МДА, продукта пере-
кисного окисления липидов в тканях головного
мозга животных. Уровень H2О2 в контрольной груп-
пе составил 3.4 ± 0.4 мкг/г (n = 15), а в группе ГГц –
5.4 ± 0.5 мкг/г (n = 6, р < 0.05; рис. 2а). Уровень МДА
в контрольной группе составил 5.2 ± 0.3 мкг/г (n =
15), а у животных группы ГГц – 9.4 ± 0.9 мкг/г (n =
13, p < 0.05; рис. 2б).

Активность антиоксидантных ферментов –
SOD, CAT, GPx и GR была достоверно ниже у жи-
вотных с пренатальной ГГц. Активность SOD в
контроле составила 1.31 ± 0.11 USOD/мин мг (n = 13)
и в группе ГГц – 0.99 ± 0.14 USOD/мин мг (n = 12,
p < 0.05; рис. 3а). Активность CAT в контроле со-
ставила 39.31 ± 5.35 Uсat/мин мг (n = 7), а у крыс с
пренатальной ГГц – 21.91 ± 4.54 Uсat/мин мг (n = 7,
p < 0.05; рис. 3б).

В контроле показатели активности GPx и GR
составляли 3.41 ± 0.53 UGPx/мин мг (n = 11) и 16.55 ±
± 0.65 UGRнмоль/мин мг (n = 6), соответственно.
У крыс с пренатальной ГГц активность GPx со-
ставляла 1.8 ± 0.3 UGPx/мин ∙ мг (n = 10, p < 0.05) и
GR – 10.17 ± 0.41 UGRнмоль/мин мг (n = 6, p < 0.05),
соответственно (рис. 3в, г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании было продемон-
стрировано, что высокий уровень гомоцистеина у
самок во время беременности вызывает следую-
щие изменения в ткани мозга потомства на пер-
вой неделе постнатального развития: повышение
уровня карбонильных производных белков, увели-
чение доли спонтанного окисления в металл-инду-
цированной модификации белков, одновременно с
выраженным снижением антиоксидантной защиты
и усилением продукции перекиси водорода и пере-
кисного окисления липидов, и повышение общей
протеолитической активности.

Нервная ткань характеризуется высокой чув-
ствительностью к повреждающему действию сво-
бодных радикалов из-за повышенного содержания
субстратов перекисного окисления (полиненасы-
щенных жирных кислот и ионов металлов) и низ-
кой активностью антиоксидантных ферментов в
сочетании с высокой интенсивностью обменных
процессов [42, 43]. Особенно это характерно для
раннего периода онтогенеза, когда благодаря вы-

Рис. 2. Концентрация Н2О2 (а) и маркера перекисно-
го окисления липидов – МДА (б) в тканях головного
мозга крыс с пренатальной ГГц. Боксплот – 25–75%
проценталь, усы – минимальное и максимальное
значения, поперечная линия – медиана, квадрат –
среднее значение. * p < 0.05 относительно контроля.
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сокому уровню нейропластичности происходит
интенсивный нейрогенез, синаптогенез, что со-
провождается повышением синтеза белков и ли-
пидов, нейроспецифических ростовых факторов
и медиаторов [26].

Накопление гомоцистеина в ранний период
онтогенеза в различных отделах головного мозга
приводит к усилению перекисного окисления ли-
пидов, снижению общей антиокислительной ак-
тивности и экспрессии адгезивных белков, участву-
ющих в процессах синаптической пластичности
[44], окислительному повреждению ДНК и белков
[5], повышению активности каспазы-3 [21], что
нарушает созревание нейрональных сетей в пер-
вые недели постнатального развития крыс [45].
Действительно, увеличение возбудимости нейро-
нов наряду со снижением частоты гигантских де-
поляризующих потенциалов, необходимых для
установления межнейронных связей, было пока-
зано в гиппокампе новорожденных крыс с прена-
тальной ГГц [46].

ОМБ является одним из ранних и наиболее на-
дежных маркеров окислительного стресса [47,
48], затрагивает рецепторы и каналы мембраны,
белки цитоскелета, факторы транскрипции [49].
Ряд исследователей полагают, что ОМБ является
превалирующим механизмом токсического дей-
ствия гомоцистеина, приводящим к ингибирова-
нию Na+/K+-АТФазы в нейронах гиппокампа и
миндалины [50, 51], а также ферментов антиокси-
дантной защиты [23, 25, 52, 53]. Действительно, в
наших экспериментах уровень карбонильных
производных белков, являющихся одним из ти-
пов необратимой ОМБ в тканях мозга крыс с пре-
натальной ГГц, был выше на 30% по сравнению с
контролем.

Известно, что в физиологических условиях
интенсивность ОМБ повышается в течение ран-
него постнатального онтогенеза и зависит от про-
цессов созревания нервной системы, в том числе
миелинизации нервных волокон и формирова-
ния новых синапсов [48]. Максимальный пик
ОМБ регистрировался к 2–3-м неделям постна-
тального развития мозга крыс. В то же время па-
тологические факторы в период эмбриогенеза,
включая пренатальный стресс, усиливают спон-
танный и индуцированный ОМБ в гиппокампе,
стриатуме и гипоталамусе крыс в первый месяц
постнатального развития [26]. Нами было отмечено
увеличение доли спонтанной ОМБ у животных с
пренатальной ГГц с 33% до 58%, что говорит о зна-
чительном падении резервно-адаптационного по-
тенциала клеток мозга и свидетельствует как о
снижении устойчивости системы к действию сво-
бодных радикалов, так и о нарушении процессов
метаболизма белков. Подобные изменения отме-
чались также в скелетной, сердечной и гладкомы-
шечной тканях при умеренной ГГц у взрослых
животных [54, 55].

Карбонилирование аминокислотных остатков
способствует агрегации и фрагментации белковых

молекул и, как следствие, резкому повышению их
чувствительности к деградации протеазами [56].
Дестабилизация лизосомальной мембраны в резуль-
тате окислительного стресса вызывает высвобожде-
ние и активацию лизосомальных цистеиновых про-
теаз – катепсинов, что вызывает повреждение кле-
точных структур [57]. В наших экспериментах в
ткани мозга крыс с пренатальной ГГц возрастала
общая протеолитическая активность при pH 5.5,
что указывает на активацию лизосомальных про-
теаз. Кроме того, мы наблюдали усиление актив-
ности цитоплазматических протеаз, что согласуется
с данными об увеличении активности внелизосо-
мальной фракции протеаз в клетках гладкой му-
скулатуры, печени и почек при ГГц [55]. Полу-
ченные данные свидетельствуют об активации
системы протеолиза в первую неделю развития
мозга крыс с пренатальной ГГц.

Триггером ОМБ является окислительный
стресс, характерный для ГГц и показанный в на-
шем исследовании у животных первой недели по-
сле рождения, у которых наблюдалось высокое
содержание H2O2 и МДА с одновременным сниже-
нием активности антиоксидантных ферментов –
SOD, CAT, GPx и GR.

В условиях ГГц снижение активности SOD и
CAT может быть обусловлено как инактивацией
ферментов вследствие окисления тирозиновых
аминокислотных остатков пероксинитритами и
другими АФК, так и с угнетением их экспрессии
за счет изменения метилирования ДНК [1, 19, 23,
30, 45, 53]. В условиях окислительного стресса из-
за быстрого окисления глутатиона соотношение
восстановленного/окисленного глутатиона падает
[53]. Снижение активности как глутатионперок-
сидазы, так глутатионредуктазы, вызванное ГГц,
может приводить к нарушению метаболизма глу-
татиона и уменьшению его уровня [8, 53, 58]. В
результате полного или частичного истощения
запасов глутатиона в клетках мозга крыс будет
усиливаться карбонилирование белков и актив-
ность сериновых протеаз [60–62], что и наблюда-
лось в головном мозге крыс с пренатальной ГГц.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты нашей работы показывают значи-
тельное усиление необратимого процесса ОМБ в
головном мозге новорожденных крыс с прена-
тальной ГГц вследствие развития окислительного
стресса. Принимая во внимание описанные здесь
эффекты и литературные данные, можно предло-
жить, что в условиях ГГц матери в тканях мозга
новорожденных крыс происходит ослабление ан-
тиоксидантной защиты, преобладание генерации
АФК над их деградацией, накопление супероксид-
ных и гидроксильных радикалов, что стимулирует
перекисное окисление липидов и активирует ОМБ,
которая, в свою очередь, может служить источни-
ком генерации новых свободных радикалов и
дальнейшей инактивации антиоксидантных си-
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стем, приводя к клеточной гибели и нарушению
развития нервной ткани развивающегося орга-
низма.
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Levels of Protein Carbonylation and Activity of Proteases in the Brain
of Newborn Rats with Prenatal Hyperhomocysteinemia

A. V. Yakovleva, S. A. Dmitrievab, A. N. Krasnovaa, O. V. Yakovlevaa, and G. F. Sitdikovaa

a Kazan Federal University, Kazan, Russia
b Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, FRC Kazan Scientific Center of RAS, Kazan, Russia

Homocysteine is a sulfur-containing amino acid formed from methionine and considered as a risk factor for
a number of pathologies. An increase in the homocysteine level (hyperhomocystienemia, HHCy) during
pregnancy leads to various complications of pregnancy, fetal hypoxia and, consequently, development of early
and delayed postnatal pathologies. One of the main mechanisms of homocysteine action is induction of ox-
idative stress. The aim of our study was to analyze oxidative modification of proteins and activity of proteases,
as well as the level of oxidative stress in the brain tissue of rats with prenatal HHCy in the first week after birth.
The experimental HHCy was induced in female rats by feeding them with elevated amounts of methionine
for 3 weeks before, during and after pregnancy. In the homogenates of brain tissue of offspring with prenatal
HHCy a significant increase in spontaneous protein carbonylation was observed. This result indicates a decrease
in the reserve-adaptive potential of brain cells and the decrease in the resistance of the tissue to the action of free
radicals. In the brains of rats with prenatal HHCy the activity of acidic and neutral proteases was higher com-
pared to controls which could be a result of aggregation and fragmentation of protein molecules due to carbon-
ylation of amino acid residues. Brain tissues of newborn rats with prenatal HHCy were also characterized by a
high content of hydrogen peroxide, malondialdehyde as the marker of lipid peroxidation, along with a decrease
in the activity of antioxidant enzymes: superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase and glutathione
reductase. Thus, the data obtained indicate a significant increase in the irreversible process of oxidative modi-
fication of proteins in the brain of newborn rats with prenatal HHCy because of the oxidative stress. These pro-
cesses contribute to the mechanisms of homocysteine neurotoxicity during the critical period of brain develop-
ment in the early postnatal period, when intensive neurogenesis, synaptogenesis, and neuroplasticity take place.

Keywords: oxidative modification of proteins, prenatal hyperhomocysteinemia, brain, proteases, antioxidant sys-
tems, lipid peroxidation
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Отличительной особенностью большинства нейродегенеративных заболеваний является наруше-
ние фолдинга, агрегация и накопление патологических белков, что приводит к нарушению клеточ-
ного гомеостаза, вследствие этого – потере синаптических связей и, в конечном итоге, клеточному
апоптозу. Показано, что некоторые реакции врожденного иммунитета играют важную роль в воз-
никновении и прогрессировании нейродегенеративных заболеваний. Одним из ключевых звеньев
врожденного иммунитета, способствующим поддержанию хронического воспалительного ответа,
являются инфламмасомы. Инфламмасомы играют роль “внутриклеточных сенсоров”, осуществляя
детекцию как экзогенных, так и эндогенных стимулов, а также отвечая за активацию каспазы-1 и
синтез провоспалительных цитокинов. В центральной нервной системе (ЦНС) инфламмасомы
экспрессируются преимущественно микроглией, основными клетками врожденного иммунитета,
ответственными за активацию и поддержание процессов воспаления. Помимо микроглии, экспрес-
сию и активацию инфламмасом могут осуществлять астроциты и нейроны, а также инфильтрирую-
щие миелоидные клетки. Понимание механизмов активации и функционирования инфламмасом
может лежать в основе разработки новых специфических препаратов для модуляции иммунного от-
вета, связанного с их чрезмерной активацией. В обзоре приведены основные сведения о строении и
механизмах функционирования инфламмасом, рассмотрена роль нарушения фолдинга белков, их
агрегации и влияния на активацию инфламмасом, а также возможные терапевтические мишени в
контексте нейродегенеративных заболеваний.

Ключевые слова: инфламмасомы, нейродегенеративные заболевания, боковой амиотрофический склероз,
болезнь двигательного нейрона, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона
DOI: 10.31857/S1027813322030116

ОБЩИЕ МЕХАНИЗМЫ НАКОПЛЕНИЯ И 
АГРЕГАЦИИ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ БЕЛКОВ

Необходимым условием нормальной работы
белка является приобретение им третичной
структуры, которая формируется в ходе его “упа-
ковки” – фолдинга. Фолдинг представляет собой
сложный, мультисистемный процесс, где ключе-
вую роль играют белки-шапероны, обеспечиваю-
щие правильную укладку белка и стабильную
конформацию. Помимо фолдинга для правиль-
ной укладки белковых цепей важны и другие мо-
лекулярные процессы, такие как транскрипция,
трансляция, посттрансляционные модификации,
деградация, опосредованная системой убикви-
тин-протеасома и аутофагия.

Приобретение белком правильной конформа-
ции обеспечивается особым классом белков –
шаперонов. Они связываются с пептидами еще до

завершения процесса трансляции с мРНК, и
участвуют в процессе фолдинга, защищая расту-
щие пептидные цепи от воздействий частиц кле-
точной среды, тем самым облегчая формирова-
ние стабильной конформации [1]. Если фолдинг
белка происходит неправильно, белки-шапероны
исправляют развернутый белок, а в случае неуда-
чи выступают в качестве сигнальных молекул и, в
зависимости от конкретной причины, могут ак-
тивировать различные клеточные программы для
принятия радикальных мер по устранению белка
с неправильной структурой вплоть до полной де-
градации [2]. Этими клеточными программами
являются: отклик неструктурированных белков
(unfolded protein response, UPR), реакция теплового
шока (heat shock response, HSR), убиквитин-проте-
асомная система (ubiquitin-proteasome system, UPS)
и деградация, связанная с эндоплазматическим ре-
тикулумом (endoplasmic-reticulum-associated degra-
dation, ERAD). Программы UPR и HSR образуют
сеть клеточного протеостаза для создания прого-
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меостатических транскрипционных и посттран-
скрипционных программ [3].

Существует несколько гипотез, объясняющих
нарушение процесса фолдинга белка. Во-первых,
в случае правильной трансляции с использованием
предполагаемых аминокислотных последова-
тельностей может быть найдена альтернативная
стабильная конформация белка, что приведет к
нарушению фолдинга. Во-вторых, генетические
мутации также приводят к нарушению укладки
белка и, соответственно, его функции; при этом
даже одна “ошибочная” аминокислота может
привести к неправильному фолдингу, агрегации
белка и возможной клеточной смерти.

Некоторые гены могут производить несколько
вариантов белков. В этих случаях определенные эк-
зоны первичного транскрипта могут быть включе-
ны или исключены из конечной синтезированной
мРНК. Этот процесс носит название альтерна-
тивного сплайсинга. Белки, полученные в резуль-
тате трансляции с таких мРНК, будут отличаться
как по своим аминокислотным последовательно-
стям, так и нередко – по биологическим функциям.
Ошибка, возникнувшая во время альтернативно-
го сплайсинга, может привести к синтезу белка с
неправильной аминокислотной последователь-
ностью и, в конечном итоге, нарушенной третич-
ной структурой.

Наконец, возможно нарушение фолдинга из-
за мутаций в генах белков-шаперонов, вследствие
чего наблюдается преобладание альтернативных
конформаций белков. В то же время мутации в ге-
нах, ответственных за деградацию патологических
белков, будут способствовать избеганию продук-
тами нарушенного фолдинга элиминации, и их
дальнейшей агрегации, и образованию фибрилл.
Любая из вышеперечисленных мутаций может
вызвать гибель клетки, однако, если ей удалось
избежать апоптоза, это может привести к разви-
тию нейродегенеративного процесса [4, 5].

Помимо мутации в генах, нарушение фолдинга
белка также может быть связано с клеточной пато-
логией, а именно – с дисфункцией митохондрий,
кальций-индуцированным нарушением фолдинга
и воспалением [4]. Нарушение нормального функ-
ционирования митохондрий приводит к увеличе-
нию количества реактивных форм кислорода
вследствие нарушения процессов окислительно-
го фосфорилирования, что в свою очередь может
повлечь за собой повреждение структуры белков
[6]. Кальций-индуцированное нарушение фол-
динга белка часто сопровождает патологические
состояния, характеризующиеся избытком глута-
мата в синаптической щели, что приводит к ги-
перстимуляции NMDA-рецепторов и последую-
щему притоку кальция. Избыток цитозольного
кальция также может приводить к генерации ак-
тивных форм кислорода и нитрозативному стрессу,

нарушающему механизмы контроля синтеза бел-
ка, тем самым способствуя накоплению белков с
нарушенной конформацией [7]. Неправильно
упакованные белки могут образовывать транс-
мембранные поры, которые дополнительно уве-
личивают приток кальция, приводя к порочному
циклу цитотоксичности [8].

Основным механизмом развития большин-
ства нейродегенеративных заболеваний является
нарушение белкового гомеостаза (протеостаза),
приводящего к формированию патологической
конформации белков, их агрегации, накоплению
и развитию нейротоксичности. Клинические
проявления нейродегенеративных заболеваний
обычно зависят от вовлечения в патологический
процесс определенной популяции нейронов [9].

К заболеваниям, развивающимся вследствие не-
правильного фолдинга и агрегации белков, отно-
сятся болезнь Альцгеймера, болезнь Гентингтона,
боковой амиотрофический склероз, болезнь Пар-
кинсона, трансмиссивные губчатые энцефалопа-
тии [9].

Предложено по крайней мере три механизма,
посредством которых неправильная укладка и аг-
регация белков приводят к развитию болезней
нарушенного фолдинга. Так, одним из ключевых
звеньев патогенеза нейродегенеративных заболе-
ваний может являться потеря нормальной актив-
ности белка, количество которого истощается
вследствие неправильного фолдинга и агрегации.
Согласно второй и более широко принятой гипо-
тезе, неправильная укладка и агрегация приводят
к приобретению белками с нарушенной третич-
ной структурой свойств нейротоксичности, кото-
рые проявляются в способности этих белков и их
агрегатов активировать проапоптотические сиг-
нальные пути, образовывать ионные каналы и
индуцировать процессы окислительного стресса.
Наконец, ряд авторов объясняют патогенез нейро-
дегенеративного процесса с точки зрения нейро-
воспаления, предполагая, что аномальные белко-
вые агрегаты действуют как антигены и вызывают
хроническую воспалительную реакцию, которая
приводит к гибели клетки, вероятно, активируя
процессы врожденного иммунитета, в частности,
опосредуемые различными типами инфламмасом
[10]. В настоящем обзоре освещены ключевые во-
просы строения и функционирования инфлам-
масом, а также современные данные об их роли
при ряде нейродегенеративных заболеваний.

РОЛЬ ВОСПАЛЕНИЯ
ПРИ НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ

Нейровоспаление является защитным механиз-
мом, который прежде всего призван элиминиро-
вать различные патогены, нарушающие гомеостаз
[11]. Воспалительный ответ, возникающий в усло-
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виях патологии, имеет благоприятные эффекты,
способствуя удалению клеточного мусора и вос-
становлению целостности и гомеостаза тканей,
однако хронизация воспалительного ответа пагубна
и, напротив, препятствует процессам регенерации
[12]. Стимулы, поддерживающие воспалительный
ответ, могут иметь как эндогенный характер (на-
пример, генетическая мутация и агрегация белков),
так и исходить из окружающей среды ― в виде
инфекции, травматического повреждения или
токсического воздействия, в том числе лекар-
ственными препаратами [13].

Врожденный иммунитет является первой ли-
нией защиты не только от инфекционных агентов.
Его механизмы также играют ключевую роль в
восстановлении тканей, удалении апоптотиче-
ских телец и клеточного мусора. Ключевыми
клетками врожденного иммунитета в ЦНС явля-
ются микроглия и астроциты, макрофаги, есте-
ственные киллеры (NK) и тучные клетки. Олиго-
дендроциты и нейроны также вносят свой вклад в
процессы врожденного иммунного ответа в ЦНС.
Патоген-ассоциированные молекулярные паттер-
ны (PAMP) и ассоциированные с повреждением
(эндогенным) молекулярные паттерны (DAMP)
включают неправильно свернутые и агрегирован-
ные белки, как, например, при болезни Альцгей-
мера (БА), болезни Паркинсона (БП) и боковом
амиотрофическом склерозе (БАС). Клеточными
рецепторами, распознающими PAMP и DAMP,
являются Toll-подобные рецепторы, лектины C-ти-
па, детекторы окисленного липопротеина, а также
NLR-рецепторы, играющие ключевую роль в
сборке инфламмасом [14].

Клетки микроглии являются основными рези-
дентными макрофагами в ЦНС. В онтогенезе
нервной системы они участвуют в процессах фор-
мирования нейронных цепей, синаптогенезе, а
также регулируют гибель клеток и элиминацию
продуктов жизнедеятельности в условиях воспа-
ления или повреждения ЦНС. Дифференциаль-
ная активация микроглии часто классифицирует-
ся как классическая (M1) или альтернативная
(M2) на основании экспрессии хемокинов и ци-
токинов in vivo [15]. Переключение между этими
фенотипами микроглии необходимо для осуществ-
ления процессов регенерации и ремиелинизации.
Микроглия синтезирует как провоспалительные,
так и противовоспалительные факторы, которые
могут влиять благоприятно или же, наоборот,
усугублять течение нейродегенеративных заболе-
ваний [16].

Подобно M1 и M2 фенотипам макрофагов и
микроглии, сообщается о субпопуляциях астро-
цитов, которые продуцируют провоспалительные
медиаторы (A1) и иммунорегуляторные медиаторы
(A2). Астроциты A1 секретируют IL-1a, фактор
некроза опухоли альфа (TNFa) и C1q компонент

комплемента. Данный фенотип считается провос-
палительным и способствует повреждению нейро-
нов и олигодендроцитов in vitro, а также вызывает
апоптоз, подавляя активацию и пролиферацию
Т-хелперных клеток. Напротив, астроциты A2 фе-
нотипа обладают нейропротективным действием,
способствуя выживаемости нейронов и процессам
синаптической пластичности. Процесс астроглиоза
наблюдается при многих нейродегенеративных
заболеваниях, включая БА, БП и БАС [17]. Было
высказано предположение, что реактивные аст-
роциты A1 фенотипа обладают токсическим дей-
ствием при БАС, БП и БА, шизофрении и при
нормальном старении [18].

Помимо перечисленных видов клеток, олиго-
дендроциты также участвуют в реакциях врож-
денного иммунитета, экспрессируя рецепторы и
производя иммуномодулирующие цитокины и
хемокины. При поражении ЦНС олигодендроци-
ты могут способствовать как защитным и регене-
ративным процессам, так и нейродегенерации
вследствие нарушения процессов ремиелиниза-
ции [19].

Роль адаптивного иммунитета при нейродеге-
неративных расстройствах подтверждается изме-
нениями субпопуляций Т- и В-клеток и уровней ан-
тител в крови, спинномозговой жидкости и тканях
мозга. Так, активно изучается роль реакций адап-
тивного иммунитета при БП и БАС; при БА вос-
паление в основном обусловлено резидентной
микроглией. На ранних стадиях болезни Паркин-
сона в крови наблюдается повышенное количество
Th17-клеток, некоторые из которых распознают
α-синуклеин [20]. На мышиных моделях с БАС
уменьшение количества Treg клеток сопровожда-
лось более выраженными темпами гибели двига-
тельных нейронов и меньшей выживаемостью
животных, в то время как перенос Treg клеток по-
давлял нейровоспаление и приводил к увеличению
продолжительности жизни мышей. Сообщается,
что у пациентов с БАС имеются нарушения в
функционировании Treg клеток, однако напрямую
влияние их дисфункции на прогрессирование ней-
родегенерации у человека не исследовалось [21].

СТРОЕНИЕ, АКТИВАЦИЯ
И ФУНКЦИИ ИНФЛАММАСОМ

Термин “инфламмасома” (inflammasome) был
введен J. Tschopp и соавт. в 2002 г. для описания
высокомолекулярного комплекса, присутствую-
щего в цитозоле активированных иммунных кле-
ток, опосредующего активацию провоспалитель-
ных каспаз [22]. Впоследствии были идентифи-
цированы несколько различных инфламмасом,
сборка каждой из которых продиктована уни-
кальным паттерн-распознающим рецептором
(pattern-recognition receptor, PRR) в ответ на пато-
ген-ассоциированные молекулярные структуры
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(pathogen-associated molecular patterns, PAMP) или
эндогенные стимулы в цитозоле клетки-хозяина
(damage-associated molecular patterns, DAMP) [23].

Распознавание провоспалительного лиганда
приводит к активации инфламмасомы, олигоме-
ризации и рекрутированию адапторного белка,
известного как ASC (adaptor molecule apoptosis-
associated speck-like protein), который состоит из
двух доменов: пиринового домена (pyrin domain,
PYD) и домена активации и рекрутирования кас-
пазы (caspase activation and recruitment domain,
CARD). Эти домены позволяют адапторному белку
соединять сенсорную молекулу инфламмасомы с
каспазой-1. Автопроцессинг приводит к образо-
ванию каталитически активной– каспазы-1, ко-
торая инициирует последующие ответы, включая
высвобождение интерлейкина-1β (IL-1β) и IL-18,
и вызывает пироптоз ― запрограммированную
гибель клеток, опосредуемую газдермином-D,
притоком ионов натрия и воды, в результате ко-
торого происходит набухание клетки и разрыв
мембраны, а также спонтанный выброс цитозоль-
ного содержимого во внеклеточное пространство.
При активации инфламмасом каспаза-1 и другие
неканонические каспазы (каспаза-4, каспаза-5 и
каспаза-11) активируют газдермин-D, который
впоследствии формирует поры в клеточной мем-
бране. Благодаря им происходит секреция IL-1β
и IL-18 во внеклеточное пространство, и одно-
временный приток Na+ и воды, вызывая набуха-
ние клеток и разрыв мембраны [24].

Инфламмасомы играют ключевую роль в за-
щите организма от патогенов, однако их гиперак-
тивация связана с развитием онкологических,
аутоиммунных, метаболических и нейродегене-
ративных заболеваний.

Классификация инфламмасом основана глав-
ным образом на сенсорной молекуле – основном
триггере, участвующим в их активации. Различ-
ные сенсорные молекулы инфламмасом имеют
имеют схожую структуру и могут принадлежать к
группе паттерн-распознающих рецепторов, спо-
собных реагировать на цитозольные патоген-ассо-
циированные молекулярные структуры (PAMP)
или эндогенные стимулы (DAMP). К таким ре-
цепторам относятся нуклеотид-связывающий до-
мен и семейство рецепторов, богатых лейцином
(nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat con-
taining, NLR), также в состав инфламмасом могут
входить AIM2 (absent in melanoma 2-like) и пири-
новые рецепторы.

В структуре инфламмасомы обычно имеются три
основных компонента: цитозольный паттерн-рас-
познающий рецептор, каспаза-1 и адапторный бе-
лок, опосредующий взаимодействие между ними.
Как уже было упомянуто выше, рецептор может
относиться либо к семейству белков NLR, либо

содержащих пириновый или HIN (hematopoietic
interferon-inducible nuclear protein)-домены AIM2
белок). NLR у человека кодируются семейством
из 22 генов и содержат карбоксиконцевой домен,
богатый лейциновыми повторами (leucine-rich re-
peat, LRR), консервативный центральный домен
NACHT (domain present in NAIP, CIITA, HET-E,
TP-1), который необходим для связывания нук-
леотидов и олигомеризации белков, участвующих
в образовании инфламмасом, а также вариабель-
ный аминоконцевой домен, определяющий при-
надлежность к подсемейству NLR [25].

NLR-инфламмасомы могут быть сгруппирова-
ны в два основных подсемейства, NLRP и NLRC –
в зависимости от того, чем представлен N-конце-
вой домен: пирином или N-концевым доменом
активации и рекрутирования каспазы (caspase ac-
tivation and recruitment domain, CARD) [26]. У чело-
века идентифицировано 14 NLRP и 5 NLRC генов;
наиболее изученными являются NLPR1 и NLPR3.
В обоих подсемействах имеются общие черты: C-
концевой повторяющийся домен богатый лейци-
ном и центральный домен NACHT, ответствен-
ный за олигомеризацию [27].

После активации и олигомеризации NLRP ре-
крутируют адаптерный протеин ASC, являющийся
вторым компонентом большинства инфламмасом.
Как уже было сказано, ASC состоит из двух доме-
нов: пирина (PYD) и CARD. Он действует как
связующее звено между PYD соответствующего
белка-рецептора NLRP и CARD прокаспазы-1,
которая является третьим компонентом ин-
фламмасомы. Исключениями являются NLRC4
и NLRP1, поскольку они могут напрямую взаи-
модействовать с прокаспазой 1 через собствен-
ные CARD домены [28].

Учитывая значимую рольNLRP3 инфламма-
сом в механизмах нейродегенерации, рассмотрим
процесс активации инфламмасом на ее примере.

Активация NLRP3 инфламмасомы может
быть опосредована 3 путями: каноническим, не-
каноническим и альтернативным. Канонический
путьпредставляет собой классическую двухсту-
пенчатую модель, в которой для активации ин-
фламмасомы NLRP3 необходимы два сигнала.
Первый сигнал, или прайминг, необходим для
связывания толл-подобных рецепторов (toll-like
receptors, TLR) с патоген-ассоциированными мо-
лекулярными структурами (PAMP). Он индуци-
рует транскрипцию NLRP3, про-IL-1β и про-IL-18
посредством активации ядерного фактора-kB (nu-
clear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells, NF-kB) [29]. При этом первый сигнал способ-
ствует не только активации транскрипции, но и ин-
дуцирует ряд посттрансляционных модификаций,
которые позволяют NLRP3 перестраиваться в его



НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

РОЛЬ ИНФЛАММАСОМ В ПАТОГЕНЕЗЕ НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 255

активную конформацию [30]. Второй сигнал запус-
кается различными стимулами, включая PAMP,
DAMP и другие частицы, детекцию которых NLRP3
осуществляет посредством еще не определенных
механизмов. Второй сигнал приводит к образова-
нию активного комплекса инфламмасомы и ауто-
протеолитическому расщеплению каспазы-1. Осо-
бенностью инфламмасомы NLRP3 является спо-
собность реагировать на широкий спектр сигналов,
таких как внеклеточный аденозинтрифосфат
(АТФ), микробные токсины, кристаллы, белковые
агрегаты и вирусные частицы. Точный молекуляр-
ный механизм, запускающий активацию NLRP3 в
ответ на такой широкий спектр сигналов, до сих
пор изучен не полностью. Многие активаторы
NLRP3 вызывают отток K+ из клетки, что изна-
чально считалось общим пусковым механизмом
активации NLRP3 инфламмасомы [31]. Появля-
ется все больше доказательств в пользу того, что
наряду с оттоком K+, другие механизмы могут
вносить вклад в активацию NLRP3, такие как от-
ток Cl–, передача сигналов Ca2+, дисфункция ми-
тохондрий с активными формами кислорода и
разрыв лизосом [32]. Учитывая разнообразие воз-
можных активирующих сигналов, вероятно, что
NLRP3 реагирует на общий механизм активации,
индуцированный в цитозольной среде внутрикле-
точными процессами, а не взаимодействуя напря-
мую со всеми молекулами-активаторами [32].

Неканоническая активация запускается кас-
пазой-4 у людей и каспазой-11 у мышей в ответ на
внутриклеточное инфицирование грамотрица-
тельными бактериями (например, Escherichia coli)
[33]. Считается, что каспаза-11 и каспаза-4 акти-
вируются внутриклеточным липополисахаридом
(LPS) посредством прямого связывания LPS с
CARD-доменом. Кроме того, каспазу-4 и каспа-
зу-11 могут активировать и другие компоненты
грамотрицательных бактерий, а также экзоген-
ные препараты, например, метамфетамин [34].
Активация каспазы-11 и каспазы-4, опосредован-
ная внутриклеточным LPS, может способство-
вать оттоку K+ из клетки либо за счет расщепле-
ния гасдермина D и последующего пироптоза,
либо с помощью других неизвестных в настоящее
время механизмов, ведущих к нестабильности мем-
браны. В итоге, вследствие оттока K+ из клетки про-
исходит активация инфламмасомы NLRP3 [35].

Альтернативная активация инфламмасом пред-
ставляет собой новый специфический путь актива-
ции инфламмасомы NLRP3. Он присутствует в мо-
нонуклеарных клетках периферической крови
человека и свиней, но отсутствует у мышей [36]. В
рамках данного механизма активации, присутствия
липополисахарида достаточно, чтобы вызвать акти-
вацию инфламмасомы NLRP3 с последующей ак-

тивацией процессинга и секреции каспазы-1 и
IL-1β. Сборка инфламмасомы происходит после
активации толл-подобного рецептора 4 (TLR4) с
помощью липополисахарида, запускающего сиг-
нальный каскад каспазы-8, который, в свою
очередь, приводит к активации инфламмасомы
NLRP3. Этот путь активации не зависит от оттока
K+ из клетки. Пироптоза не происходит, поэтому
IL-1β высвобождается постепенно, в отличие от
реакции “все или ничего”, характерной для кано-
нической активации [37].

Считается, что рекрутирование прокаспазы-1
в инфламмасому вызывает аутопротеолитическое
превращение профермента в активную каспазу-1.
Активация каспазы-1 приводит к расщеплению и
последующему высвобождению IL-1β и IL-18, в
первую очередь из клеток врожденного иммуни-
тета. Центральная нервная система особенно чув-
ствительна к передаче сигналов IL-1β и IL-18 в
связи с тем, что несколько типов клеток в ЦНС
экспрессируют рецепторы для этих цитокинов
[38]. Сигнальные каскады, индуцируемые цито-
кинами, оказывают влияние как на системном
уровне (патологическая активация оси гипотала-
мус-гипофиз-надпочечники), так и на местном
уровне повреждения (пролиферация и активация
микроглии и астроцитов) [39]. Активация каспа-
зы-1, последующее расщепление и высвобожде-
ние цитокинов способствуют развитию иммуно-
патологических состояний, которые приводят к
гибели нейронов. Помимо индукции высвобож-
дения цитокинов, активация каспазы-1 может опо-
средовать пироптоз. Есть данные, свидетельствую-
щие о том, что каспаза-1 играет непосредственную
роль в инициации гибели нейронов [40].

Изучение функционирования инфламмасом
при процессах нейровоспаления позволяет уви-
деть в новом свете теорию о роли инфекционных
заболеваний в провокации аутоиммунных и деге-
неративных заболеваний нервной системы. На-
пример, доказана роль NLRP3 инфламмасом в
развитии и более тяжелом течении острого респи-
раторного дистресс-синдрома, наблюдаемого в
том числе при новой коронавирусной инфекции
COVID-19; так, белок ORF3a коронавирусов при-
водит к индукции активности NLRP3 инфламмасо-
мы [41]. В многочисленных исследованиях цитоки-
нового профиля в крови пациентов с инфекцией
COVID-19 убедительно продемонстрировано по-
вышение уровней IL-1ß и IL-18, что может служить
еще одним аргументом в пользу гиперактивации
NLRP3 инфламмасом при этом заболевании [42].
Основываясь на этих данных, ряд авторов не ис-
ключает возможность провокации или усугубления
течения нейродегенеративных заболеваний у паци-
ентов, перенесших инфекцию COVID-19 [43].
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АКТИВАЦИЯ ИНФЛАММАСОМ
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ 

НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ. ПАТОЛОГИЧЕСКИЕ 
БЕЛКИ – ИНДУКТОРЫ АКТИВАЦИИ 

ИНФЛАММАСОМ
Большинство нейродегенеративных заболева-

ний обладают общими патогенетическими механиз-
мами, основным из которых является нарушение
фолдинга белка. Белок с нарушенной конформа-
цией многократно синтезируется и подвергается
некорректному фолдингу, избегая как механиз-
мов его правильной укладки, так и механизмов
деградации патологических белков, что приводит
к образованию агрегатов, которые в дальнейшем
формируют фибриллярные структуры. При вне-
клеточной локализации эти фибриллярные отло-
жения носят название “амилоидных фибрилл”.
Патогенетические особенности нейродегенера-
тивного процесса зависят от ряда факторов: об-
разуются ли агрегированные белки внутри или
за пределами клеток, какая часть клеток проду-
цирует белки с нарушенной конформацией, а
также область мозга, в которой локализуются
эти агрегаты [4].

Имеющиеся на сегодняшний день данные ука-
зывают на то, что несмотря на различия в амино-
кислотных последовательностях, белки, участву-
ющие в нейродегенеративных процессах, в агре-
гированных формах имеют похожую структуру
[44]. Структурная гомология белков, вовлечен-
ных в нейродегенеративный процесс, в нативной
форме может быть незначительной или отсут-
ствовать, но вторичная структура их агрегатов мо-
жет быть сходной. Большинство агрегатов богато
β-складчатыми листами, в то время как их нор-
мальные функциональные формы, в основном,
являются α-спиралями и глобулярными структу-
рами [10].

Болезнь Альцгеймера. Болезнь Альцгеймера (БА)
является самым частым нейродегенеративным
заболеванием в мире и самой распространенная
формой деменции. Самым значимым фактором
риска развития БА является возраст: показатели
распространенности заболевания удваиваются
каждые 5 лет после 65 лет [45].

Классическая клиническая картина заболева-
ния включает прогрессирующие мнестические и
эмоционально-аффективные нарушения, нару-
шения абстрактного мышления, концентрации
внимания и снижение критики к собственному
состоянию. В терминальной стадии заболевания
наряду с деменцией наблюдается потеря веса, су-
дороги, повышенная сонливость и отсутствие кон-
троля над функциями тазовых органов, присоеди-
нение вторичных инфекционных процессов.

Структурные изменения в головном мозге при
БА включают диффузную атрофию вещества го-

ловного мозга, особенно лобных долей и гиппо-
кампов, с дегенерацией холинергических нейро-
нов. Наблюдается увеличение желудочковых
пространств, грануло-вакуолярная дегенерация и
распространенный синаптический коллапс. Од-
нако ключевой характеристикой БА является об-
наружение церебральных бляшек, образованных
белками с нарушенной третичной структурой.
Гиперфосфорилированный тау-белок образует
агрегаты в виде нейрофибриллярных клубков
(neurofibrillary tangles, NFT), в то время как β-
амилоид (Aβ) образует β-амилоидные бляшки.
Образование церебральных бляшек и атрофия
начинаются преимущественно в гиппокампе и
медиальной височной доле. Накопление белков с
нарушенной третичной структурой приводит к
окислительному стрессу и развитию воспали-
тельного ответа, который еще больше усугубляет
прогрессирование нейродегенерации. У пациен-
тов на поздней стадии БА также могут быть обна-
ружены агрегаты α-синуклеина, но данная наход-
ка обычно является вторичным признаком и по
локализации ограничивается миндалевидным те-
лом. Кроме того, при БА наблюдается прогресси-
рующая дегенерация нейронов в базальных яд-
рах, голубом пятне и ядрах шва, что соответствует
потере холинергических, норадренергических и
серотонинергических нейронов [46].

Большинство случаев БА связаны с аномалиями
в генах белка-предшественника амилоида (amy-
loid precursor protein, APP), пресенилина-1, пре-
сенилина-2 и аполипопротеина E4 (ApoE-ε4)
[47]. Для БА областями головного мозга с преиму-
щественным накоплением патологических бел-
ковых агрегатов являются височные и теменные
доли, а также области лобной коры и поясной из-
вилины [48].

Предполагается, что отложение Aβ в головном
мозге является ключевым звеном патогенеза БА.
В головном мозге пациентов с болезнью Альцгей-
мера отмечено повышение уровня различных
провоспалительных цитокинов, таких как TNF-α,
IFN-γ и интерлейкинов [49]. Увеличение концен-
трации провоспалительных цитокинов отмечается
и в крови, и спинномозговой жидкости пациен-
тов с болезнью Альцгеймера. Известно, что ин-
терлейкины, в частности, IL-1β и IL-18, являются
одними из причин развития процессов воспале-
ния в центральной нервной системе, опосредуя
экспрессию других провоспалительных генов
[50]. IL-1β может продуцироваться многими типа-
ми клеток, включая макрофаги, микроглию и ней-
роны. Показано, что многие типы инфламмасом, в
том числе NLRP1, NLRC4 и NLRP3, участвуют в
опосредованном воспалением высвобождении
IL-1β в ЦНС [51]. Aβ был первым белком с нару-
шенной третичной структурой, для которого бы-
ла доказана способность активации воспаления в
ЦНС. В частности, Aβ активирует каспазу-1 ли-
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пополисахарид-праймированной микроглии, что
приводит к высвобождению IL-1β, причем эта
реакция завиcит от активации NLRP3 инфламма-
сомы Фагоцитоз фибрилл Aβ может вызывать
разрыв эндосомы с последующим высвобожде-
ние катепсина B в цитозоль, что также является
важным эндогенным сигналом для активации
инфламмасомы NLRP3 [52].

Доказана связь между нейровоспалением и
прогрессированием БА. Более высокий уровень
IL-1β в ЦНС может усугублять патогенез БА и
влиять на синаптическую пластичность и долго-
срочную потенциацию. Так, ингибирование IL-1β
приводит к положительному эффекту в виде тормо-
жения прогрессирования заболевания на моделях
мышей с БА [53]. Активация NLRP3 инфламмасо-
мы под действием Aβ в ЦНС необходима для рас-
щепления каспазы-1, высвобождения IL-1β и
развития последующего воспалительного ответа,
но окончательная роль активации NLRP3 при БА
in vivo все еще не до конца ясна. Недавнее иссле-
дование, проведенное на модели мышей APP/PS1
с клинической картиной БА, показало, что актива-
ция инфламмасомы NLRP3 играет критическую
роль в патогенезе БА. Так, у мышей, нокаутных по
генам APP/PS1/NLRP3 и APP/PS1/caspase-1, от-
мечались значительно менее выраженные при-
знаки нарушений пространственной памяти и
других проявлений БА по сравнению с мышами
APP/PS1. Дефицит NLRP3 снижает активацию
каспазы-1 и секрецию IL-1β и увеличивает клиренс
Aβ. Кроме того, дефицит NLRP3 или каспазы-1
приводит к смещению активации микроглии в сто-
рону M2-фенотипа, обладающего противовоспа-
лительными свойствами [54]. Это согласуется с
результатами другого исследования, показавше-
го, что ингибирование инфламмасомы NLRP3
цитохалазином D снижает классическую актива-
цию микроглии при воздействии Aβ [55]. Было
доказано, что активация инфламмасомы NLRP3
индуцирует приобретение микроглией провоспа-
лительного M1-фенотипа и приводит к клиренсу
Aβ; в случае M2-фенотипа, уменьшается отложе-
ние Aβ и создаются благоприятные условия для
синаптогенеза [56].

Следует отметить, что расщепление IL-1β яв-
ляется лишь одним из аспектов активации ин-
фламмасом NLRP3. В частности, инфламмасома
NLRP1 является одним из ключевых путей, от-
ветственных за нейротоксичность Aβ. Показано,
что экспрессия NLRP1 повышена у APP/PS1 мы-
шей, причем это повышение уровня NLRP1 в
нейронах ассоциировано с накоплением Aβ. Кроме
того, увеличение экспрессии NLRP1 активирует
сигнальный каскад каспазы-1 и приводит к пи-
роптозу нейронов и высвобождению провоспали-
тельных цитокинов [57]. Таким образом, несмотря
на большой объем данных в пользу участия ин-
фламмасом в патогенезе БА, природа взаимоотно-

шений между инфламмасомой NLRP3 и другими
сигнальными путями, участвующими в патогене-
зе БА, требует уточнения.

Болезнь Паркинсона. Болезнь Паркинсона
(БП) – второе по распространенности нейродеге-
неративное заболевание после БА, которым страда-
ют около 10 миллионов человек во всем мире. БП,
по данным многих исследований, является резуль-
татом гибели дофаминергических нейронов черной
субстанции. Классические моторные симптомы
БП включают брадикинезию, ригидность, тремор
и постуральную неустойчивость. БП также свой-
ственно множество немоторных симптомов, вклю-
чая деменцию, отмечающуюся в 40% случаев [58].

Двумя гистопатологическими признаками БП
являются накопление агрегатов белка α-синукле-
ина в тельцах Леви и потеря дофаминергических
нейронов в черной субстанции [59]. α-Синуклеин
представляет собой цитоплазматический белок,
состоящий из 140 аминокислот, кодируемый ге-
ном SNCA. Он в большом количестве обнаружива-
ется в мозге человека, а именно в нейронах неокор-
текса, гиппокампа, черной субстанции, таламуса и
мозжечка. В более низких концентрациях α-си-
нуклеин также присутствует в глиальных клетках.
Предполагается, что в пресинаптических нерв-
ных окончаниях он взаимодействует с белками
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor
attachment receptor) и участвует в экзоцитозе ней-
ромедиаторов. Цитозольный α-синуклеин изна-
чально находится в “развернутом” состоянии, а
при связывании с мембранами или везикулами
принимает α-спиральную структуру. Взаимодей-
ствие α-синуклеина с липидными мембранами
вызывает его конформационные изменения, и он
специфически взаимодействует с липидными
рафтами, богатыми холестерином и сфинголипи-
дами [60]. В случае нарушения фолдинга α-си-
нуклеин принимает богатую β-листами конфор-
мацию и начинает олигомеризоваться с другими
молекулами α-синуклеина, которые впослед-
ствии могут формировать фибриллы и нераство-
римые тельца Леви [61].

Существует группа родственных нейродегене-
ративных заболеваний, связанных с неправильной
укладкой и агрегацией α-синуклеина, которые на-
зываются α-синуклеинопатиями. К ним относятся
БП, деменция с тельцами Леви и мультисистем-
ная атрофия. Агрегаты α-синуклеина также были
обнаружены в образцах ткани головного мозга
при БА [61].

Фосфорилирование является наиболее рас-
пространенной посттрансляционной модифика-
цией α-синуклеина, особенно по его сериновым
и тирозиновым остаткам. Считается, что фосфори-
лирование α-синуклеина участвует в инициации
нарушения фолдинга α-синуклеина. Убиквитини-
рование является вторым по распространенности
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процессом посттрансляционной модификации и
происходит по остаткам лизина, приводя к нару-
шению его локализации в клетке и избегания им
деградации. Нитрование является еще одной
формой посттрансляционной модификации, при
которой остатки тирозина являются мишенями
для присоединения нитрогрупп; этот процесс
приводит к дисфункции митохондрий и апоптозу
клетки [60].

Окислительный стресс может быть еще одним
фактором агрегации α-синуклеина. При окисле-
нии дофамина происходит образование семихи-
ноновых радикалов из его катехоловой части и
продукты этих процессов окисляют α-синуклеин
на поверхности синаптических везикул, приводя
к его накоплению. Более того, α-синуклеин может
образовывать трансмембранные каналы, приво-
дящие к внутриклеточному избытку кальция и
эксайтотоксичности [62].

Установлено, что воспалительный процесс игра-
ет решающую роль в патогенезе и прогрессировании
БП. Было показано, что внеклеточный α-синуклеин
захватывается нейрональными и микроглиальными
клетками в культуре, хотя природа этого механиз-
ма все еще остается неясной. α-синуклеин высво-
бождается из клетки на ранних стадиях заболева-
ния и, действуя как эндогенный сигнал, активирует
микроглию с последующим высвобождением
провоспалительных молекул, таких как TNF-α и
IL-1β, негативно влияющих на дофаминергиче-
ские нейроны [63].

Получены данные в пользу участия активации
NLRP3 инфламмасомы в α-синуклеин-опосре-
дованной активации микроглии. В частности,
фибриллярный α-синуклеин индуцирует синтез
IL-1β посредством TLR2-зависимого пути, а его
фагоцитоз вызывает продукцию реактивных
форм кислорода и высвобождение катепсина B в
цитозоль, что приводит к активации NLRP3 ин-
фламмасомы [64]. Aβ фибриллярные формы α-си-
нуклеина способствуют увеличению высвобож-
дения моноцитарного и микроглиального IL-1β,
опосредованного активацией каспазы-1 [65].

Активация инфламмасом классическими сти-
мулами напрямую приводит к частичной деграда-
ции α-синуклеина путем расщепления каспазой-1.
В ходе данного процесса увеличивается склонность
α-синуклеина к агрегации и, соответственно, ней-
ротоксичности. В то же время, при ингибирова-
нии каспазы-1, темпы гибели нейронов снижаются.
Индуцированная α-синуклеином активация ин-
фламмасом и опосредованная инфламмасомами
деградация и последующая агрегация α-синуклеи-
на могут приводить к формированию “порочного
круга”, который в конечном счете вызывает уве-
личение концентрации провоспалительных цито-
кинов, количества агрегированного α-синуклеина
и способствует гибели нейронов [66]. Потвержде-

нием нейропротективного эффекта ингибирова-
ния инфламмасом при БП является снижение
фенольным флавоноидом байкалеином актива-
ции инфламмасом и апоптоз в дофаминергиче-
ской системе черной субстанции у крыс [67].

Боковой амиотрофический склероз. Боковой
амиотрофический склероз (БАС) является про-
грессирующим нейродегенеративным заболева-
нием, в основе которого лежит повреждение мото-
нейронов в двигательной коре, стволе головного
мозга и спинном мозге. БАС характеризуется
быстро прогрессирующей слабостью, атрофией и
фасцикуляциями мышц, спастичностью, дизарт-
рией, дисфагией и дыхательными нарушениями
[68]. Неуклонно прогрессирующая клиническая
картина является следствием дегенерации верхнего
и нижнего мотонейронов. В процессе прогрессиро-
вания заболевания отмечается нарастание выра-
женности мышечных гипотрофий, потеря двига-
тельных функций; вплоть до поздних стадий за-
болевания относительно интактными остаются
сфинктеры мочевыводящих путей и глазодвига-
тельные мышцы [69]. У части пациентов с БАС
отмечаются когнитивные нарушения различной
степени выраженности: от незначительных нару-
шений исполнительных функций и эмоционально-
аффективных нарушений до деменции у пациентов
с фенотипом “БАС-лобно-височная деменция”
[68, 69]. Как и при многих других нейродегенера-
тивных заболеваниях, в патогенезе БАС ключе-
вые роли играют процессы эксайтотоксичности,
митохондриальная дисфункция, окислительный
стресс, нарушение энергетического обмена и
нейровоспаление [70].

Белком, ответственным за наиболее распро-
страненную форму семейного БАС, является су-
пероксиддисмутаза (SOD1), а наиболее распро-
страненной мутацией является вариант мутации в
гене SOD1, известный как A4V [69]. Супероксид-
дисмутаза является Cu/Zn-металлоферментом,
который служит антиоксидантом для превраще-
ния супероксид-радикалов в O2 и H2O2. Как и в
случае с геном APP при БА, ген SOD1 также нахо-
дится на 21 хромосоме. Исследования на моделях
мышей показывают, что SOD1 обладает проапо-
птотическими функциями, и к развитию нейро-
дегенеративного процесса приводит усиление
токсических свойств мутантного белка SOD1, а
не потеря функции SOD1 [68, 69]. Тем не менее,
точная роль SOD1 в патогенезе БАС все еще
окончательно не определена, хотя мутации в гене
приводят к неправильной укладке транслируемо-
го белка и его последующей агрегации. Агрегация
белка SOD1 является общим патологическим
признаком как семейных, так и спорадических
форм БАС. Мутантный белок SOD1 по своей
природе нестабилен и образует цитоплазматиче-
ские агрегаты, которые, как полагают, накапли-
ваются и повреждают митохондрии, протеасомы,
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шапероны и другие белки [68, 69]. Наличие му-
тантного SOD1 ассоциировано с дисфункцией
транспортера возбуждающих аминокислот 2 типа
(excitatory amino acid transporter 2, EAAT2), распо-
ложенного на пресинаптической мембране и от-
ветственного за элиминацию глутамата из синап-
тической щели. Снижение количества EAAT2 также
отмечено в аутопсийных образцах ткани головного
и спинного мозга пациентов с БАС [71]. Таким
образом, нарушение нормальной работы EAAT2
приводит к повышению уровня глутамата в син-
патической щели, и, как следствие, эксайтоток-
сичности.

Убиквитиновые включения (УВ) являются
наиболее распространенным типом включений,
обнаруживаемым в головном мозге почти 100%
пациентов с БАС. УВ обнаруживаются в мотоней-
ронах ствола головного мозга и спинного мозга, а
также в мотонейронах височных и лобных долей
неокортекса. УВ состоят из убиквитина, перифе-
рина, Cu/Zn-супероксиддисмутазы и дорфина.
ДНК-связывающий белок-43 (TDP-43), пред-
ставляющий собой ядерный белок, участвующий
в процессинге РНК, также был обнаружен в со-
ставе УВ [72]. Белок FUS и тельца Буниной также
содержатся в мотонейронах ствола головного мозга
и спинного мозга. FUS также является ядерным
белком, участвующим в процессинге РНК. В ней-
ронах моторной коры могут обнаруживаться
включения, преимущественно состоящие из про-
межуточных филаментов, включая гиперфосфо-
рилированные нейрофиламенты и периферин.
Считается, что кроме вышеперечисленных со-
единений, в патогенезе БАС могут играть роль
следующие белки: геликаза сенатаксин (senataxin,
SETX) – белок, участвующий в процессинге РНК;
алсин (alsin, ALS2) – фактор обмена гуаниновых
нуклеотидов, участвующий в перемещении эндо-
сом, и динактин – часть моторного комплекса
динеина, связывающий микротрубочки и участ-
вующий в клеточном транспорте [69]. Показано,
что механизмы врожденного иммунитета могут
участвовать в активации микроглии [73]. Активация
этих клеток врожденного иммунитета приводит к
выработке провоспалительных нейротоксических
цитокинов, таких как IL-1β и IL-18, которые в
дальнейшем способствуют гибели мотонейронов
[74].

Мутации в гене SOD1 были первыми идентифи-
цированными мутациями при семейных формах
БАС и по настоящий день являются наиболее изу-
ченными [75]. Мутация SOD1G93A используется
для создания трансгенных мышей SOD1G93A, –
показано, что она снижает стабильность фолдин-
га белка SOD1 и вызывает образование белковых
агрегатов [69]. Как уже было упомянуто выше, ха-
рактеристикой белковых агрегатов у пациентов с
БАС также является присутствие белка TDP-43,
который, как считается, перемещается из ядра

клетки в цитоплазму [76]. Мутации в гене TDP-43
(например, TDP-43Q331K) приводят к развитию
семейных форм БАС [77], а у трансгенных мышей
TDP-43Q331K повышается активация микроглии
и дегенерация двигательных нейронов [78].

Белковые агрегаты при БАС являются мощ-
ными триггерами иммунного ответа, опосредуе-
мого микроглией [74]. Ключевым компонентом
врожденной иммунной системы, активируемым
белковыми агрегатами, является инфламмасома
NLRP3 [64].

Активация инфламмасом и повышение уров-
ня концентрации их компонентов наблюдаются у
пациентов с БАС, а также на моделях животных с
БАС [79], при этом каспаза-1 и IL-1β играют важ-
ную роль в патогенезе заболевания. [74]. Несмот-
ря на это, Johann и соавт. было показано, чточто
микроглия мышей SOD1G93A и пациентов с БАС
не экспрессирует инфламмасому NLRP3 [79].
Кроме того, на мышиных моделях было проде-
монстрировано, что SOD1G93A-опосредованная
активация каспазы-1 и продукция IL-1β в микро-
глии происходит независимо от NLRP3 инфлам-
масомы [74].

Предполагается, что в клетках микроглии му-
тантный ген SOD1-G93A посредством ASC-адап-
терного протеина и NLRP3 активирует каспазу-1,
тем самым приводя к последующему высвобожде-
нию IL-1β и провокации воспалительного ответа.
Свободные формы кислорода и пероксинитрит
также могут способствовать развитию этого сиг-
нального каскада [80].

При исследовании трансгенных животных с
генетической абляцией каспазы-1 и IL-1β было
отмечено увеличение показателей их выживаемо-
сти, снижение активации астроцитов и микроглии,
а также темпов гибели мотонейронов в передних
рогах спинного мозга. В этой же модели in vivo, при-
менение анти-IL-1 антител оказывало положи-
тельный эффект на показатели выживаемость
животных [74].

При исследовании цитокинового профиля це-
реброспинальной жидкости больных спорадиче-
ской формой БАС было выявлено повышение
уровня общего IL-18, его ингибитора IL-18-свя-
зывающего белка (IL-18BP) и свободного IL-18,
что, вероятно, может быть связано с активацией
инфламмасом, участвующих в созревании этих
интерлейкинов [81]. Эта гипотеза подтверждают-
ся повышенным содержанием NLRP3, ASC, кас-
пазы-1 и зрелого IL-18 в ткани спинного мозга
при спорадическом БАС [79].

ИНФЛАММАСОМЫ КАК МИШЕНИ
ДЛЯ ТЕРАПЕВТИЧЕСКОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ

Связь инфламмасом, в частности, инфламма-
сомы NLRP3, с множеством патологических про-
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цессов в ЦНС вызывает значительный интерес в
контексте разработки эффективных методов кон-
троля их активности. С учетом сложного сигналь-
ного каскада инфламмасом NLRP3, можно пред-
положить широкий спектр мишеней для их инги-
бирования. Например, могут быть предложены
следующие стратегии:

― подавление активирующих сигналов;
― блокада сборки инфламмасом;
― ингибирование активации каспазы-1;
― блокада расщепления порообразующего

белка газдермина D;
― нейтрализация провоспалительных цито-

кинов, продуцируемых инфламмасомой NLRP3;
― ингибирование рецептора P2X;
― ингибирование оттока K+ из клетки и АТФ-

связывающего домена NLRP3 [82].
Малые молекулы – ингибиторы NLRP3. Соеди-

нения с фрагментом сульфонилмочевины могут
специфически ингибировать активацию инфлам-
масомы NLRP3 в фазе активации, не влияя на
стадию прайминга, зависящую от передачи сиг-
налов NF-κB [83]. Глибурид был первым иденти-
фицированным препаратом, содержащим фраг-
мент сульфонилмочевины, который проявлял
ингибирующую активность в отношении NLRP3
in vitro, однако доза, необходимая для достижения
терапевтического эффекта in vivo, приводит к раз-
витию выраженной гипогликемии. Было показа-
но, что низкомолекулярное соединение MCC950,
имеющее сходство с сульфонилмочевиной, бло-
кирует индуцированную NLRP3 олигомериза-
цию ASC, что делает его высокоэффективным и
селективным ингибитором NLRP3. Это вещество
приводило к снижению выраженности воспали-
тельного ответа на мышиных моделях экспери-
ментального аллергического энцефаломиелита и
ex vivo человеческих образцах, но его эффект при
других неврологических патологиях не исследо-
вался [83].

Кроме того, один из промежуточных субстра-
тов в синтезе глибурида, 16673-34-0, не оказывает
влияния на метаболизм глюкозы и, как было про-
демонстрировано, улучшает реперфузию на мо-
делях ишемии миокарда за счет ингибирования
образования инфламмасомы NLRP3 [84].

Кетоновый метаболит β-гидроксибутират (β-hy-
droxybutyrate, BHB) подавляет активацию инфлам-
масомы NLRP3 путем ингибирования олигомери-
зации NLRP3-ASC. В эксперименте показано, что
BHB снижает отток K+ из клетки и реакцию эндо-
плазматического ретикулума [85]. Кроме того,
BHB может проникать через гематоэнцефаличе-
ский барьер в паренхиму мозга и оказывать ней-
ропротекторный эффект при некоторых патоло-
гических состояниях [86]. Было обнаружено, что
антагонист лейкотриеновых рецептороы цистеи-

нил предотвращает активацию каспазы-1 посред-
ством прямого ингибирования олигомеризации
ASC [83].

INF4E является недавно синтезированным со-
единением, которое напрямую ингибирует АТФазу
NLRP3 и специфически подавляет активацию
NLRP3 инфламмасомы, что было также проде-
монстрировано на мышиных моделях ишемии
миокарда, однако требует дополнительного изу-
чения в контексте неврологической патологии
[87].

3,4-Метилендиокси-β-нитростирол (3,4-meth-
ylenedioxy-β-nitrostyrene, MNS) – представляет со-
бой новый ингибитор тирозинкиназы, специфи-
чески и эффективно ингибирующий инфламмасо-
му NLRP3, напрямую воздействуя на NOD и LRR
домены [88]. Согласно недавнему исследованию,
MNS предотвращал прогрессирование раневого
процесса и улучшал заживление в эксперимен-
тальной модели ожога [89]. Выраженный поло-
жительный эффект и небольшая цитотоксич-
ность делают MNS привлекательным кандидатом
для исследований в терапии неврологических за-
болеваний, однако каких-либо данных в отноше-
нии его эффекта в ЦНС в литературе не представ-
лено [90].

Анти-IL-1 терапия. В настоящее время анти-
IL-1 терапия, включающая антагонисты рецепто-
ра интерлейкина-1 (IL-1Ra), такие как анакинра,
и специфические моноклональные антитела, та-
кие как канакинумаб, одобрена для использова-
ния у пациентов с аутоиммунными заболевания-
ми [91]. Введение антагонистов IL-1R уменьшает
ишемическое повреждение головного мозга на
модели инсульта у мышей, однако наличие долго-
срочных положительных эффектов от такой тера-
пии подвергается сомнению. Считается, что анта-
гонист рецептора IL-1 анакинра преимущественно
эффективен при неврологических проявлениях
криопирин-ассоциированного периодического
синдрома вследствие хорошего проникновения
через ГЭБ. Несмотря на свою эффективность, ан-
ти-IL-1 препараты не могут привести к эффек-
тивному торможению всех процессов, ассоции-
рованных с активацией инфламмасом. Тем не ме-
нее, пути, опосредованные каспазой-1, такие как
пироптоз, также способствуют прогрессирова-
нию патологического процесса; по этой причине
прямая блокада активации инфламмасом может
быть более эффективным методом контроля про-
цессов воспаления по сравнению с нейтрализа-
цией продуктов их деятельности [92].

Другие соединения, воздействующие на специ-
фические пути. Противомалярийный препарат ар-
темизинин оказывает противовоспалительное
действие за счет ингибирования сигнального пу-
ти NF-κB. На модели трансгенных мышей с БА
было показано, что терапия артемизинином сни-
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жает активность NLRP3 инфламмасом. Тем не
менее, артемизинин имеет ряд побочных эффектов,
связанных с его нейротоксичностью, кардиоток-
сичностью, эмбриотоксичностью; при его длитель-
ном применении возможно развитие аллергиче-
ских реакций [93].

АТФ-зависимый рецептор также участвует в
активации NLRP3 инфламмасомы [94]. Приме-
нение его антагониста бриллиантового синего G
(brilliant blue G, BBG) уменьшало выраженность
воспаления и уменьшало выраженность невроло-
гической симптоматики на моделях субарахнои-
дального кровоизлияния у грызунов [95]. BBG
может проникать через ГЭБ при относительно
низких его концентрациях в крови. Использова-
ние антагонистов P2X7R является спорным, по-
скольку эти рецепторы локализуются в различ-
ных типах клеток и могут вызывать нежелатель-
ные эффекты вне целевой мишени [96].

Пробенецид, препарат для лечения подагры и
гиперурикемии, является специфическим блока-
тором каналов паннексина-1 [97]. Он способен
подавлять активацию NLRP3 в культивируемых
нейронах и астроцитах, обеспечивая высокую
внеклеточную концентрацию K+ и снижая экс-
прессию каспазы-1 в мозге крыс [98].

Нестероидные противовоспалительные препа-
раты (НПВП), включая флуфенамовую и мефена-
мовую кислоты, обладают нейропротективным
действием в моделях БА на грызунах. Они изби-
рательно ингибируют инфламмасому NLRP3,
блокируя VRAC-каналы в макрофагах [99]. Дей-
ствие этих НПВП направлено как на VRAC/NLRP3,
так и на циклооксигеназу, что делает их более эф-
фективными, чем препараты, ингибирующие
лишь один провоспалительный путь.

Посттрансляционные модификации белков
NLRP3 и других составляющих инфламмасомы
NLRP3 считаются важными звеньями процесса
ее созревания. Можно предположить, что пер-
спективным направлением исследований в обла-
сти терапии нейродегенеративных заболеваний
является разработка методов модуляции пост-
трансляционных модификаций с целью ингиби-
рования активности инфламмасом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Длительное время считалось, что процессы

нейровоспаления играют ключевую роль лишь в
патогенезе аутоиммунных заболеваний нервной
системы. В настоящее время накоплен достаточ-
ный объем экспериментальных, эпидемиологи-
ческих, генетических и эпигенетических данных,
позволяющий предполагать непосредственное
участие механизмов врожденного иммунитета в
развитии нейродегенеративных заболеваний. Важ-
ной частью этих механизмов является активация

инфламмасом, которые участвуют в возникнове-
нии, поддержании и хронизации иммунного от-
вета. Исследование особенностей активации ин-
фламмасом на моделях БА, БП, БАС и других
нейродегенеративных заболеваний позволяет пред-
ложить потенциальные терапевтические мишени
для эффективного ингибирования этого иммун-
ного сигнального механизма.
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The Role of Inflammasomes in the Pathogenesis of Neurodegenerative Diseases
D. V. Shevchuka, A. A. Abramovaa, and M. N. Zakharovaa

a Research Center of Neurology, Moscow, Russia

Protein misfolding and accumulation of protein aggregates is a distinctive feature of most neurodegenerative
diseases. They lead to disruption of cellular homeostasis, loss of synaptic connections, and therefore cellular
apoptosis. It has been demonstrated that some innate immune responses play an important role in the emer-
gence and progression of neurodegenerative diseases. Inflammasomes are components of innate immunity
that play a major role in the maintenance of chronic inflammation. Inflammasomes function as intracellular
sensors, detecting both exogenous and endogenous stimuli. They also take part in caspase-1 activation and
synthesis of pro-inflammatory cytokines. In the central nervous system (CNS), inflammasomes are predom-
inantly expressed by microglia, the key cells of innate immunity responsible for activation and maintenance
of inflammation. In addition to microglia, inflammasomes can be expressed and activated by astrocytes and
neurons, as well as infiltrating myeloid cells. Understanding the mechanisms of activation and functioning of
inflammasomes is crucial for the development of novel drugs agents which are targeted at modulation of the
immune response associated with their excessive activation. This review provides up-to-date information on
the inflammasome structure and mechanisms of action, the role of protein misfolding, aggregation and their
influence on inflammasome activation, as well as potential therapeutic targets in neurodegenerative diseases.

Keywords: inflammasomes, neurodegenerative diseases, amyotrophic lateral sclerosis, motor neuron disease, Alz-
heimer’s disease, Parkinson’s disease
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По мере старения населения возрастные когнитивные нарушения становятся все более актуальной
проблемой. В настоящее время активно обсуждается роль полиаминов (путресцина, спермидина и
спермина) в патогенезе когнитивных нарушений различного генеза. При этом показано, что с воз-
растом содержание полиаминов в мозге снижается. Экзогенное введение полиаминов позволяет из-
бежать когнитивные нарушения и/или повлиять на патогенетические процессы, связанные с про-
грессированием различных патологий. Известны три способа поступления полиаминов в организм
человека: из продуктов питания, синтеза бактериями кишечника и собственного биосинтеза в ор-
ганизме. В настоящее время одним из наиболее перспективных подходов к профилактике когни-
тивных нарушений является использование продуктов питания с высоким содержанием полиами-
нов, а также употребление различных пробиотиков, влияющих на бактерии кишечника, которые
синтезируют полиамины. С 2018 года в ряде европейских стран были запущены проекты, направ-
ленные на оценку влияния диеты с высоким содержанием полиаминов на когнитивные процессы.
В обзоре на основе анализа современной научной литературы и собственных данных авторов пред-
ставлен материал о влиянии полиаминов на когнитивные процессы, роли полиаминов в регуляции
нейромедиаторных процессов, а также обсуждается роль полиаминов в когнитивных нарушениях
при неврологических и психических заболеваниях.
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Цель этого мини-обзора – обобщить инфор-
мацию о некоторых аспектах обмена полиаминов
при неврологических и психических заболеваниях
и оценить возможности применения полиаминов
для коррекции нарушений когнитивных функций.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПОЛИАМИНОВ
Полиамины представляют собой большую

группу органических поликатионов.
Поскольку первичные и вторичные амино-

группы полиаминов связаны с Н+, при физиоло-
гических значениях рН полиамины взаимодей-
ствуют электростатически с отрицательно заря-
женными молекулами, такими как ДНК, РНК,
белки и фосфолипиды [1]. В живых организмах
полиамины представлены как в свободных (про-
тонированных), так и в связанных формах. Взаи-
модействие полиаминов с нуклеиновыми кисло-

тами и кислыми макромолекулами более ста-
бильно, чем с неорганическими катионами (Mg2+

и Са2+), что определяется наличием в молекулах
полиаминов двух или нескольких положительно
заряженных групп [2].

Полиамины принимают участие в различных
важных биохимических процессах, таких как
синтез, функционирование и поддержание ста-
бильности нуклеиновых кислот (ДНК и РНК) и
белков [2], играют ключевую роль в клеточной
передаче сигналов, связывании ДНК, транскрип-
ции, сплайсинге РНК, функционировании цитос-
келетов, в трансляции эукариот с помощью факто-
ра инициации трансляции 5A (eIF5A) [3–7].

Такие эндогенные полиамины как путресцин,
спермин и спермидин, представляют собой орга-
нические поликатионы, которые синтезируются
из L-орнитина при декарбоксилировании (рис. 1).

К большой группе полиаминов относят аце-
тильные производные спермидина и спермина, а
также кадаверин и агматин, образование которых

* Адресат для корреспонденции: 344003 Россия, Ростов-на-
Дону, пл. Гагарина, д. 1, e-mail: mgm52@bk.ru.
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связано с декарбоксилированием лизина и арги-
нина. В данной статье обсуждается обмен и роль
полиаминов спермидина и спермина, образова-
ние которых происходит с участием фермента ор-
нитиндекарбоксилазы (ОDС) (рис. 2), и для кото-
рых показана их способность увеличивать про-
должительность жизни [8–14].

СПЕРМИДИН И СПЕРМИН УВЕЛИЧИВАЮТ 
ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОСТЬ 

ЖИЗНЕДЕЯТЕЛЬНОСТИ ЖИВОТНЫХ

Для полиаминов, особенно спермидина, уве-
личение продолжительности жизнеспособности
организмов показано на целом ряде организмов и

Рис. 1. Строение полиаминов и некоторых их ацетильных производных.
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лаза; SpdSy – спермидинсинтаза; SpmSy – сперминсинтаза; SSAT – спермидин/сперминN1-ацетилтрансфераза;
APAO – ацетилполиаминоксидаза; SMO –сперминоксидаза.

H2N
NH2

H2N N
H

NH2

H2N N
H

H
N NH2

N
H

N
H

NH2

N
H

N
H

H
N NH2

O

O

H2N OH
NH2

OОрнитин

ODC

Путресцин

SpdSy

Спермидин

SpmSy SMO

SSAT

APAO

SSAT

Спермин

APAO



НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

РОЛЬ ПОЛИАМИНОВ В МЕХАНИЗМАХ КОГНИТИВНЫХ НАРУШЕНИЙ 267

клеточных систем, включая дрожжи (S. cerevisiae),
дрозофилы, нематоды, иммунные клетки челове-
ка и мышей [9–14]. Установлено, что механизм
увеличения продолжительности жизни спермиди-
ном связан с прямым ингибированием активности
гистонацетилтрансферазы (HAT) и индукцией ауто-
фагии [11]. Эффекты спермидина на активность
HAT приводят к глобальному для гистонов сцена-
рию, в результате которого подавляется транскрип-
ция гипоацетилирования многих генов [13]. Актива-
ция аутофагии спермидином включает ингибирова-
ние экспрессии Atg генов, регуляцию транскрипции
elF5A и TFEB, а также ингибирование EP300, ко-
торый непосредственно способствует ацетилиро-
ванию генов Atg и косвенно стимулирует деацети-
лирование тубулина [13]. Очевидно, что изучение
метаболизма полиаминов является актуальной
проблемой в связи с выше описанными эффектами.

ОБМЕН ПОЛИАМИНОВ В ОРГАНИЗМЕ 
МЛЕКОПИТАЮЩИХ В НОРМЕ

Синтез. Путресцин синтезируется из орнитина
(рис. 2) [14]. Лимитирующим скорость биосинтеза
полиаминов является фермент ОDC [15]. Спер-
мидинсинтаза (SpdSy) осуществляет перенос NH2
(CH2)3-фрагмента от S-аденозилметионина к
аминогруппе путресцина, что приводит к образо-
ванию спермидина. Спермин формируется путем
переноса данного фрагмента к спермидину с уча-
стием фермента сперминсинтазы (SPMSy). Спер-
мин и спермидин преобразуются обратно в путрес-
цин в результате катаболизма с участием фермен-
тов: полиаминоксидазы, сперминоксидазы (SMO),
ацетилполиаминоксидазы (APAO) и в свою оче-
редь SMO осуществляет окислительный переход
спермина в спермидин [16, 17].

Распад. Распад полиаминов может быть связан
с преобразованием их в более низкомолекуляр-
ные полиамины в ходе двух последовательных
ферментативных реакций. Первая: спермин или
спермидин ацетилируются ферментом сперми-
дин/сперминN1-ацетилтрансферазой 1 (SSAT),
который является ключевым регуляторным фер-
ментом, определяющим распад полиаминов [18].
Вторая состоит в окислительном расщеплении
между С3 и N4 в ацетилированных спермине и
спермидине с образованием более низкомолеку-
лярных полиаминов и 3-аминопропаналя. Важно
отметить, что как синтез полиаминов, так их рас-
пад осуществляются с переносом трехатомного
(СН2)3-фрагмента.

К распаду полиаминов также приводит их
окисление.

Продуктами окисления полиаминов являются
более низкомолекулярные полиамины, Н2О2,
3-аминопропаналь (3-АП) и 3-ацетиламинопропа-
наль [2, 18]. Эти альдегиды неустойчивы и самопро-

извольно переходят в акролеин после дезаминиро-
вания. Акролеин, ненасыщенный альдегид, легко
вступает в реакцию с остатками лизина белков с об-
разованием белок-конъюгированного акролеина
(protein-conjugated acrolein, PCAcrolein) [17]. Ак-
ролеин, высокотоксичный ненасыщенный аль-
дегид, при взаимодействии с белками, липидами,
нуклеиновыми кислотами оказывает системное
повреждающее действие, что приводит к гибели
клеток. Показано, что при экспериментальном
фото-индуцированном инсульте содержание ак-
ролеина в зоне некроза увеличивается в 28 раз,
что связано с активацией распада полиаминов.
Акролеин является значительно более токсич-
ным соединением, чем Н2О2 [17].

Регуляция обмена полиаминов. Активности
ферментов биосинтеза и распада полиаминов
ODC и SSAT регулируются за счет изменений
концентраций полиаминов, а также различными
соединениями: факторами роста, гормонами и т.д.
[1, 2, 15–17]. При высоких концентрациях сперми-
дина и спермина в клетках активности ферментов
синтеза полиаминов (ODC и SAMDC) подавляют-
ся, в то время как активность ферментов распада
(SSAT) увеличивается. И, наоборот, когда кле-
точное содержание полиаминов снижается, ODC
и SAMDC позитивно регулируются и SSAT подав-
ляется. Регуляция синтеза и распада полиаминов
происходит на уровне транскрипции и трансляции
биосинтеза данных ферментов [16]. При увели-
чении содержания полиаминов внутри клетки
активность ODC подавляется путем индукции
белка – антизима (antizyme, AZI), образующего
комплекс с ODC-мономером, приводящей к
инактивации его ферментативной активности
(рис. 3) [19].

Деградация этого комплекса происходит в 26S
протеасомах. Кроме того, белки – антизимы спо-
собны ингибировать поглощение полиаминов
или стимулировать их секрецию. Показано суще-
ствование 3-х форм антизимов AZI: AZI 1, AZI 2 и
AZI 3 [21]. Более сложная регуляция активности
ODC представлена белками – ингибиторами ан-
тизимов (antizyme inhibitor, AZIN), которые способ-
ны взаимодействовать с AZI с более высоким срод-
ством, чем к ОДС. В настоящее время идентифици-
ровано две их формы: AZIN 1 и AZIN 2 [21].

Транспорт полиаминов в клетку осуществля-
ется транспортерами ОСТ (organic cation trans-
porter) [21].

Таким образом, в норме гомеостаз полиаминов в
организме поддерживается сложными механизма-
ми обратной связи на уровне их биосинтеза, распа-
да, поглощения и выведения их из клетки. Вместе с
тем, не менее важным вопросом в регуляции об-
мена полиаминов является оценка поступление
их из кишечника. Известны три способа поступ-
ления полиаминов в организм человека: из про-
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дуктов питания, синтеза бактериями кишечника
и собственного биосинтеза в организме. Изучению
содержания полиаминов в продуктах питания и
оценке влияния пробиотиков на содержание поли-
аминов в организме человека посвящено много ра-
бот [22–24].

НАРУШЕНИЯ ГОМЕОСТАЗА 
ПОЛИАМИНОВ

Нарушения в метаболизме полиаминов могут
приводит к тяжелым неврологическим заболевани-
ям, например, мутации в сперминсинтазе и после-
дующие изменения уровня спермина и спермидина
являются причиной синдрома Снайдера-Робинсона
[25]. Аналогичным образом мутация в гене ODC1
приводит к тяжелым последствиям, таким как
макросомия, макроцефалия, задержка развития,
алопеция, спастичность, гипотония, кожные со-
судистые мальформации, нарушение зрительно-
го восприятия и нейросенсорная тугоухость [26].
Исследования Jain et al. 2018, показали, что по-
давление распада полиаминов связано с спер-
мин-опосредованным повреждением эпителия
дыхательных путей и провоцирует развитие астмы
[27]. В модельных опытах на мышах с инактива-
цией SMOX и с комбинированной инактивации
SMOX и SSAT1 обнаружено повышение уровня

спермина и снижение уровня спермидина в го-
ловном мозге и в мозжечке Smox-KO и Smox/Sat1-
dKO по сравнению с интактными животными
[28]. В опытах на мышах Smox/Sat1-dKO показано,
что длительный дефицит катаболизма полиами-
нов вызывает активацию TGM2 90 и усиленную
экспрессию α-синуклеина, полиаминирование и
агрегацию белков с последующей активацией це-
пи событий, которые приводят к повреждению
мозжечка и атаксии у мышей Smox/Sat1-dKO [28].

ОСОБЕННОСТИ ОБМЕНА ПОЛИАМИНОВ
В НЕРВНОЙ ТКАНИ

Путресцин, спермин и спермидин представле-
ны во всех структурах мозга [29, 30]. Фермента-
тивная система ОDС локализована в ядрах ней-
ронов, в дендритах, аксонах и нервных термина-
лях. В нейронах обнаружена высокая активность
спермин- и спермидинсинтаз [31–33].

В головном мозге присутствуют все ферменты
распада полиаминов – SSAT, диаминооксидаза и
полиаминоксидаза. В процессе распада полиами-
нов также участвует МАО [30]. Важно отметить, что
модификация молекулярной структуры МАО, вы-
званная окислительным стрессом, приводит к из-
менению субстратной специфичности и актива-
ции МАО по отношению к полиаминам [30]. Су-

Рис. 3. Схема регуляции биосинтеза полиаминов (цитируется по [19]). Сокращения: ODC – орнитиндекарбоксилаза;
AZI – antizyme, AZIN – antizyme inhibitor.
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ществует еще несколько метаболических путей
превращения полиаминов в ЦНС. Показано во-
влечение путресцина в биосинтез ГАМК и даль-
нейшее превращение в гистидинсодержащий ди-
пептид – гомокарнозин [34]. Содержание поли-
аминов в глии значительно выше, чем в нейронах
[31, 33]. Тот факт, что полиамины синтезируются
в нейронах, а аккумулируются в глии, позволил
Скачкову с соав. [31] разработать гипотезу о роли
полиаминов как глиотрансмиттеров, регулирую-
щих функцию нейронов. В транспорте полиами-
нов в клетки мозга участвуют эндотелий и капил-
ляры [31].

Процесс поглощения/высвобождения поли-
аминов происходит с участием транспортера ор-
ганических катионов 1 (organic action transporter,
OCT 1), через глиальные щелевые соединения и
гемиканалы коннексина-43 (Cx43 HCs) и через
полиамин-проницаемые рецепторы и каналы
[33].

Полиамины и щелевые контакты головного моз-
га. В ЦНС помимо участия в осуществлении базо-
вых регуляторных функций, таких как регуляция
биосинтеза белков, РНК и ДНК и др., полиамины
выполняют ряд специфических функций: моду-
лируют разные стороны обмена, синтеза и распа-
да различных нейромедиаторов, а также их взаи-
модействие с рецепторами [30, 35]. Благодаря
способности полиаминов взаимодействовать с
мембранами они могут модулировать активности
мембранносвязанных ферментов, в частности
Na,K-AТФазы [36].

Стоит отметить связь полиаминов и межкле-
точных щелевых контактов головного мозга в
норме и при развитии нейропатологий. Щелевые
контакты (ЩК) – это система плотно упакован-
ных каналов, пронизывающих билипидные слои
мембран двух контактирующих клеток. Каждый
такой канал состоит из двух состыкованных полу-
каналов, называемых коннексонами, при этом
субъединицей каждого коннексона является бе-
лок коннексин. Во взрослом нормальном мозге
ЩК способствуют образованию глиальных син-
цитиев – трехмерных глиальных каркасов, вы-
полняющих ряд важнейших функций, таких как
контроль концентраций внеклеточных ионов и
нейротрансмиттеров, а также осуществление ме-
таболических процессов [37]. Для поддержания
этих функций в синцитии необходимым услови-
ем является открытие ЩК, что связано с наличи-
ем полиаминов [38]. При этом во взрослом мозге
накопление полиаминов (спермина, спермидина,
путресцина, агматина) является отличительной
особенностью именно астроцитов, но не нейро-
нов [39–41, 31]. Уникальная способность коннек-
сина 43 (Сх43) поддерживать в открытом состоянии
ЩК в синцитии была показана при сравнении Сх43
и Сх40 и демонстрации явления блокады поли-

аминами аминокислотной последовательности
(сайта связывания) в N-конце Сх40 [17–21]. Та-
кие специфические сайты связывания для поли-
амина спермина не были обнаружены в Сх43 [42].
Более того, в дальнейших исследованиях было от-
мечено, что Сх43 чувствителен к полиаминам,
которые открывают каналы ЩК, а также, что
наиболее важно для физиологии клеток, поли-
амины устраняют блокаду этих каналов катионами
водорода [44] и кальция [45]. Устранение катион-
ного блока полиаминами является критически
важным фактором для функционирования ЩК в
глии, поскольку именно подкисление цитоплаз-
мы и последующее высвобождение кальция (так
называемые кальциевые волны в астроцитах) яв-
ляется отличительным свойством астроцитарно-
го синцития, но не нейронных ансамблей. Обес-
печивая распространение калиевых и кальциевых
волн в глиальном синцитии, ЩК и полуканалы
напрямую способны контролировать активность
как отдельных нейронов, так и нейронных сетей.
В то же время деполяризация такого синцития
при повышении концентрации ионов калия при
эпилепсии, нейротравме или ишемии [46] ведет к
потере астроцитами способности устранять из-
быток калия из межклеточного пространства, что
приводит к инактивации нейрональной активно-
сти и нейропатологиям.

РОЛЬ ПОЛИАМИНОВ
В ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 

МОЗГА
Регуляция стробирования. Полиамины класси-

чески рассматриваются как регуляторы строби-
рования ионных каналов. Спермин регулирует
ионный транспорт, участвуя в процессе ректифи-
кации калиевых каналов. Впервые А. Лопатиным
и соавт. был раскрыт механизм так называемого
аномального выпрямления – свойства спермина
осуществлять ректификацию калиевых ионных
каналов семейства KirX.X. и носит потенциал-за-
висимый характер [47–49].

В настоящее время установлено, что полиами-
ны обеспечивают ректификацию калиевых кана-
лов, каналов АМРА- и nACh-рецепторов [35, 50].
Механизм ректификации каналов полиаминами
прост: деполяризация мембраны вызывает спон-
танное втягивание цитозольных полиаминов во
внутрь поры канала, тем самым полиамины бло-
кируют поток положительно заряженных ионов
во внутрь клетки через поры рецепторов [50]. Та-
ким образом, внутриклеточные полиамины обес-
печивают контроль перевозбуждения данных ре-
цепторов. Указанное свойство цитоплазматиче-
ских полиаминов осуществляется благодаря
тому, что у них низкая молекулярная масса и при
физиологических значениях рН они имеют поло-
жительный заряд.
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МАКЛЕЦОВА и др.

Регуляция полиаминами синтеза nACh-рецепто-
ров. Для спермина показана способность не только
стробировать nACh-рецепторы, но и модулировать
активность фермента обмена ACh – ацетилхолино-
стеразы. Другой уровень регуляции полиаминами
обмена ацетилхолина был недавно обнаружен Дха-
ра и др. [51]. Продемонстрировано, что полиамины
контролируют сборку нейрональных никотино-
вых α4β2 и α7 ацетилхолиновых рецепторов [41].
Эта способность уникальна, поскольку полиами-
ны не модулируют сборку каких-либо других
ионных каналов. Примечательно, что снижение
уровня полиамина повышает уровни α4β2 и
α7Ach [51] в мозге. Авторы показали четкую корре-
ляцию между вызванными ацетилхолином потен-
циалами действия и активностью SSAT. α4β2- и
α7Ach-рецепторы являются наиболее распро-
страненными рецепторами ацетилхолина.

Регуляция полиаминами NMDA-рецепторов. В
многочисленных исследованиях показаны мно-
жественные эффекты внеклеточных полиаминов
на чувствительные к глутамату рецепторы: NMDA,
AMPA и каинат [35, 50, 52, 53]. Полиамины ока-
зывают двухфазный эффект на глутаматные ре-
цепторы: они либо блокируют каналы AMPA- и
NMDA-рецепторов в высоких дозах, либо акти-
вируют каинат- и NMDA-рецепторы при низких
концентрациях [22].

В цикле работ Вильямса и соавт. (1984–1989)
показано, что комплекс рецепторов NMDA обла-
дает сайтом распознавания полиаминов, также,
как и у коннексинов [54–58, 37]. Рецепторы
NMDA являются преобладающим молекулярным
устройством для контроля синаптической пластич-
ности и функции памяти на клеточном уровне, по-
лиамины, по-видимому, эффективно модулируют
их. Эффекты полиаминов на NMDA-рецепторы
впервые были обнаружены при анализе их связы-
вания с спермином и спермидином, но не диами-
на путресцина. Показана способность спермина
и спермидина специфически взаимодействовать
с полиамин-связывающим аллостерическим сай-
том глутаматных рецепторов [35].

Выявлено четыре типа эффектов спермина на
NMDA-рецепторы в мозге, которые различались
в зависимости от мембранного потенциала, рН и
концентрации агониста и ко-агониста. Первый
тип – стимуляция потока ионов Са в присутствии
“замещающих” концентраций глицина, так на-
зываемая глицин-зависимая стимуляция [56, 59].
Соответственно, спермин увеличивает сродство
NMDA-рецепторов к глицину, независимо от то-
го, содержат ли эти рецепторы субъединицы
GluN2A или GluN2B. Более того, этот эффект
спермина не был чувствителен к изменениям
внеклеточного рН. Вторым типом реагирования
NMDA-рецепторов на спермин является стиму-
ляция потока катионов, которую наблюдают в

присутствии насыщенных концентраций глута-
мата и глицина, так называемая независимая от
глицина стимуляция [55, 60]. Мони и др. иденти-
фицировали сайт связывания, ответственный за
индуцированную спермином независимую от
глицина стимуляцию GluN2B-содержащейся
субъединицы в NMDA-рецепторах [61]. Показано,
что полиамины активируют NMDA-рецепторы,
экранируя отрицательные заряды в аминокислот-
ной последовательности в белках субъединиц GluN1
и GluN2B [61]. Третий тип реагирования – спер-
мин – может снижать чувствительность к глу-
тамату глутаматных рецепторов, что связано со
снижением сродства к рецептору. Этот эффект
наблюдается только на рецепторах, содержащих
субъединицы GluN1 и GluN2B, и, вероятно,
включает сайт связывания спермина, ответствен-
ный за независимую от глицина стимуляцию [61].
Наконец, 4 тип реагирования – спермин может
также связываться с порами ионного канала и инду-
цировать зависящую от напряжения блокировку
канала в месте, связанном с внеклеточным сайтом
связывания для Mg2+ [62]. Причем эффективность
спермина на два порядка выше Mg2+ [31]. Синте-
зированы селективные ингибиторы связывания
полиаминов с субъединицами NR2B NMDA-ре-
цепторов – аркаин, ифенпродил и траксопродил,
введение которых экспериментальным живот-
ным вызывает нарушение процесса запоминания
и воспроизведения условного рефлекса [64]. При
введении спермина или спермидина в область
гиппокампа наблюдается значительное увеличе-
ние способности к обучению. Таким образом,
была установлена прямая связь между полиамин-
ным сайтом связывания с субъединицами NR2B
NMDA-рецепторов с нарушениями процессов
памяти [35, 50, 65].

На модели фокальной ишемии мозга у крыс
было обнаружено, что при нарушениях памяти и
обучаемости, вызванных ишемией, глицин облег-
чал формирование, но не влиял на сохранность
приобретенного навыка. В то время как спермин
способствовал выработке условного рефлекса,
который воспроизводился в течение всего перио-
да наблюдения [30].

Очевидно, полиамины являются позитивны-
ми модуляторами NMDA-рецепторов и способны
компенсировать дисфункцию глутамат- и холи-
нергической передачи, тем самым устраняя нару-
шения памяти и обучаемости.

Нейротоксичность полиаминов. Ранее было по-
казано, что избыточные уровни полиамина ней-
ротоксичны [50] и что прямая внутримозговая
инфузия спермина может спровоцировать нару-
шение врожденного иммунного ответа. Добавле-
ние полиаминов может оказывать токсическое
воздействие на культуру нейронов. При инкуба-
ции чистой нейрональной культуры с 50 мкМ
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спермина наблюдается гибель клеток, в то время
как в целостной структуре срезов мозга, состоя-
щей из нейронов и глии (астроцитов), данная
концентрация спермина не вызывала их гибели
[31].

Нейротоксичность полиаминов может быть
связана с развитием окислительного стресса, ко-
торый вызывается индукцией, во-первых, Н2О2 и,
во-вторых, ненасыщенных альдегидов, таких как
3-АП и акролеин [16, 17, 30]. Добавление сперми-
на и спермидина в культуру клеток, содержащую
сыворотку крови, вызывает ингибирование про-
лиферации любых типов клеток за счет образова-
ния продуктов окисления полиаминов – Н2О2 и
акролеина [16]. В нейрональной клеточной культу-
ре полное ингибирование роста клеток достигается
при инкубации с 10 мкМ акролеина, 100 мкМ H2O2
и 20 мкМ OH [16]. При этом акролеин является
более токсичным агентом для ткани мозга, чем
АФК. Введение в нейрональную культуру, содер-
жащую токсические дозы спермина, альдегидде-
гидрогеназы – фермента, устраняющего акроле-
ин, предотвращало гибель клеток [23]. На модели
ишемии, вызванной глюкозокислородной депри-
вацией, на культуре нейробластомы M. Nakamura
с соотв. установили, что именно Са2+ является
фактором, индуцирующим токсичность поли-
аминов, при этом в нейроне происходит сниже-
ние содержания полиаминов и увеличение обра-
зования продуктов их распада (PCAcrolein) [21].
Одним из основных путей для входа Ca2+ в нейро-
ны являются каналы АМРА и NMDA рецепторов.
В опытах на животных показано, что введение
N1,N4,N8-трибензилспермидина – блокатора ка-
нала NMDA- рецепторов приводит к снижению
содержания Ca 2+ и PCAcrolein в нейронах, что ас-
социируется с уменьшением размера очага ин-
фаркта мозга [21]. Установлено, что полиамины
глии способны защищать нейроны от гибели, ре-
гулируя данные рецепторные каналы нейронов
[31].

Полиамины-нейропротекторы. Нейропротек-
торный эффект полиаминов показан в опытах на
животных при моделировании нейродегенератив-
ных заболеваний. К таким заболеваниям относят
болезнь Гентингтона, обусловленную мутациями –
увеличением количества тринуклеотидных повто-
ров СAG, которые кодируют аминокислоту глу-
тамин. Экспансия СAG-повторов приводит к
увеличению длины полиглутаминового участка в
белке гентингтине (Htt). Клиническая картина
болезни Гентингтона характеризуется двигатель-
ными, психическими и когнитивными расстрой-
ствами, связанными с глутаматными рецепторами
[68]. Дозозависимый нейропротекторный эффект
спермидина был обнаружен при моделировании
болезни Гентингтона при интрастриатальном
введении хинолиновой кислоты [69]. Авторы об-

наружили, что низкая доза спермидина увеличи-
вает активность NMDA-рецепторов в стриатуме,
а высокая доза снижает рецепторную активность
NMDA-рецепторов в этой модели [68].

Болезнь Паркинсона – возраст-зависимое
нейродегенеративное заболевание, патологиче-
скими признаками которого являются двигатель-
ные и когнитивные нарушения, связанные с по-
терей дофаминергических нейронов в черной
субстанции мозга, аномальным накоплением же-
леза в этой структуре и наличием внутриклеточ-
ных агрегатов неправильно свернутых белков, со-
стоящих в основном из альфа-синуклеиновых
фибрилл и ряда других белков [70]. Показан ней-
ропротекторный эффект спермидина при моде-
лировании болезни Паркинсона введением роте-
нона, который связан с антиоксидантными свой-
ствами полиаминов [70].

Для нейродегенеративных заболеваний, несмот-
ря на различие триггерных инициирущих событий,
характерны общие механизмы, приводящие к гибе-
ли клеток мозга. В качестве таких механизмов рас-
сматривают избыточное образование АФК, де-
фицит эндогенной антиоксидантной системы и
эксайтотоксичность. Полиамины. являясь “ло-
вушками” для свободных радикалов, способны
существенно снизить уровень АФК [71, 72] и экс-
айтотоксичность [35, 50].

НАРУШЕНИЕ ОБМЕНА ПОЛИАМИНОВ 
ПРИ НЕВРОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

Существует целый ряд экспериментальных до-
казательств участия полиаминов в патогенезе
многих из известных неврологических заболева-
ний, при которых наблюдаются нарушения памяти
и поведения. Когнитивные нарушения, возник-
новение которых связывают с нарушением обме-
на полиаминов, являются характерными для па-
циентов с болезнью Альцгеймера, болезнью Пар-
кинсона, болезнью Гентингтона, при остром
воспалительном процессе в нервной системе, при
острых и хронических нарушениях мозгового
кровообращения и черепно-мозговой травме [31,
32, 35, 50, 66]. Особенно важно изучение роли по-
лиаминов в молекулярных механизмах патогенеза
болезни Альцгеймера. Показано, что для болезни
Альцгеймера характерно накопление тау-белка, об-
разующего нейрофибриллярные клубки, и нейро-
токсического амилоидного бета-пептида, ответ-
ственного за образование сенильных бляшек [34].
Одновременно у пациентов с болезнью Альцгей-
мера наблюдается высокая активность ODC, уве-
личение ее генной экспрессии и увеличение со-
держания спермидина и спермина в головном
мозге, что авторы связывают с ролью полиаминов
в когнитивном дефиците и в синаптической потере
[50]. Моделирование болезни Альцгеймера (вве-
дение амилойдного бета-пептида) в опытах на
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животных показало, что введение ингибитора
синтеза полиаминов DFMO (дифторметилорни-
тин) или блокирование сайта связывания спер-
мина с NМDA-рецепторами аркаином восста-
навливает нарушенную память у мышей.

Болезнь Паркинсона является еще одним ней-
родегенеративным заболеванием, при котором
обнаружены нарушения в обмене полиаминов,
связанные с генетическими мутациями [73, 74].
Дефицит АТР13А2 (PARK9) приводит к выражен-
ным изменениям в экспорте полиаминов [74].
При болезни Паркинсона изменяется экспрессия
фермента SSАТ, что приводит к увеличению со-
держания ацетильных производных полиаминов
и нарушению их обмена [73]. Механизмы участия
полиаминов в снижении когнитивных функций у
пациентов с болезнью Паркинсона связаны с моду-
ляцией NMDA-рецепторов, а также с агрегацией
α-синуклеина [75]. Нами было изучено содержание
спермидина в эритроцитарной массе крови паци-
ентов, страдающих болезнью Паркинсона, кото-
рое коррелировало с показателями MMCE. Так, в
крови больных 1–2-ой стадиями заболевания
(ММСЕ = 25–27 баллов) содержание спермидина
значительно увеличивалось по сравнению с до-
норской кровью, а в крови больных на поздних
стадиях (3–4-я) (ММСЕ = 12) с выраженными
когнитивными нарушениями наблюдалось сни-
жение содержания спермидина по сравнению с
контролем [75].

ПОЛИАМИНЫ И ПСИХИЧЕСКИЕ 
ЗАБОЛЕВАНИЯ

В настоящее время получены доказательства
участия полиаминов в патогенезе многих из из-
вестных психических заболеваний [76]. Показано
изменение в экспрессии и активности ферментов
распада полиаминов, в содержании индивидуаль-
ных полиаминов (путресцина, спермидина и спер-
мина) при шизофрении, депрессии, тревожных
синдромов и др. [77–79]. Особое место в нейро-
химии психических заболеваний занимают рабо-
ты, посвященные изучению роли полиаминов в
патогенезе депрессивных состояний с последую-
щим суицидальным исходом [79]. Так в образцах
аутопсии 22 областей мозга лиц, погибших в ре-
зультате суицида, обнаружены значительные раз-
личия по сравнению с контролем в экспрессии
генов, ответственных за метаболизм полиаминов:
ODC, AZI 1 и AZI 2, сперминоксидазы, спермин-
синтетазы и семейства альдегиддегидрогеназ
(ферментов, удаляющих продукты распада поли-
аминов – токсические альдегиды) [79]. Причем,
как обнаружено в нескольких независимых иссле-
дованиях, особенно выражено снижение экспрес-
сии фермента SSAT в аутопсии образцов коры го-
ловного мозга у людей, умерших при суициде [80].
Снижение экспрессии SSAT в мозге больных, по-

гибших при суициде, приводит к значительному
увеличению содержания спермидина и путресци-
на в структурах мозга по сравнению с их содержа-
нием в мозге психически здоровых лиц.

Таким образом, по-видимому, генетически де-
терминированное нарушение в обмене полиами-
нов является одним из патогенетических меха-
низмов психических растройств.

ПОЛИАМИНЫ И ВОЗРАСТНЫЕ 
ИЗМЕНЕНИЯ

С возрастом содержание полиаминов в мозге
снижается [81], что по мнению ряда авторов играет
ведущую роль в возрастных изменениях когнитив-
ных функций [81, 82]. Установлено, что введение
спермина и/или спермидина оказывает суще-
ственное положительное влияние на когнитив-
ные и поведенческие реакции у старых животных
[83]. Важно отметить, что введение спермидина
или спермина оказывает регулирующее влияние
на белки аутофагии [84]. Спермидин и спермин
поддерживают энергетический обмен нейронов
[84–86]. Кроме того, результаты анализа таких
показателей как Bcl-2, Bax, Каспаза-3, NLRP3,
IL-18 и IL-1β показали, что спермидин и спермин
предотвращают апоптоз и воспаление [86]. В 2013
году V.K. Gupta et al. в опытах на стареющих мухах
обнаружили, что пищевые добавки со спермиди-
ном ослабляют возрастные нарушения памяти с
помощью механизмов аутофагии [86]. В 2016 году
в работах T. Eisenberg et al. сообщалось, что перо-
ральное введение спермидина мышам снижало
гипертрофию миокарда и системное кровяное
давление, усиливало сердечную аутофагию и
улучшало механоэластические свойства кардио-
миоцитов [86].

Учитывая злободневность проблемы следует
остановиться на данных о возможности исполь-
зования спермидина в качестве антивозрастного
соединения в противостоянии инфекции
COVID-19 [85]. В доступной литературе отражена
растущая озабоченность о влиянии коронавирус-
ной инфекции не только на физическое но и на
психическое здоровье человека. Наиболее важ-
ными признаками психических расстройств, на-
блюдаемых при COVID-19, являются симптомы
депрессии и тревожности, а также когнитивные
нарушения. Обращает на себя внимание пересе-
чение (crosstalk) признаков старения и систем,
которые поражаются при коронавирусной инфек-
ции, а также более высокий уровень смертности у
пожилых пациентов. Один из признаков возраст-
ных изменений это постоянное укорочение тело-
мер, которые являются защитными структурами
на концах хромосом. Истощение теломер способ-
ствует снижению тканей к регенерации, потере
тканевого гомеостаза, к заболеваниям. При опре-
делении длины теломер в лимфоцитах перифери-
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ческой крови пациентов с COVID-19 было обна-
ружено, что более короткие теломеры связаны с
большей тяжестью заболевания [85]. Обнаружен-
ное свойство спермидина поддерживать теломеры,
удлинять их при добавке полиамина в рацион,
может, по-видимому, определить как антивоз-
растные эффекты спермидина, так и его вклад в
противовирусное действие [12]. Некоторые авторы
считают, что нарушение аутофагии, как характер-
ной черты старения, может привести к тяжести
COVID-19 [85]. Спермидин является индуктором
аутофагии. Тем не менее, механизмы взаимодей-
ствия аутофагии и COVID-19 пока остаются не
выясненными.

В целом изучение противовирусных эффектов
антивозрастных соединений, в частности поли-
аминов, имеет большое значение для решения
вопросов терапевтической стратегии.

ВЛИЯНИЕ НА КОГНИТИВНЫЕ 
ПРОЦЕССЫ ВВЕДЕНИЯ ПОЛИАМИНОВ 

В ДИЕТУ ПОЖИЛЫМ ПАЦИЕНТАМ. 
КЛИНИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ

Обоснованием для клинических испытаний
явился обнаруженный эффект спермидина на ауто-
фагию. Спермидин обладает способностью запус-
кать важный процесс растворения бета-амилоидных
бляшек путем аутофагии [50, 86]. Установлена
четкая корреляционная зависимость между уров-
нем спермидина в крови и когнитивными показа-
телями у пациентов с болезнью Альцгеймера с де-
менцией [87]. Диетическое потребление сперми-
дина коррелирует с когнитивными показателями
у людей [88]. Были проведены исследования на
мышах, которые подтвердили безопасность и хо-
рошую переносимость полиаминов, полученных
из зародышей пшеницы [86]. Эти данные позво-
лили использовать спермидин в клинических ис-
пытаниях. Показано, что количество полиаминов –
13,5 мкг/кг массы тела в сутки для спермидина
или 3.1 мкг/кг массы тела в сутки для спермина
является дозой “отсутствия побочного эффекта”.

В 2018 году M. Wirth et al. опубликовали ре-
зультаты одного из первых пилотных клиниче-
ских испытаний, посвященных оценке способно-
сти полиаминов улучшать когнитивные функции
у пожилых пациентов, в котором было показано,
что прием с пищей 1200 мг спермидина в день в
течение 3 месяцев улучшает когнитивных функ-
ций по сравнению с контрольной группой [88].
T. Pekar et al. в 2020 году сообщили, что диета,
обогащенная спермидином, может предотвра-
тить потерю памяти при старении. Была установ-
лена четкая корреляция между концентрацией
спермидина и улучшением когнитивных показа-
телей у пациентов с легкой и умеренной деменцией.
Одновременное введение в диету 200 мкг путрес-
цина, 900 мкг спермидина и 500 мкг спермина

(всего 1600 мкг) в день в течение 12 месяцев пожи-
лым людям оказало наиболее эффективное пози-
тивное влияние на когнитивные процессы [89, 90].

В настоящее время в ряде работ обсуждаются
результаты обследования пациентов с болезнью
Альцгеймера, получавших диету с полиаминами
[91, 92].

ВЛИЯНИЕ СТРЕССА НА ОБМЕН 
ПОЛИАМИНОВ В МОЗГЕ

Полиамины активно вовлечены в молекуляр-
ные механизмы реализации неспецифической
стресс-реакции – так называемый полиаминный
стресс-ответ (ПСО) [93, 94]. При стрессорном
воздействии на организм в целом (ожог, травма и
пр.) в мозге активируется ОDС с последующим
значительным увеличением содержания поли-
аминов в первые сутки, что запускает активацию
генов “раннего” ответа – c-fos, c-jus, c-myc [95,
96]. Нами было обнаружено, что в мозге живот-
ных, перенесших ожоговый стресс, содержание
спермина и спермидина снижалось на 5-7 сутки
после ожогового стресса по сравнению с контро-
лем. Введение адаптогена (ДСИП) после стресса
оказывало модулирующее воздействие на метабо-
лизм полиаминов в мозге на 5–7 сутки после ожога:
содержание спермидина увеличивалось на 5 сут-
ки, интенсивность включения радиоактивной
метки из [С14]-орнитина в полиамины увеличива-
лась для спермина в 3 раза (р ≤ 0.01) на 7 сутки по-
сле стресса по сравнению с контролем (рис. 4).

При данном стрессорном воздействии наблю-
дались нарушения памяти и обучаемости. Введе-
ние адаптогена (ДСИП) вызванное им последую-
щее увеличение биосинтеза полиаминов облегчало
формирование новых навыков, а также положи-
тельно влияло на сохранность приобретенного
навыка до стресса [95].

ПОЛИАМИННЫЙ СТРЕСС ОТВЕТ
И ТАУ-ПАТОЛОГИИ

В нервной ткани обнаружены метаболические
особенности ПСО, которые зависят от характера
стрессорного воздействия [79]. При психоэмоци-
ональном стрессе, а также ишемии/гипоксии
мозга происходит более интенсивная активация
ферментов распада полиаминов, которая превы-
шает скорость их синтеза. При этом наблюдается
резкое увеличение активности ODC и содержа-
ния путресцина при одновременном снижении
содержания спермидина и спермина. В модель-
ных опытах на животных было обнаружено, что
ответная реакция со стороны системы полиаминов
на стрессорные воздействия различается в зависи-
мости от длительности стрессорного воздействия и
определяет характер метаболизма полиаминов в
мозге. Данные, полученные Sandusky-Beltran et al. в
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2019 году, свидетельствуют о том, что повышение
уровня полиаминов, вызванное кратковремен-
ным стрессорным воздействием, “полезно” для
нервной системы [97]. При этом спермидин и
спермин способны уменьшать содержание тау-
белка, ассоциированного с микротрубочками, за
счет активации аутофагии. Однако, длительное
хроническое стрессорное воздействие приводит к
дезадаптивной дисрегуляции обмена полиаминов
и оказывает негативное воздействие.

Sandusky-Beltran et al. в 2021 году сообщили об
уникальной связи между метаболизмом поли-
аминов, поведенческими нарушениями и судь-
бой тау-белка [98]. Как известно, для тау-патоло-
гий характерно наличие тех или иных когнитив-
ных и аффективных поведенческих нарушений [99].
Обнаружено, что при болезни Альцгеймера про-
исходит дисрегуляция транскриптов генов, свя-
занных с метаболизмом полиаминов в мозге, при
этом в значительной степени повышается уро-
вень антизимного ингибитора ODC AZIN 2, что
значительно увеличивает содержание ацетиль-
ных производных полиаминов, усиливает накоп-
ление тау-белка и способствует когнитивным и
аффективным нарушениям поведения [98].

Поддержание гомеостаза в обмене полиами-
нов является потенциальным способом лечения
болезни Альцгеймера и тау-патологий [100].

Таким образом, ПСО может вызывать как по-
ложительные, так и отрицательные последствия в
ЦНС в зависимости от длительности и характера
стрессирующего воздействия. Введение адапто-
генов оказывало модулирующее воздействие на
содержание полиаминов, которое позволяло по-
ложительно сказываться на процессах запомина-
ния и обучения. Важно отметить, что в настоящее
время ПСО рассматривается как провокацион-
ный фактор в механизмах запуска неврологиче-
ских и психических заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время нарушения в метаболизме
полиаминов и в их внутриклеточном распределе-
нии рассматриваются как патогенетические ме-
ханизмы развития многих заболеваний, которые
сопровождаются когнитивными расстройствами.
Спермидин и спермин способны значительно
улучшать процесс обучения, запоминания и повы-
сить работоспособность благодаря модулированию
нейромедиаторных процессов (nAch, полиамин-
ным сайтом NMDA-рецепторов) и активации ауто-
фагии в ЦНС. Тот факт, что функциональная ак-
тивность данных рецепторов связана с контролем
синаптической передачи сигналов и механизмами
пластичности, а также с формированием памяти

Рис. 4. Влияние введения ДСИП на интенсивность включения радиоактивной метки из [С14]-орнитина в спермидин
(а) и спермин (б) в мозге крыс после ожога.

Время, сутки

0.08 1 7
0

50

100

Контроль

Контроль

Ожог

Ожог

Ожог + Д

Ожог + Д

0.08 1 7
0

200
100

700
600
500
400
300

Контроль

Контроль

Ожог

Ожог

Ожог + Д

Ожог + Д

Время, сутки

С
пе

рм
ид

ин
,

им
п.

/м
ин

/н
м

ол
ь

С
пе

рм
ин

,
им

п.
/м

ин
/н

м
ол

ь
Конт

О

Конт
О

а

б



НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

РОЛЬ ПОЛИАМИНОВ В МЕХАНИЗМАХ КОГНИТИВНЫХ НАРУШЕНИЙ 275

и механизмами запоминания, позволяет рассмат-
ривать полиамины в качестве положительных мо-
дуляторов когнитивных процессов. В связи с
этим полиамины представляют перспективное
направление для разработки терапии когнитив-
ных нарушений. Успешное практическое приме-
нение полиаминотерапии напрямую связано с
развитием наших представлений о функциональ-
ной значимости полиаминов в патогенезе когни-
тивных нарушений, а также тщательным анализом
возможных противопоказаний к ее применению.
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The Role of Polyamines in the Mechanisms of Cognitive Impairment
M. G. Makletsovaa, G. T. Rikhirevab, E. Yu. Kirichenkoa, I. Yu. Trinitatskyc,

M. Yu. Vakulenkoa, and A. M. Ermakova

a Don State Technical University, Rostov-on-Don, Russia
b Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

c Rostov Regional Clinical Hospital, Rostov-on-Don, Russia

With aging, age-related cognitive impairments are becoming an increasingly pressing problem in society.
Currently, the role of polyamines (putrescine, spermidine and spermine) in the pathogenesis of cognitive im-
parments of various origins is being actively discussed. It has been shown that the content of polyamines in
the brain tissue decreases with age. Exogenous administration of polyamines avoids cognitive impairment
and/or influence the pathogenetic processes associated with the progression of pathologies. There are 3
known ways of polyamines entering the human body: from food, synthesis by intestinal bacteria and their own
biosynthesis in the body. Currently, one of the most promising approaches to the prevention of cognitive im-
pairment is the use of foods with a high content of polyamines, as well as the use of various probiotics that
affect intestinal bacteria that synthesize polyamines. Since 2018, projects have been launched in a number of
European countries aimed at assessing the impact of a diet high in polyamines on cognitive processes. The
review, based on the analysis of recent publications, presents material on the effect of polyamines on cognitive
processes, the role of polyamines in the regulation of neurotransmitter processes, and also discusses the role
of polyamines in cognitive disorders in mental and neurological diseases.

Keywords: cognitive impairment, polyamines, spermine, spermidine, putrescine



НЕЙРОХИМИЯ, 2022, том 39, № 3, с. 279–287

279

РАННИЙ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС ВЛИЯЕТ НА СОЦИАЛЬНОЕ 
ПОВЕДЕНИЕ ВЗРОСЛЫХ КРЫС: ЭФФЕКТЫ ПОЛА И БАЗОВОГО 

УРОВНЯ ИНТЕРЛЕЙКИНА 1-БЕТА В КРОВИ
© 2022 г.   Н. Д. Брошевицкая1, И. В. Павлова1, *, М. И. Зайченко1

1 Федеральное государственное бюджетное учреждение науки
Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН, Москва, Россия

Поступила в редакцию 24.02.2022 г.
После доработки 25.02.2022 г.

Принята к публикации 03.03.2022 г.

Исследовали влияние активации иммунной системы в раннем онтогенезе (введение липополисаха-
рида, ЛПС, на 3 и 5 день после рождения в дозе 50 мкг/кг) на различные аспекты социального по-
ведения взрослых крыс самцов и самок: социальное взаимодействие и доминирование. Поведение
крыс сопоставляли с уровнем кортикостерона и интерлейкина 1-β в сыворотке крови, взятой до на-
чала тестирования. У самцов ЛПС группы по сравнению с контролем увеличивалось время взаимо-
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ВВЕДЕНИЕ
Известно, что стресс в раннем онтогенезе может

оказать влияние на поведение взрослых особей и
привести к серьезным нарушениям нормального
развития гипоталамо-гипофизарно-надпочечнико-
вой, иммунной и других систем организма [1–5]. В
результате субъекты, перенесшие такой стресс,
приобретают предрасположенность к развитию
целого ряда психоневрологических заболеваний:
депрессии, тревожным расстройствам, шизофре-
нии, синдрому гиперактивности и дефициту вни-
мания, симптомы которых могут проявляться уже
во взрослой жизни, после повторного столкнове-
ния с негативными воздействиями. В экспери-
ментах на животных в качестве модели раннего
стресса часто используется нейровоспаление, вы-
зываемое инъекцией бактериального липополиса-
харида (ЛПС), являющегося составным компонен-
том внешней части мембраны грамотрицательных
бактерий и введение которого приводит к высво-
бождению большого числа эндогенных провос-
палительных медиаторов (цитокины, хемокины

и др.) [6]. В настоящее время изучено влияние
введения ЛПС в раннем онтогенезе на уровень
тревожности, депрессивное поведение, а также
на выработку и угашение различных видов оборо-
нительных условных рефлексов [4, 7, 8]. Данные о
влиянии раннего провоспалительного стресса на
социальное поведение немногочисленны. Пост-
натальное системное введение ЛПС (на 3-й и 5-й
постнатальные дни) либо не влияло на социальное
взаимодействие [1], либо приводило к уменьше-
нию времени социальных контактов у взрослых
животных [9]. Однако в последующих работах бо-
лее детальный анализ показал, что снижение со-
циального взаимодействия происходило за счет
контактов, направленных к животному с введе-
нием ЛПС [10]. В опытах с разрушением обоня-
тельного эпителия было показано, что аверсию
вызывал запах, исходящий от крыс ЛПС группы.
В работах с ранним постнатальным введением
ЛПС непосредственно в гиппокамп [11], было по-
казано, что у взрослых крыс наблюдали дефициты в
социальном поведении, ухудшение распознава-
ния нового объекта, нарушение предимпульсного
торможения и рост числа активной микроглии.

* Адресат для корреспонденции: 117865 Москва, ул. Бутлерова,
д. 5а; тел.: 8 (495) 789-38-52 +2139; e-mail: pavlovfml@mail.ru.
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Таким образом, следует признать, что вопрос о
влиянии раннего постнатального провоспали-
тельного стресса на социальное поведение изучен
недостаточно, в частности нет данных о влиянии
на социальную мотивацию и социальное доми-
нирование. Вместе с тем, актуальность данной
проблемы велика, поскольку известно, что хро-
ническое введение ЛПС матери на разных сроках
беременности (пренатальное введение) может
приводить к существенным нарушениям соци-
ального поведения, а именно к расстройствам
аутистического спектра [12–16] и появлению
симптомов шизофреноподобных отклонений [17].
Вместе с тем, в литературе имеются данные о вли-
янии иммунной системы на социальное поведе-
ние, в частности на агрессию [18, 19]. На линиях
высоко- и низкоагрессивных животных было по-
казано, что высокие уровни провоспалительных
цитокинов коррелировали с высоким уровнем
агрессии [20, 21]. Похожие данные были получе-
ны и при исследовании пациентов с депрессией,
которые демонстрировали повышенную агрес-
сивность и высокий уровень провоспалительных
цитокинов [22]. На основании этих данных мож-
но было предположить, что ранний провоспали-
тельный стресс будет приводить к изменениям
социального поведения.

Целью нашей работы стало исследование влия-
ния раннего постнатального провоспалительного
стресса на такие аспекты социального поведения
взрослых крыс линии Вистар, как социальное до-
минирование и социальное взаимодействие. В за-
дачи нашей работы входило: 1) подготовить экс-
периментальные групп животных, что включало в
себя введение бактериального липополисахарида
(группа ЛПС, 50 мкг/кг), либо физиологического
раствора (группа ФИЗ, контроль) крысятам на 3-й
и 5-й день от рождения; 2) у взрослых крыс в
группах ЛПС и ФИЗ сопоставить социальное вза-
имодействие в двухкамерном тесте, социальное
доминирование в тесте в трубе; 3) сопоставить
влияние провоспалительного стресса на социаль-
ное поведение самцов и самок; 4) провести биохи-
мический анализ сыворотки крови на кортикосте-
рон и интерлейкин-1β и сопоставить результаты с
поведением крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования. В опытах участвовало

102 крысы линии Вистар в возрасте от 2.5 до
5.5 месяцев (58 самцов и 44 самки). Крысята
(20 пометов) были выведены в виварии ИВНД и
НФ от родителей, полученных из филиала “Стол-
бовая” ФГБУН НЦБМТ ФМБА, Россия. На 3-й и
5-й день от рождения у половины крысят из поме-
та вызывали провоспалительный стресс путем
введения бактериального липополисахарида
(ЛПС, от Echerichia coli, серотип О26:В6, Sigma) в

дозе 50 мкг/кг в объеме 10 мкл/г (группа ЛПС,
всего 61 крысенок). Во время этой процедуры
крысята отлучались от матери на 15–20 мин. Они
взвешивались на электронных весах с точностью
до 0.01 г и получали подкожную инъекцию ЛПС в
холку с помощью инсулинового шприца. Крысята
группы ЛПС дополнительно метились с помощью
подкожного введения у основания хвоста 10 мкл
черной краски (фирма Dynamic Color, цвет Triple
Black), используемой для татуировок у людей.
Другой половине крысят из помета в этом же воз-
расте подкожно вводили физиологический рас-
твор в объеме 10 мкл/г (группа ФИЗ, контроль,
всего 41 крысенок). При разделении пометов ста-
рались уравнять число самцов и самок в группах
ЛПС и ФИЗ. Разделение пометов делалось с целью
ослабить влияние генетического фактора на резуль-
таты экспериментов. В возрасте 25 дней крысят
отлучали от матери, и формировали клетки таким
образом, что в одной клетке содержались 4–
5 крысы одного пола из 2–3 пометов из одной груп-
пы (либо ЛПС, либо ФИЗ). В дальнейшем живот-
ных содержали в виварии при обычном 12-часо-
вом световом режиме в свободном доступе к воде
и стандартному корму. В экспериментах соблюдали
принципы гуманности, изложенные в директивах
Европейского Сообщества (2010/63/ЕU) и положе-
ния ИВНД и НФ РАН о работе с эксперименталь-
ными животными.

Иммуноферментный анализ крови. Забор крови
проводили у крыс в возрасте 80 дней до начала
проведения поведенческих тестов. Для этого крыс
наркотизировали с помощью изофлуранового ин-
галяционного наркоза (Аэрран), на кончике хвоста
делали косые надрезы скальпелем и собирали пери-
ферическую кровь в объеме 0.7–1 мл в микропро-
бирки с ранее добавленным гепарином (10 μл).
Затем кровь центрифугировали 15 мин при 1500 g
для получения сыворотки и отбирали аликвоты
объемом 50 и 150 μл. Аликвоты сыворотки храни-
ли при –80°С до проведения иммуноферментно-
го анализа.

Для определения уровня кортикостерона в сыво-
ротке крови использовали наборы для иммунофер-
ментного анализа (DRG, Германия), с помощью ко-
торых детектировали как свободный, так и связан-
ный с транспортными белками кортикостерон
методом конкурентного иммуноферментного ана-
лиза. Содержание провоспалительного интерлей-
кина-1β (ИЛ-1β) в сыворотке крови определяли с
помощью наборов производства R&D Systems
(США) согласно инструкции производителя. При
дальнейшей статистической обработке из выбор-
ки исключали экстремумы.

Тестирование социального взаимодействия про-
водили в возрасте 100 дней в квадратном откры-
том поле (100 × 100 × 30 см), где около одной из
стенок, посередине располагался пластиковый
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отсек (21 × 21 × 14 см) с перфорированными стен-
ками. Тест проводился в течение двух дней: в пер-
вый день внутренний отсек был пустой, во второй
день в отсек заранее помещали интактную незна-
комую крысу-гостя одного пола и возраста с ис-
следуемой крысой. Поведение крысы регистри-
ровали в течение 5-ти минут. Перед помещением
в камеру животного другого пола кроме обычной
влажной и сухой уборки лабиринт протирали 20%
раствором этилового спирта. Самцы и самки тести-
ровались в разные дни, и для переноски самцов и
самок из вивария в экспериментальную комнату
использовали разные клетки. Для регистрации
поведения крыс использовали программы Etho
Vision и Mediocruser. Анализировали время на-
хождения крысы в зоне взаимодействия (коридор
шириной 13 см около внутреннего отсека), число
и длительность взаимодействий (нос крысы
вблизи стенки внутреннего отсека), пройденную
дистанцию в зоне взаимодействия. Рассчитывали
коэффициент времени взаимодействия КВ =
= Тв2/Тв1 × 100%, где Тв2 – время взаимодей-
ствия во второй, Тв1 – в первый опыт. Такой же
коэффициент рассчитывали по времени пребыва-
ния в зоне взаимодействия КЗВ = ТЗВ2/ТЗВ1 × 100%,
где ТЗВ2 – время пребывания в зоне взаимодей-
ствия во второй опыт, Тзв1 – в первый опыт.

Социальное доминирование оценивали в воз-
расте 110 дней при помощи тестирования в трубе
из прозрачного оргстекла длиной 150 см и внут-
реннего диаметра 6 см. Эксперимент проводили в
течение двух дней: в первый день животные ис-
следовали новую обстановку и проходили по тру-
бе в обоих направлениях, во второй проводили
само тестирование. За день до начала экспери-
мента крыс взвешивали и формировали однопо-
лые пары так, чтобы одна крыса была из ФИЗ
группы, другая из ЛПС группы, а вес у животных
в паре не отличался более чем на 10 г. Во время те-
стирования крыс одновременно запускали с раз-
ных концов трубы, чтобы животные двигались
друг-другу на встречу. “Победителем” считали то
животное, которое смогло оттеснить оппонента
назад и выйти с противоположного конца трубы.
У каждой пары было две попытки, при этом каж-
дую крысу запускали с разных концов трубы. Ес-
ли в течение 2 мин не выявлялся “победитель”,
считали, что ничья. Поведение регистрировали
на цифровую видеокамеру Logitech C270 HD
Webcam. Анализировали число и латентность по-
бед у крыс в группе ФИЗ и ЛПС.

Статистическая обработка результатов. Для
вторичной обработки результатов использовали
стандартную программу STATISTICA 8.0. Распре-
деление исследованных параметров было прове-
рено на нормальность по критерию Колмогоро-
ва-Смирнова (Basic Statistics, раздел Descriptive
Statistics). Если анализируемый параметр удовле-

творял данному критерию, то при сравнении
групп крыс использовали дисперсионный анализ
ANOVA, раздел factorial ANOVA и Repeated mea-
sures ANOVA. При post-hoc анализе применяли
критерий Newman–Keuls test. Различия считали
статистически значимыми при р < 0.05, отмечали
наличие тенденции при 0.05 ≤ р < 0.1. Во всех экс-
периментах анализировали влияние факторов
ПОЛ, ГРУППА, в ряде случаев еще № теста. Для
определения корреляционных связей между раз-
личными поведенческими показателями или между
показателем поведения и уровнем кортикостеро-
на/ИЛ-1β строили корреляционные матрицы и
рассчитывали коэффициенты корреляции (Basic
Statistics). При отсутствии нормальности распреде-
ления поведенческих параметров использовали не-
параметрические методы анализа. При сравнении
двух групп применяли Mann–Whitney U Test. При
сравнении двух выборочных долей вариант ис-
пользовали 2 × 2 Table (Nonparametric Statistics),
применяли критерий χ2. Данные на рисунках
представлены в виде средних значений ± ошибки
средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тест социального взаимодействия. Сопоставле-
ние поведения крыс в Тесте 1 (без крысы-гостя) и
Теста 2 (с гостем во внутреннем отсеке) с помощью
Repeated measures ANOVA выявило существенное
влияние фактора № теста на время взаимодействия,
время нахождения в зоне взаимодействия и прой-
денную дистанцию в зоне взаимодействия (табл. 1).
Значения всех указанных показателей увеличива-
лись в Тесте 2 по сравнению с Тестом 1 во всех
группах, как у самцов, так и самок, что свидетель-
ствовало о наличии социальной мотивации (рис. 1а,
в, д). Фактор ПОЛ оказывал влияние на время
взаимодействия и дистанцию в зоне взаимодей-
ствия (табл. 1), также наблюдалось взаимодействие
факторов ПОЛ и № теста, у самок дистанция в зоне
взаимодействия и время взаимодействия в тесте 2
были больше (рис. 1д), чем у самцов. Было обна-
ружено взаимодействие факторов № теста,
ГРУППА и ПОЛ во влиянии на время взаимодей-
ствия (табл. 1). Post hoc анализ показал (рис. 1а),
что в Тесте 2 у самцов группы ЛПС время взаимо-
действия было больше, чем в группе ФИЗ. Время
нахождения в зоне взаимодействия в Тесте 1 было
меньше у самцов из ЛПС группы (рис. 1в). Сопо-
ставление коэффициентов времени взаимодей-
ствия (рис. 1б), а также коэффициентов времени
пребывания в зоне взаимодействия (рис. 2г), пока-
зало, что у самцов ЛПС группы коэффициенты бы-
ли больше (Mann–Whitney U Test, U = 178, р = 0.002;
Mann–Whitney U Test, U = 226, р = 0.017 соответ-
ственно), чем у группы ФИЗ. У самок различий в
коэффициентах взаимодействия не было обнару-
жено в группах ФИЗ и ЛПС. Полученные данные
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свидетельствуют о том, что ранний провоспали-
тельный стресс оказал влияние на социальное вза-
имодействие только у самцов и привел к увеличе-
нию мотивации к взаимодействию.

Тест социального доминирования в трубе. Доля
попыток, увенчавшихся победой, у самцов ЛПС
группы была больше (0.65, χ2 = 13.79, р = 0.0002,
2 × 2 Table, критерий χ2), чем у самцов группы
ФИЗ группы (0.35). У самок не было различий в
числе победителей из ЛПС и ФИЗ групп (рис. 2а).
Не было обнаружено различий в латентности
“побед” у крыс группы ФИЗ и ЛПС (рис. 2б). Та-
ким образом, ранний провоспалительный стресс
увеличивал социальное доминирование только у
самцов, не влияя на самок.

При сопоставлении результатов тестов соци-
ального взаимодействия и социального домини-
рования у самцов была обнаружена слабая, но
статистически значимая положительная корреля-
ция между числом побед в трубе и длительностью
социального взаимодействия в Тесте 2 (r = 0.291,
p = 0.033), что может говорить о высокой социаль-
ной мотивации у доминантных самцов. У самок не
было обнаружено статистически значимой корре-
ляции между данными показателями (r = –0.182,
p = 0.275).

Сопоставление показателей социального пове-
дения и биохимии крови. На рис. 3а и б представле-
ны результаты сопоставления поведения в тесте
на социальное доминирование и уровня кортико-
терона и ИЛ-1β в сыворотке крови. На уровень
интерлейкина оказывал влияние фактор ПОЛ
(F1,51 = 13.78, p = 0.001, Repeated measures ANO-
VA), у самцов уровень интерлейкина был выше,
также наблюдалось взаимодействие фактора
ПОЛ и ПОБЕДА (F1,51 = 7.82, p = 0.007). Post hoc
анализ показал, что уровень интерлейкина-1β
был выше у самцов-победителей по сравнению с
самцами-проигравшими (рис. 3а). У самок не на-
блюдалось различий в уровне интерлейкина-1β у

проигравших и победителей (рис. 3а). На уровень
кортикостерона оказывал влияние фактор ПОЛ
(F1,85 = 133.37, p = 0.000). Уровень кортикостерона
у самок был выше по сравнению с самцами. Post
hoc анализ показал, что у победителей и побеж-
денных не наблюдалось различий по уровню кор-
тикостерона, как у самцов, так и самок (рис. 3б).
Таким образом, для доминантных самцов характе-
рен высокий уровень интерлейкина-1β.

На рис. 4а и б представлены результаты корре-
ляционного анализа между показателями поведе-
ния в Тесте 2 на социальное взаимодействие и
уровнем кортикостерона и ИЛ-1β в сыворотке
крови. У самок была обнаружена статистически
значимая положительная корреляция между дли-
тельностью взаимодействия в Тесте 2 и уровнем
кортикостерона (r = 0.52, p = 0.002). У самцов бы-
ла обнаружена тенденция к положительной кор-
реляции между уровнем ИЛ-1β и дистанцией в
зоне взаимодействия в тесте 2 на социальное вза-
имодействие (r = 0.39, p = 0.054). Таким образом,
высокая социальная мотивация коррелировала у
самок с высоким уровнем кортикостерона, а у
самцов – с высоким уровнем ИЛ-1β.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе впервые было показано, что
введение ЛПС на ранних сроках постнатального
развития приводит к увеличению социального
доминирования у взрослых крыс самцов в тесте в
трубе. Ранее увеличение социального доминирова-
ния наряду с увеличением агрессивного поведения
наблюдали в модели депрессии, создаваемой с по-
мощью хронического непредсказуемого стресса
средней силы во взрослом возрасте [23], или в
биохимической модели депрессии, вызываемой с
помощью диеты с низким уровнем триптофана
[24]. Травмы мозга в подростковом возрасте [25]
также могли приводить к увеличению социального
доминирования. Вместе с тем, содержание в обо-

Таблица 1. Значения F и р при анализе с помощью Repeated measures ANOVA показателей поведения в тесте на
социальное взаимодействие

Примечание. Прочерк – статистически незначимое влияние фактора.

Показатель

Факторы

ПОЛ № теста ГРУППА № теста ×
× ПОЛ

№ теста ×
× ГРУППА

№ теста ×
× ГРУППА ×

× ПОЛ

Время взаимодействия F1,88 = 7.19,
p = 0.009

F1,88 = 219.26,
p = 0.000

– F1,88 = 4.62,
p = 0.034

F1,88 = 5.56, 
p=0.021

F1,88 = 4.75,
p = 0.032

Время в зоне
взаимодействия

– F1,88 = 130.78,
p = 0.000

– F1,88 = 7.13,
p = 0.009

F1,88 = 8.86,
p = 0.004

–

Дистанция в зоне
взаимодействия

F1,88 = 23.43,
p = 0.000

F1,88 = 130.97,
p = 0.0000

– F1,88 = 23.54,
p = 0.000

– –
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Рис. 1. Влияние раннего постнатального введения ЛПС на поведение взрослых крыс в тесте на социальное взаимодей-
ствие. ФИЗ – животные с введением физиологического раствора, ЛПС – крысы с введением ЛПС. Тест 1 – без кры-
сы-гостя во внутреннем отсеке камеры. Тест 2 – с крысой-гостем. n – число крыс в группе (Самцы/Самки). ↑ – уве-
личение (р < 0.05) значений показателя поведения в Тесте 2 по сравнению с Тестом 1, * статистичеcки значимые раз-
личия (р < 0.05) между группой ЛПС и ФИЗ (на а, в, д – Repeated measures ANOVA, post hoc анализ, на б и г – критерий
Mann-Whitney U Test). n – число крыс самцы/самки.
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гащенной среде [26], частое использование бего-
вого колеса [27], хроническая боль [28], хрониче-
ский стресс обездвижения [29], наоборот, были
способны делать крыс более подчиненными в те-
сте в трубе. Необходимо отметить, что тест на со-
циальное доминирование в трубе в настоящее
время используется достаточно широко у грызу-
нов, как в работах на крысах, так и мышах, при
этом часто проводится сопоставление результатов с
другими тестами на социальную доминантность
(конкурентный поиск пищи, предпочтение при
спаривании, тест теплого места, маркировка тер-
ритории мочой и др.) [26, 30]. Считается, что тест
на доминирование в трубе определяет территори-
альное доминирование, но не учитывает агрессию и
может использоваться у животных, живущих груп-
пами [31]. Анализ нейронных механизмов социаль-
ной иерархии приводит к выводу о роли префрон-
тальной коры в качестве центрального регулятора

[32]. Анализ транскриптома в медиальной пре-
фронтальной коре обнаружил различия в экспрес-
сии определенных генов у доминантов и подчи-
ненных [31], в частности различалась экспрессия
вомероназальных и обонятельных рецепторов в
коре мозга. Авторы приходят к выводу, что раз-
личные гены в медиальной префронтальной коре
могут быть использованы как биомаркеры соци-
ального доминирования. Кроме того, обнаружена
корреляция между социальным доминированием
и фосфорилированием АМРА рецепторов в меди-
альной префронтальной коре, которое может также
служить биомаркером социального доминирова-
ния [29].

Кроме увеличения социального доминирования
самцы ЛПС группы в нашей работе показали уве-
личение социального взаимодействия в двухка-
мерном тесте по сравнению с контрольной груп-
пой. Корреляционный анализ показал наличие

Рис. 2. Влияние раннего постнатального введения ЛПС на поведение взрослых крыс в тесте на социальное домини-
рование в трубе. n – число попыток. * Статистичеcки значимые различия (р < 0.05) между группой ЛПС и ФИЗ (кри-
терий χ2, 2 × 2 Table, Nonparametric Statistics). Остальные обозначения как на рис. 1.
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Рис. 3. Сопоставление уровня кортикостерона или ИЛ-1β в сыворотке крови у победителей и побежденных в тесте в
трубе. * Cтатистически значимые различия между победителями и проигравшими (Factorial ANOVA, post hoc анализ).
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корреляционной связи между числом побед в
трубе и длительностью социального взаимодей-
ствия. Эти данные свидетельствуют о высокой со-
циальной мотивации у доминантных самцов. В
некоторых работах также была продемонстриро-
вана связь между доминантностью и высокой со-
циальной мотивацией [33], мыши высокого ранга
больше времени взаимодействовали с незнакомой
мышью, чем мыши низкого ранга. С исследова-
тельской мотивацией авторы не увидели связи. В
литературе имеются противоречивые данные от-
носительно влияния раннего провоспалительно-
го стресса на социальное взаимодействие крыс. В
одной из первых работ [34] после введения ЛПС
на 3 и 5 день после рождения у взрослых крыс на-
блюдалось уменьшение времени социального
взаимодействия при нахождении опытной крысы
в одной клетке с незнакомой крысой. В дальней-
шем, было установлено, что социальное взаимо-
действие уменьшается за счет контактов, направ-
ленных на крысу из ЛПС группы [9]. Для проверки
гипотезы о роли обонятельных сигналов, исходя-
щих от крысы ЛПС группы, в социальной аверсии
вызывали дегенерацию обонятельного эпителия с
помощью интраназальной перфузии ZnSO4 у парт-
нера крысы ЛПС группы [9]. После такой процеду-
ры увеличивалось число социальных контактов,
направленных на крыс из ЛПС группы. Предпо-
лагалось наличие нарушений в содержании мик-
робиоты кишечника крыс после неонатального
воспаления, однако секвенирование РНК из фе-
кальных болюсов не выявило отличий в бактериях
самцов ЛПС группы [10]. Несмотря на это, лече-
ние антибиотиками, вызывающими изменения в
микробиоте, устраняло социальную аверсию. Как
известно, крысы избегают общение с больными
особями. Так, острое введение большой дозы ЛПС,
вызывающей болезненное состояние у крысы,

приводило к подавлению социального взаимо-
действия в отношении больного партнера [35] и
могло вызывать упреждающий иммунный ответ у
здоровой крысы в виде увеличения содержания
TNF-α в обонятельных луковицах.

Необходимо отметить, что в отличие от наших
данных с ранним постнатальным введением ЛПС,
активация иммунной системы матери (введение
ЛПС беременным самкам) приводила к наруше-
ниям социального поведения у потомства аутисти-
ческого спектра. Самцы из такого потомства прово-
дили меньше времени за активным социальным
взаимодействием с незнакомой крысой, показали
больше повторяющегося поведения, нарушения
ультразвуковой коммуникации и имели отличия в
бактериях в фекалиях, что характерно для аути-
стических заболеваний у людей [12, 14–16]. Кроме
того, активация иммунной системы матери во вре-
мя беременности могла приводить к шизофрено-
подобным изменениям в поведении потомства, о
чем судили по дефициту предимпульсного тормо-
жения [17].

В нашей работе в ряде случаев была обнаруже-
на связь между показателями социального пове-
дения и уровнем кортикостерона и ИЛ-1β в сыво-
ротке крови. Впервые было показано, что у сам-
цов крыс победителей в тесте на социальное
доминирование в трубе наблюдался более высо-
кий уровень ИЛ-1β, чем у побежденных крыс.
Уровень кортикостерона не отличался у победите-
лей и побежденных, что согласуется с ранее полу-
ченными данными [26]. У крыс с высокой социаль-
ной мотивацией также наблюдался более высокий
уровень ИЛ у самцов и более высокий уровень
кортикостерона у самок. Необходимо напомнить,
что биохимические показатели крови определя-
лись задолго до начала социального тестирования
и, возможно, способствовали проявлению осо-

Рис. 4. Корреляционные матрицы между уровнем кортикостерона или ИЛ-1β в сыворотке крови и некоторыми пока-
зателями поведения в тесте на социальное взаимодействие. r – коэффициент корреляции.
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бенностей социального поведения. Косвенным
подтверждением наших результатов являются
данные о том, что экспрессия маркера активации
микроглии (IBA-1) и активации генов связанных
с пролиферацией микроглии (CSF1 и IL-34) снижа-
ется в гипоталамусе при уменьшении доминирова-
ния у крыс после содержания в обогащенной среде
[26], введение ингибитора микроглии уменьшало
процент победителей в тесте в трубе. Ранее на-
блюдали увеличение уровня кортикостерона и
ИЛ-6 в плазме после агрессивных схваток между
мышами, причем уровень кортикостерона зави-
сел от того, доминировали ли мыши в схватке или
были в подчинении [36], у подчиненных мышей
наблюдалось наибольшее повышение. В литературе
имеются работы, в которых показана связь между
доминантностью и агрессивностью, агрессию внут-
ри группы обычно проявляет доминирующая особь
[18, 37]. Имеются данные о связи агрессивности с
повышенным уровнем провоспалительных цито-
кинов. На линиях высоко- и низкоагрессивных
животных было показано, что высокие уровни
провоспалительных цитокинов коррелировали с
высоким уровнем агрессии [20, 21]. Сходные дан-
ные были получены и при исследовании пациентов
с депрессией, которые демонстрировали повышен-
ную агрессивность и высокий уровень провоспали-
тельных цитокинов [22]. Исходя из этих данных, не
кажется удивительным увеличение уровня ИЛ-1β у
крыс склонных к социальному доминированию.

В заключении необходимо отметить, что ранний
провоспалительный стресс оказывал влияние толь-
ко на самцов в тестах на социальное доминирова-
ние и взаимодействие. Ранее мы также наблюдали
более выраженные изменения в тревожно-депрес-
сивном поведении и оборонительном поведении
самцов под влиянием введения ЛПС в раннем он-
тогенезе [7, 8]. Бóльшая уязвимость самцов к влия-
нию ЛПС объясняется тем, что нейровоспалитель-
ный процесс протекает по-разному у самцов и самок
[5]. У самцов и самок может различаться набор
выделяемых цитокинов, их локализация и кле-
точный источник при нейровоспалении. У сам-
цов микроглия является источником цитокинов
при нейровоспалении, их экспрессия увеличива-
ется после стресса, у самок не происходит увели-
чения выделения цитокинов из микроглии [38].
Кроме того эстрогены самок способны оказывать
противовоспалительное влияние. Известно, что
эстрогены ускоряют протекание воспалительного
процесса в сторону его деактивации, большая
роль при этом отводится противовоспалительному
IL-4 [39], и эстрогены способны затормозить вы-
работку провоспалительных цитокинов [40].

ВЫВОДЫ
1. Введение ЛПС (50 мкг/кг) на 3 и 5 постна-

тальные дни приводило к увеличению социаль-
ного доминирования у взрослых самцов в тесте в
трубе по сравнению с контрольными крысами,
которым вводили физиологический раствор.

2. Для самцов победителей в тесте в трубе был
характерен более высокий базовый уровень ин-
терлейкина 1-β в сыворотке крови по сравнению
с побежденными крысами.

3. У самцов ЛПС группы по сравнению с кон-
тролем увеличивалось время взаимодействия в
двухкамерном тесте на социальное взаимодей-
ствие, что свидетельствовало об увеличении со-
циальной мотивации.

4. У самок не наблюдалось изменений в соци-
альном доминировании и взаимодействии после
введения ЛПС в раннем онтогенезе.
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Early Proinflammatory Stress Affects the Social Behavior of Adult Rats:
Effects of Sex and the Baseline Level of Interleukin 1-β in the Blood

N. D. Broshevitskayaa, I. V. Pavlovaa, and M. I. Zaichenkoa

a Institute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, RAS, Moscow, Russia

The effect of activation of the immune system in early ontogenesis (administration of lipopolysaccharide,
LPS, on the 3rd and 5th day after birth at a dose of 50 mcg/kg) on various aspects of the social behavior of
adult male and female rats: social interaction and dominance was studied. The behavior of rats was compared
with the level of corticosterone and interleukin 1-beta in the blood serum taken before the start of testing. The
males of the LPS group had an increased interaction time in the social interaction test compared to the con-
trol, as well as the number of forwards in the social dominance tube test. The forwards in the tube test were
characterized by a higher baseline level of interleukin 1-β in blood serum. In females, there were no changes
in social behavior after the introduction of LPS in early ontogenesis. The results obtained indicate the influ-
ence of early proinflammatory stress on the social behavior of adult male rats (but not females) and the asso-
ciation of behavior changes with the baseline level of interleukin 1-β.

Keywords: early pro-inflammatory stress, lipopolysaccharide, social interaction, social dominance, corticoste-
rone, interleukin-1β
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Анальгетическая активность пальмитоилэтаноламида (ПЭА, C18H37NO2) изучалась с использова-
нием модели повреждения седалищного нерва у крыс. В исследовании был использован комплекс
физиологических, биохимических и иммуногистохимических методов выявления активности мик-
ро- и астроглии, а также нейрональной формы NO-синтазы. В работе установлено, что введение
ПЭА (100 мг/кг) снижает интенсивность и продолжительность нейрогенного болевого синдрома и
приводит к более ранней стабилизации распределения веса. Пероральное введение ПЭА стабили-
зирует уровень активности микро-, астроглии и nNOS-позитивных нейронов в задних рогах спин-
ного мозга и спинномозговых ганглиях. Кроме того, в культуре клеток микроглии (SIM-A9) ПЭА
ингибирует выработку ЛПС-индуцированных провоспалительных цитокинов (TNFα), маркера
главного комплекса гистосовместимости (MHC II) и маркер клеточной поверхности провоспали-
тельной микроглии (CD86), а также усиливает продукцию противовоспалительного интерлейкина-10
(IL10) и маркера клеточной поверхности противовоспалительной микроглии (CD206). Результаты
данного исследования свидетельствуют о комплексном воздействии ПЭА на процесс нейровоспа-
ления, что вероятно обеспечивает его анальгетический потенциал.

Ключевые слова: нейропатическая боль, спинной мозг, спинномозговые ганглии, пальмитоилэтаноламид,
ПЭА, астроглия, микроглия, nNOS, цитокины
DOI: 10.31857/S1027813322030049

ВВЕДЕНИЕ
Лечение хронической боли является одной из

наиболее актуальных проблем фундаментальной
и практической нейробиологии. Трудности, свя-
занные с лечением нейропатического болевого
синдрома обусловлены разнообразием причин,
способствующих его развитию, сложностью и не-
достаточным пониманием физиологических и
психологических процессов, формирующих ощу-
щение боли [1]. Хроническая боль, может способ-
ствовать развитию и прогрессированию большин-
ства соматических заболеваний [2–4]. Современные
методы лечения нейропатических болевых синдро-
мов весьма ограничены [5, 6]. Разработка новых и
эффективных методов лечения хронической боли
требует более четкого представления о ее физиоло-
гических, биохимических и психофизиологических
механизмах и способах ее эндогенного подавления.

Ранее было показано, что повреждение седа-
лищного нерва вызывает повышение активности
ноцицептивных нейронов в задних рогах спинного
мозга и спинномозговых ганглиях. Система синтеза
оксида азота (NO) претерпевает количественные

и качественные изменения при хронических бо-
левых состояниях и лежит в основе болевого по-
ведения, такого как термическая аллодиния [7].
Изменения нейротрансмиттерной активности
нейронов спинного мозга и спинномозговых ган-
глиев сопровождаются активацией астроглии и
микроглии [8]. После активации глиальные клетки
продуцируют ряд провоспалительных цитокинов,
которые активируют сенсорные нейроны в спин-
ном мозге, тем самым усиливая ноцицептивную ак-
тивность. Клетки микроглии подразделяют на две
функциональные категории: активированный про-
воспалительный фенотип М1, характеризующийся
провоспалительной активностью (TNFα, IL1β, IL6)
и альтернативно активированный фенотип М2, ха-
рактеризующиеся противовоспалительным медиа-
торным профилем (IL4, IL10) участвующим в про-
цессах репарации и ремоделирования ткани [9]. Ре-
гуляция глиальной активности, представляет собой
перспективную терапевтическую стратегию, по-
скольку можно модулировать иммунный ответ,
не исключая его нейропротекторные функции.

Традиционный подход к лечению перифериче-
ской нейропатической боли включает прегабалин
(аналог гамма-аминомасляной кислоты (ГАМК)),
габапентин (ингибитор ГАМК), дулоксетин (ин-

* Адресат для корреспонденции: 690041 Россия, Владиво-
сток, ул. Пальчевского, 17, e-mail: owncean@yandex.ru.
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гибитор обратного захвата серотонина и норадре-
налина) и различные трициклические антиде-
прессанты в качестве вариантов лечения первой
линии. Препараты второй линии для лечения
нейропатической боли включают капсаицин [10],
пластыри с лидокаином и трамадол (опиоидный
агонист и ингибитор обратного захвата серотони-
на-норадреналина), тогда как сильные опиоиды
могут использоваться в качестве лечения третьей
линии. Однако, использование большинства из
представленных на сегодняшний день препаратов
сопровождается высоким риском развития побоч-
ных эффектов и привыкания. Поэтому, для терапии
нейропатического болевого синдрома значитель-
ный интерес представляют вещества липидной
природы, полученные из морских гидробионтов,
демонстрирующие полную безопасность, и при
этом противовоспалительную и нейропротектор-
ную активность. Пальмитоилэтаноламид (ПЭА)
является одним из представителей группы неэн-
доканнабиноидных амидов жирных кислот, он
участвует в широком спектре защитных процессов
при повреждении центральной и периферической
нервной системы и/или при развитии нейровос-
паления. На сегодняшний день уже представлено
несколько лицензированных пищевых добавок,
потенциально полезных в широком диапазоне те-
рапевтических эффектов. Для ПЭА основным
изученным действием является его противовос-
палительная активность [11, 12], а также нейро-
протекторное действие и защита от эксайтоток-
сичности, осуществляемые за счет модуляции
тучных клеток [13, 14]. Кроме того, ПЭА обладает
анальгетическим действием, однако механизмы,
реализующие данный эффект на сегодняшний
день, остаются мало изученными. Известно, что
ПЭА имеет опосредованное влияние на эндокан-
набиноидные рецепторы CB1 и CB2. Обладая
слабым сродством к каннабиноидным рецепторам,
ПЭА может косвенно их активировать, выступая
в качестве ложного субстрата для гидролазы амидов
жирных кислот (FAAH), фермента, участвующего в
деградации эндоканнабиноидного анандамида [13,
15]. Что приводит к повышению уровня анандамида
и, в свою очередь, к повышенной активации пере-
дачи сигналов, опосредованных каннабиноидны-
ми рецепторами.

В настоящем исследовании мы проверяем гипо-
тезу о том, что анальгетическое действие ПЭА реали-
зуется путем направленной модуляции микро- и аст-
роглиальной активности и продукции цитокинов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Способ получения пальмитоилэтаноламида (ПЭА)

Для получения этилового эфира пальмитино-
вой кислоты (ЭЭПК), к пальмитиновой кислоте
добавляли безводный этанол в соотношении 1 : 2,
с добавлением серной кислоты в качестве катали-
затора (1% от массы реакционной смеси), выдер-
живали при 75°С и перемешивали в течение 2 ч.

Полученный ЭЭПК промывали 1% раствором NaCl
до нейтрального значения pH. Далее к ЭЭПК
прибавляли моноэтаноламин в соотношении 1 : 2, с
добавлением 3% раствора этилата натрия в этаноле
в качестве катализатора (10% от массы реакционной
смеси) и выдерживали при 75°С и перемешивали в
течение 4 ч. Полученный этаноламид пальмитино-
вой кислоты промывали от остатков моноэтанол-
амина 1% раствором NaCl до нейтрального значе-
ния pH. Полученный пальмитоилэтаноламид пред-
ставлял собой белый рассыпчатый порошок без
запаха, чистотой 99.6%.

Характеристика экспериментального материала

Исследование выполнено на самцах крыс (2–
3 месяца, 240–260 г), содержащихся в условиях
вивария со свободным доступом к пище и воде.
Животных содержали при постоянной темпера-
туре (23 ± 2°С) и влажности (55 ± 15%) с 12-часовым
циклом день/ночь. Животные получали стандарт-
ную диету (корм Дельта Фидс, БиоПро). Все экспе-
риментальные манипуляции с животными одобре-
ны комиссией по биомедицинской этике Нацио-
нального научного центра морской биологии им.
А.В. Жирмунского ДВО РАН.

Перед проведением операции животных ане-
стезировали 4.5% изофлураном в 100% кислороде
(система анестезии (Harvard Apparatus, США)).
Животные были разделены на три группы (n = 15),
по 5 крыс в группе: №1 – группа “ЛО” (животным
проводили рассечение кожи и мышц бедра, но не
накладывались лигатуры на седалищный нерв),
№2 – группа “Боль” (животным накладывали три
тугие лигатуры на седалищный нерв правой зад-
ней лапы) и №3 – группа “Боль + ПЭА” (животным
накладывали три тугие лигатуры на седалищный
нерв и вводили ПЭА). Препарат ПЭА вводили пе-
рорально (с помощью пищеводного зонда) в до-
зировке 100 мг/кг (в виде суспензии с питьевой во-
дой) ежедневно в течение 14 дней. Животные групп
“ЛО” и “Боль” получали перорально питьевую воду
в том же режиме. Пальмитоилэтаноламид предо-
ставлен для исследования, сотрудниками лаборато-
рии фармакологии ННЦМБ ДВО РАН.

Физиологическое тестирование

Все поведенческие тесты выполнены с ис-
пользованием специализированного оборудова-
ния. Функциональные тесты проводились раз в
3 дня после операции, каждое животное тестиро-
валось три раза с интервалом 10 мин между изме-
рениями. Поведение животных тщательно кон-
тролировалось на всех этапах эксперимента.

Инвалидность. Распределение нагрузки на зад-
ние конечности исследовали с помощью тестера
инвалидности (Incapacitance tester, Columbus In-
struments, США). Крыс помещали в камеру, пред-
назначенную для размещения правой и левой
задней конечностей на отдельных сенсорных па-
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нелях. Сила, которую животное оказывало на
правую и левую сенсорную панели при спокой-
ном положении животного с упором на задние
конечности, измерялась в граммах в течение 3 с.
Для каждой крысы было получено три значения,
затем данные были усреднены для определения
распределения массы тела на каждой лапе. Рас-
пределение веса на правой и левой конечностях (в
граммах) выражали в процентах.

Холодовая и тепловая аллодиния. Исследование
холодовой и тепловой аллодинии проводили с
помощью холодной/горячей пластины (Columbus
Instruments, США). Испытание температурной
аллодинии проводили в камере с 30 см акриловыми
стенками на металлической пластине 30 × 30 см,
охлажденной до 0°C (холодовая аллодиния) или
разогретой до 54°С (тепловая аллодиния). Для ко-
личественной оценки данного параметра время
отсутствия контакта конечности с холодной пла-
стиной регистрировали в течение 60 с, а с горячей
пластиной в течение 30 с, чтобы исключить по-
вреждение тканей стопы.

Иммуногистохимическое
и гистологическое исследование

Поясничный сегмент спинного мозга и спин-
номозговые ганглии для последующего иммуно-
гистохимического исследования извлекали через
14 дней после операции. Для этого животных ане-
стезировали 4.5% изофлураном в 100% кислороде
(система анестезии (Harvard Apparatus, США)),
затем перфузировали 10% раствором забуферен-
ного формалина и извлекали материал. Пояснич-
ный сегмент спинного мозга и дорсальные ганглии
фиксировали в течение 24 ч при 4°С в 10% забу-
ференном формалине. После 3–4-кратной про-
мывки 0.1 М фосфатным буфером (рН 7.2) образцы
биоматериала заливали в парафин по стандартно-
му протоколу.

Для выявления микроглии был использован
иммунопероксидазный метод с применением пер-
вичных антител к iba-1, 1 : 1000, Abcam (ab178846),
Великобритания), для выявления астроцитов ис-
пользовали антитела к глиальному фибриллярно-
му кислому белку (GFAP, 1 : 2000, Sigma Aldrich
(AMab91033)), для выявления нейрональной
формы NO-синтазы использовали антитела к
nNOS (Sigma Aldrich (07-571-I)). Вторичные ан-
титела, меченные пероксидазой хрена (Vector
Laboratories, PI-1000 (против кролика), PI-2000
(против мыши) 1 : 200), использовали в соответ-
ствии с инструкциями фирмы-производителя.

Парафиновые срезы спинномозговых ганглиев
и поясничного сегмента спинного мозга (7 мкм)
после депарафинирования инкубировали в 3%
перекиси водорода для блокирования эндоген-
ной пероксидазы. После трех промывок в 0.1 М
фосфатном буфере (рН 7.2) срезы обрабатывали в
течение 60 мин в 2% растворе бычьего сывороточ-
ного альбумина (Санта-Крус, SC-2323, США) и

0.25% Тритона Х-100 (Gerbu, США). Инкубация с
первичными антителами проводилась во влажной
камере при 4°С в течение 24 ч. После 3 промывок
срезы инкубировали во вторичных антителах в
течение 60 мин, затем проводили трехкратную
промывку фосфатным буфером (рН 7.2). Для про-
ведения иммунопероксидазной реакции исполь-
зовали хромоген (Nova Red, Vector Laboratories,
США) в течение 5–10 мин. Затем срезы промыва-
ли 0.1 М фосфатным буфером (рН 7.2), обезвожи-
вали и заключали в бальзам.

Для гистологического окрашивания депара-
финированные срезы спинномозговых ганглиев
помещали на 2 мин в раствор толуидинового си-
него (Biо Vitrum), обезвоживали, просветляли и
заключали в бальзам.

Количественная обработка данных
Оценку площади иммуногистохимического

окрашивания микроглии и астроглии, а также ко-
личества nNOS-позитивных нейронов в задних
рогах спинного мозга (ипсилатеральная сторона)
и спинномозговых ганглиях проводили в каждом
десятом серийном срезе с использованием пакета
программ ImageJ 1.41 (NIH, США). Количество
nNOS-позитивных нейронов/мм3 рассчитывали
по формуле: d = (109 × n)/(S × 7), где d - плотность
клеток; 109 – коэффициент пересчета мкм2 в мм3;
n – количество иммунопозитивных клеток; S –
площадь области интереса (мкм2); 7 – толщина
среза (мкм). Отношение площади исследуемой
области интереса к площади иммунопозитивного
окрашивания выражали в процентах.

Культура микроглии
Во всех экспериментах in vitro использовали

линию мышиных микроглиальных клеток SIM-A9
(CRL-3265), полученную из Американской кол-
лекции типовых культур. Клетки культивировали
в стандартной среде DMEM, содержащей 10%
FBS, 5% DHS и 0.5% пенициллин/стрептомицин,
при 37°C в увлажненной атмосфере с 5% CO2.
Каждый эксперимент in vitro проводился незави-
симо не менее трех раз.

Вестерн-блоттинг
Клетки микроглии высевали в 6 луночные

планшеты в количестве 1 × 109 клеток и обрабаты-
вали ПЭА (0.1, 1, 10 мкМ) в течение 24 ч, снимали, а
затем подвергали ультразвуковой гомогенизации в
фосфатном буфере (7.2 pH) с добавлением 0.150 мМ
ингибитора cериновых протеаз. После чего прово-
дили измерение концентрации белка с последую-
щим выравниванием до значений 2 мг/мл. Затем
пробы разбавляли в соотношении 1 : 1 со стоковым
загрузочным буфером (1× Sample buffer – Biorad),
содержащим 5% 2-меркаптноэтанола, после чего
помещали на водяную баню при температуре
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94.5°С на 5 мин. Электрофорез проводили с по-
мощью системы Biorad, с использованием гото-
вых гелевых картриджей (Protean mini gel Any kDa
(Biorad)) и молекулярной лестницы (Spectra Multi-
color Broad Range Protein Ladder (Thermo Fisher)),
нагрузка на одну лунку составляла 60 мкг белка,
сила тока на один гель – 15 мА. После электрофо-
реза осуществляли перенос белков на PVDF мем-
брану с помощью системы переноса Turbo transblot
(Biorad). Все материалы для проведения переноса
использовали из набора Transblot Turbo RTA
Transfer kit (Biorad). По завершении переноса
мембраны помещали в блокирующий буфер
(фосфатный буфер с содержанием 2% БСА, 0.1%
Tween 20, 0.05% Triton X100) на ночь. На следую-
щий день промывали от блокирующего буфера,
после чего инкубировали 1 ч с первичными анти-
телами к ASAHL (1 : 1000, Santa Cruz (sc-100470));
β-actin (1 : 5000, Thermo Fisher (MA5-15739)); IL10
(1 : 1000, Thermo Fisher (ARC0102)) и CD206 (1 :
1000, Abcam (ab64693)). После инкубации мем-
браны снова промывали фосфатным буфером,
далее час инкубировали со вторичными кроли-
чьими (Vector laboratories, PI-1000) и мышиными
антителами (Vector laboratories, PI-2000), а затем
промывали. Для проведения реакции хемилюми-
несценции использовался Western Blot ECL Sub-
strate (Biorad) – в количестве 1 мл субстрата на одну
мембрану, инкубация проводилась в течение 5 мин.
Визуализация осуществлялась с использованием
системы гель-документации ChemiDoc (Biorad).
Полученные изображения анализировались с ис-
пользованием пакета программ ImageLab.

Иммуноферментный анализ (ИФА).

Для количественной оценки TNFα, MHC II и
CD86 был проведен иммуноферментный анализ с
использованием клеток микроглии мыши SIM-
A9. Клетки были разделены на 3 группы: интактные
клетки, клетки обработанные ЛПС в концентрации
1 мкг/мл, и клетки обработанные ЛПС + ПЭА в
концентрации 10 мкМ. Обработанную культуру
клеток гомогенизировали на льду в буфере для
экстракции (100 мМ Трис, pH 7,4, 150 мМ NaCl,
1 мМ EGTA, 1 мМ EDTA, 1% Triton X-100 и 0.5%
дезоксихолата натрия) с 1 мг/мл смеси ингибито-
ров протеаз (Сomplete; Sigma-Aldrich, США) и
0.01 мг/мл смеси ингибиторов фосфатазы (P5726;
Sigma-Aldrich). Использовались готовые ИФА
наборы для определения TNFα (Abcam,
ab208348), MHC II (Abcam, ab233629) и CD86
(LSBio, LS-F15288). Набор для анализа белка
BCA (Pierce, Rockford, IL, USA) использовали для
определения общей концентрации белка. Погло-
щение при 450 нм измеряли с помощью считыва-
ющего устройства для микропланшетов iMark
(Bio-Rad, США).

Статистическая обработка данных
Оценку достоверности различий данных, про-

водили с использованием Two-way Anova (Bonfer-
roni post test). Все данные были проверены на
нормальность распределений с использованием
теста Колмогорова-Смирнова. Данные выражали
как среднее ± SEM, p < 0.05 было принято как
статистически значимое. Все статистические те-
сты выполнялись с использованием программно-
го обеспечения GraphPad Prism 4.00 (GraphPad
Software, Сан-Диего, Калифорния, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Анальгетическое действие 

пальмитоилэтаноламида обусловлено снижением 
процессов периферической сенситизации

Тестирование на холодовую аллодинию показа-
ло сокращение латентного периода подъема повре-
жденной конечности в группе “Боль” (31.8 ± 1.5 с)
на следующий день после операции в сравнении с
группой “ЛО” (60 с). Этот параметр в дальнейшем
имел неравномерную динамику и до конца на-
блюдения не сопровождался восстановлением
интактного уровня чувствительности к холодово-
му воздействию (18.6 ± 1.5 с и 27 ± 0.4 с для второго
и третьего измерения, соответственно). У живот-
ных, получавших после операции препарат ПЭА,
латентный период подъема лапы незначительно
снижался (52 ± 1.2 с) по сравнению с ложноопе-
рированными животными, начиная с 1-х суток
наблюдения, и сохранял высокие значения на
всем протяжении эксперимента (рис. 1а).

Увеличение латентного периода подъёма лапы
в тесте “горячая пластина” было не так отчетливо
и носило волнообразный характер. Тем не менее,
у животных группы “Боль + ПЭА” также наблю-
далось достоверное увеличение по сравнению с
группой “Боль” в первые трое суток после опера-
ции (15.8 ± 3 с для группы “Боль” и 23.8 ± 3 с для
группы “Боль + ПЭА”), при этом в группе “ЛО”
все животные выдерживали максимальный период
измерения (30 с), данные различия наблюдались в
течение всего периода наблюдения (рис. 1б).

Ложнооперированные животные симметрично
распределяли свой вес на задние конечности, сим-
метрия распределения веса сохранялась на всем
протяжении эксперимента (47.56 ± 1 : 52.44 ± 1%). У
животных группы «Боль» показатели асимметрии
в использовании задних конечностей в разные
послеоперационные сроки имел нарастающую
динамику в течение всего периода наблюдения и
имел достоверные отличия от животных группы
“ЛО”. На следующий день после операции жи-
вотные в группе “Боль” распределяли большую
часть своего веса на неповрежденной лапе (74.26 ±
± 0.5% : 25.74 ±1%). К концу периода наблюдения
распределение веса в группе “Боль” составило
80.75 ± 1 : 19.25 ± 1%, т.е. сохранилась тенденция
к перераспределению веса на неповрежденную
конечность. При использовании ПЭА установле-



292

НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

ИВАШКЕВИЧ и др.

но, что выраженность асимметрии при нагрузке
на задние конечности достоверно отличается от
животных группы “Боль” на всех этапах наблю-
дения. Животные в группе “Боль + ПЭА” в тече-
ние всего срока наблюдения демонстрировали
более симметричные показатели в пределах –
60.36 ± 1 : 39.64 ± 1% (рис. 1в).

Пальмитоилэтаноламид снижает общую 
глиальную активность в спинальных центрах 

регуляции болевого синдрома

Спинномозговые ганглии. При перевязке седа-
лищного нерва у животных группы “Боль” коли-
чество сателлитных клеток окрашенных толуиди-
новым синим в ипсилатеральных ганглиях увели-
чивается, они начинают располагаться в 2–3 слоя
вокруг нейронов всех калибров. В группе “Боль”

количество клеток-сателлитов нейронов боль-
ших, средних и малых размеров возрастает соот-
ветственно в 1.64; 1.79 и 2.5 раза по сравнению с
ложнооперированными животными. В спиналь-
ных ганглиях животных группы “Боль + ПЭА”
клетки-сателлиты располагаются в 1–2 слоя, ха-
рактер взаимодействия их с нейронами после пе-
ревязки седалищного нерва практически не отли-
чается от соответствующих показателей в группе
“ЛО”. Количество клеток-сателлитов у живот-
ных, получающих ПЭА достоверно не отличается
от ложнооперировнных животных (рис. 2д, е).

Кроме того, травма периферического нерва
сопровождается изменением площади распреде-
ления клеток сателлитов спинальных ганглиев.
Наиболее значительные изменения регистриру-
ются в группе “Боль”, плотность распределения
GFAP-позитивных клеток в спинномозговых

Рис. 1. Динамика болевого поведения у животных с моделью нейропатической боли и при введении ПЭА. а – тест “хо-
лодная пластина”; б – тест “горячая пластина”; в – тест инвалидности. Данные представлены как среднее значение ± SEM,
* достоверные различия с группой “Боль” (при р < 0.05).
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ганглиях увеличивается в 3.4 раза, по сравнению с
группой ложнооперированных животных. В
группе “Боль + ПЭА” процент площади GFAP-
позитивных клеток достоверно не отличается от
группы “ЛО” (рис. 2 а, б).

Изменение активности селективного маркера
микроглии/макрофагов (Iba-1), вызванное повре-
ждением периферического нерва, было выявлено в
спинальных ганглиях животных всех исследуемых
групп. У ложнооперированных животных микро-
глиальные/макрофагальные клетки встречаются
редко – единичные элементы веретеновидной
формы с 2–3 первичными отростками располага-
ются вблизи от перикарионов псевдоуниполяров
(рис. 2а). Повреждение периферического нерва
сопровождается увеличением популяции микро-
глии/макрофагов, наиболее выраженное у живот-
ных группы “Боль” в ганглиях испилатеральной
стороны. Количественная оценка иммуногистохи-
мической активности микроглиального/макрофа-
гального маркера в спинальных ганглиях живот-
ных группы “Боль” демонстрирует значительное
увеличение площади окрашивания (в 4.6 раз по
сравнению с группой “ЛО”). В группе “Боль +
+ ПЭА” активация микроглии/макрофагов так-
же наблюдается, хотя и имеет не столь выражен-
ный характер. В данной группе площадь окраши-
вания Iba-1-позитивной микроглии/макрофагов
спинальных ганглиев увеличивается в 1,92 раза по
сравнению с ложнооперированными животными
(рис. 2в).

Поверхностные пластины задних рогов спинного
мозга. Активность GFAP-позитивных астроцитов
существенно возрастает в поверхностных пласти-
нах задних рогов спинного мозга и имеет наи-
большую плотность в группе “Боль”, применение
препарата ПЭА способствует снижению плотно-
сти распределения астроцитов более чем в 2 раза
(“ЛО” – 4.2%, “Боль” – 19.1%, “Боль + ПЭА” –
8.75%) (рис. 3а, б).

В поверхностных пластинах задних рогов
спинного мозга после перевязки седалищного
нерва наблюдается увеличение площади окраши-
вания Iba1-позитивной микроглии. Это состоя-
ние регистрируется вплоть до 14-х суток после
операции и в целом соответствует уровню боле-
вой реакции по тестируемым параметрам. В слу-
чае ложнооперированных животных, иммунопо-
зитивные клетки встречались относительно редко
как в передних, так и в задних рогах спинного и
представляли собой единичные веретенообраз-
ные элементы с 2–3 первичными отростками,
расположенными вблизи нейрональной сомы.
Активация микроглии характеризуется специфи-
ческим изменением морфологии – ретракция от-
ростков и гипертрофия клеточных тел, а также
приобретением амебовидной формы, допускаю-
щей миграцию клеток к очагу воспаления (рис. 3а).
Количественная оценка маркера микроглии в
задних рогах спинного мозга животных в группе
“Боль” показала значительное увеличение площади

окрашивания (в более чем 4 раза по сравнению с
группой “ЛО”). Увеличение площади окрашивания
iba-1-позитивной микроглии также наблюдалось в
задних рогах спинного мозга крыс в группе “Боль +
+ ПЭА”, но была значительно менее выражена (в
2 раза по сравнению с группой “ЛО”) (рис. 3в).

Пальмитоилэтаноламид способствует снижению 
экспрессии nNOS на уровне первых двух звеньев 

ноцицептивных проводящих путей
На препаратах спинальных ганглиев ложно-

оперированных животных количество nNOS-
позитивных нейронов составляет лишь малую
долю от общей популяции клеток. При развитии
нейропатической боли наблюдается увеличение
количества иммунореактивных нейронов всех
размеров. Количество nNOS-позитивных ней-
ронов в группе “Боль” увеличивается в 3.4 раза
по сравнению с группой ложнооперированных
животных. В группе “Боль + ПЭА” отсутствуют
достоверные отличия количества nNOS-пози-
тивных нейронов от группы “ЛО” (рис. 2 а, г).

Кроме того, результаты иммуногистохимиче-
ского исследования показывают более высокую
продукцию оксида азота в задних рогах спинно-
го мозга травмированных крыс (“Боль” – 5086.6
клеток/мм3) по сравнению с ложнооперирован-
ной группой животных (“ЛО” – 4060.1 кле-
ток/мм3), а также достоверное снижение экс-
прессии nNOS-позитивных нейронов в группе
“Боль + ПЭА” (4234.6 клеток/мм3) до уровня
группы “ЛО” (рис. 3а, г).

Противовоспалительная активность 
пальмитоилэтаноламида в культуре

клеток микроглии
Для оценки влияния ПЭА на уровень фермента

его деградации (ASAHL/NAAA) были использова-
ны средние значения каждой группы, предвари-
тельно нормализованные по β-актину. Методом
вестерн-блоттинга было выявлено, что добавле-
ние ПЭА в концентрации 10 мкМ в клеточную
среду к микроглии сопровождается двукратным
увеличением синтеза фермента ASAHL (рис. 4а).

Результаты вестерн-блоттинга культуры кле-
ток микроглии также демонстрируют прямую за-
висимость между экспрессией IL10 и увеличением
концентрации ПЭА в среде. Максимальная коли-
чество белка в данном случае соответствует мак-
симальной концентрации ПЭА – 10 мкМ. Анало-
гичная динамика прослеживается также для мар-
кера маннозных рецепторов (СD206), которые
экспрессируются преимущественно на противо-
воспалительных макрофагах (рис. 4б).

Результаты иммуноферментного анализа куль-
туры клеток микроглии демонстрируют повышение
уровней провоспалительных маркеров: TNFα,
CD86 и MHC II при действии ЛПС (1 мкг/мл) на
15–20% по сравнению с контролем, и их сниже-
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Рис. 2. Морфо-химические изменения в спинномозговых ганглиях при развитии болевой реакции и действии ПЭА.
а – иммунопероксидазная реакция в ганглиях на маркер сателлитной глии (GFAP), микроглии/макрофагов (Iba-1) и
нейрональную форму NO-синтазы (nNOS). Площадь иммунопозитивного окрашивания GFAP (б), Iba-1 (в), и коли-
чества nNOS-позитивных нейронов (г). Характеристика нейро-глиального индекса для нейронов разного калибра (д, е).
Данные представлены как среднее значение ± SEM, * p < 0.05, *** p < 0.001.
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ние до контрольных значений при применении
ПЭА (рис. 4в–д).

ОБСУЖДЕНИЕ

Перевязка седалищного нерва ведет к развитию
нейропатического болевого синдрома, активность

которого может быть количественно охарактеризо-
вана с помощью инструментальных тестов. При
развитии нейропатической боли порог температур-
ной болевой чувствительности снижается уже в
первые сутки и сохраняется на данном уровне
вплоть до конца эксперимента. Несимметричное
использование задних конечностей̆ в удержании

Рис. 3. Морфо-химические изменения в задних рогах спинного мозга при развитии болевой реакции и действии ПЭА.
а – иммунопероксидазная реакция в поверхностных пластинах спинного мозга на маркер астроглии (GFAP), микро-
глии (Iba-1) и нейрональную форму NO-синтазы (nNOS). Площадь иммунопозитивного окрашивания GFAP (б), Iba-1 (в),
и количества nNOS-позитивных нейронов (г). Данные представлены как среднее значение ± SEM, *** p < 0.001.
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веса также было выражено с первых суток, и
вплоть до конца наблюдения не возвращалось к
уровню интактного контроля. Использованные в
исследовании тесты болевого поведения счита-
ются характеристикой ̆, собственно, ноцицептив-
ных систем (тест холодной и горячей пластины),
а также отражают глубину моторной дисфункции
(тест инвалидности), поскольку повреждeнный̆
седалищный ̆ нерв содержит не только сенсорные,
но и двигательные волокна [16]. Результаты те-
стирования животных, получающих препарат ПЭА
свидетельствуют о наличии анальгетического дей-
ствия, проявляющегося как снижением интенсив-
ности ноцицептивных реакций в ответ на темпера-
турный стимул, так и меньшей степенью моторной
дисфункции, поэтому последующую оценку кле-
точной активности методом иммуногистохимии
проводили на уровне первых двух звеньев ноци-
цептивных проводящих путей (задние рога спин-
ного мозга и спинномозговые ганглии).

Развитие нейропатического болевого синдро-
ма приводит к динамическому и согласованному
с выраженностью болевого поведения измене-
нию количества nNOS-позитивных нейронов
первичных переключательных станций (спинно-
мозговых ганглиев и задних рогов спинного мозга).
Это явление неоднократно описано в литературе
на различных экспериментальных моделях [17], и
наши данные в целом соответствуют существую-
щим экспериментальным и клиническим наблю-
дениям. Динамика NO-ергической активности в
спинальных центрах боли протекает параллельно
с активацией̆ глии в данных структурах мозга. Ло-
кальная глиальная активность обеспечивает разви-
тие процесса нейровоспаления, поддерживающего
трансмиссию болевого сигнала [18]. В настоящем
исследовании, увеличение площади окрашива-
ния микро- и астроглии при развитии нейропати-
ческой боли характеризуется специфическим из-
менением морфологии (ретракция отростков и
гипертрофия клеточных тел), также клетки при-
обретают амебовидную форму, которая позволяет
им мигрировать к очагу воспаления. Кроме того,
в спинномозговых ганглиях у животных группы
“Боль” изменение нейро-глиального индекса
присутствует у нейронов всех размерных групп и
происходит как за счет увеличения количества
клеток-сателлитов, так и увеличения их слоев во-
круг крупных и средних нейронов. Предполагается,
что прирост популяции клеток-сателлитов воз-
никает не только вследствие их пролиферации,
но и за счет клеток-сателлитов соседних погибших
нейронов [19]. В этой связи нельзя исключать пря-
мых взаимомодулирующих влияний спинальной
глии и NO-ергических ноцицептивных нейронов;
вероятно, что выраженность активации микро- и
астроглии определяется эффективностью NO-ерги-
ческой нейротрасмиссии. Так, при использовании
различных анальгетических препаратов, направлен-
ных на снижение термической и механической ал-
лодинии, вызванной нейропатической болью,
показано, что наряду с уменьшением выраженно-

сти поведенческих проявлений болевого синдрома
наблюдается синхронное уменьшение уровня экс-
прессии нейрональной и индуцибельной NO-син-
тазы и снижение активации глии в спинальных
ганглиях и задних рогах спинного мозга [20–23].
Кроме того, Meller с коллегами [24] доказали вза-
имосвязь между усилением продукции оксида
азота и увеличением концентрации провоспали-
тельных молекул в месте повреждения. Введение
либо интерлейкина IL1β и TNFα, либо эндотокси-
на (ЛПС) индуцировало экспрессию NO-синтазы в
резидентных клетках ЦНС in vitro. А использование
избирательных ингибиторов NO-синтазы in vivo,
приводит к снижению гипералгезии. Также инъ-
екция провоспалительных цитокинов индуциро-
вала воспалительный ответ в спинном мозге, что
способствовало усилению регуляции NO-синта-
зы в экзогенных воспалительных клетках [25].

В настоящем исследовании выраженность
нейровоспалительного процесса и NO-ергической
нейротрансмиссии, как показывают результаты
морфометрического анализа, достоверно снижает-
ся в спинном мозге и спинальных ганглиях живот-
ных, получающих ПЭА. Пальмитоилэтаноламид
является агонистом рецептора, активируемого про-
лифератором пероксисом-альфа (PPAR-α), кото-
рый являются фактором транскрипции в суперсе-
мействе ядерных рецепторов. Активация PPAR-α
приводит к изменению транскрипции большого
количества генов, начиная от тех, которые кодиру-
ют белки, участвующие в транспорте и метаболизме
жирных кислот, и заканчивая теми, которые коди-
руют провоспалительные молекулы и окислитель-
ный стресс [26]. Противовоспалительные эффекты
агонистов PPAR-α включают трансрепрессию про-
воспалительных факторов транскрипции, таких
как NFκB, что приводит к ингибированию высво-
бождения провоспалительных цитокинов (TNFα,
IL1β и IL6) [27]. Более того, полученные нами
данные в экспериментах in vivo подтверждаются
результатами как вестерн-блоттинга, так и имму-
ноферментного анализа культуры клеток микро-
глии. Добавление ПЭА приводит к ингибированию
ЛПС-индуцированной выработки провоспали-
тельных молекул: TNFα, MHC II и маркера клеточ-
ной поверхности провоспалительной микроглии
CD86, а также индуцирует усиление экспрессии
противоспалительных молекул: IL10 и маркера
противовоспалительной микроглии CD206, что
на физиологическом уровне влечет за собой сни-
жение интенсивности воспаления и, следователь-
но, интенсивности болевого синдрома. Фермент
NAAA/ASAHL, идентифицированный относитель-
но недавно и способный гидролизовать ПЭА бо-
лее эффективно, чем анандамид и другие N-аце-
тилэтаноламиды [28] экспрессируется главным
образом макрофагами и, как предполагается, в
этих же клетках происходит его разрушение [29].
Тот факт, что обработка микроглиальных клеток
препаратом ПЭА сопровождается увеличением
активности ASAHL, подтверждает его метабо-
лизм данным типом клеток в используемой фор-
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ме, и косвенно подтверждает гипотезу, что экзо-
генный ПЭА способен метаболизироваться гли-
альными клетками, находящимися как на уровне
ганглиев, так и на уровне спинного мозга.

Таким образом, результаты физиологического
тестирования, последующее иммуногистохими-
ческие исследования и параллельный анализ
культуры микроглиальных клеток не противоре-

Рис. 4. (а) Вестерн–блоттинг культуры клеток микроглии на фермент ASAHL при добавлении ПЭА (10 мкМ). (б) Ве-
стерн-блоттинг культуры клеток микроглии на противовоспалительные маркеры (CD206, IL10) при добавлении ПЭА
в возрастающей концентрации (0.1, 1, 10 мкМ). Иммуноферментный анализ культуры клеток микроглии на TNFα (в),
СD86 (г), MHC II (д), при ЛПС-индуцированном и добавлении ПЭА (10 мкМ). Данные представлены как среднее зна-
чение ± SEM, * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p < 0.001.
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чат друг другу и указывают на возможность ПЭА
к реализации анальгетического действия за счет
глиального, и нейронального компонента как на
уровне периферической (спинномозговые ган-
глии), так и на уровне центральной (спинной
мозг) нервной системы.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Berker A.B., Beyer C., Zuloff-Shani A., Brener E.,
Bloch M.H. // Pain Physician. 2017. V. 20. P. 353–362.

2. Amor S., Woodroofe N. // Immunology. 2014. V. 141.
P. 287–291.

3. Muthuraju S., Karuppan Z.R., Al-Rahbi B. // BioMed
Research Int. 2020. V. 2020. 9231452.

4. Subhramanyam C.S., Wang C., Hu Q., Dheen S.T. // Se-
min Cell Dev Biol. 2019. V. 94. P. 112–120.

5. Watson J.C., Sandroni P. // Mayo Clinic proceedings.
2016. V. 91. P. 372–385.

6. Matta S.M., Hill-Yardin E.L., Crack P.J. // Brain Be-
hav. Immun. 2019. V. 79 P. 75–90.

7. Leonard P.A., O’Donnell J., Wilson K. // Emerg Med J.
2001. V. 18. P. 316.

8. Obata K., Sato J., Funakubo M., Mizumura K. // Inter-
national Journal of Biometeorology. 2010. V. 55.
P. 319–326

9. Schetters S.T.T., Vallejo D.J.J., Van Kooyk Y. // Front.
Immunol. 2018. V. 8. P. 1905.

10. Chung M.K., Campbell J.N. // Pharmaceuticals (Basel).
2016. V. 9. P. 66.

11. Bronzuoli M.R., Facchinetti R., Steardo L., Romano A.,
Stecca C., Passarella S., Steardo L., Cassano T., Scuderi C. //
Oxid Med Cell Longev 2018. V. 2018. 4720532.

12. Beggiato S., Tomasini M.C., Ferraro L. // Front Phar-
macol. 2019. V. 10. P. 821.

13. Mattace R.G., Russo R., Calignano A., Meli R. // Phar-
macol Res. 2014. V. 86. P. 32–41.

14. Petrosino S., Di Marzo V. // Br J Pharmacol. 2017.
V. 174. P. 1349–1365.

15. Petrosino S., Puigdemont A., Della Valle M.F., Fusco M.,
Verde R., Allarà M., Aveta T., Orlando P., Di Marzo V. //
Vet J. 2016. V. 207. P. 85–91

16. Jasmin L., Kohan L., Franssen M., Janni G., Goff J.R. //
Pain. 1998. V. 75. P. 367–82.

17. Costigan M., Scholz J., Woolf C.J. // Annu Rev Neuro-
sci. 2009. V. 32. P. 1–32.

18. Mika J., Osikowicz M., Rojewska E. // Eur. J. Pharm.
2009. V. 623. P. 65–72.

19. Ройтбак А.И. // Санкт-Петербург: Наука. 1993. –
352 с.

20. Kuboyama K., Tsuda M., Tsutsui M., Toyohara Y., Toza-
ki-Saitoh H., Shimokawa H., Yanagihara N., Inoue K. //
Mol Pain. 2011. V. 7. P. 50.

21. Arakawa Y., Qin J., Chou H., Bhatt S., Wang L., Stuehr D.,
Ghosh A., Fung J.J., Lu L., Qian S. // Transplantation.
2014. V. 97. P. 740–747.

22. Liu C.P., Dai Z.K., Huang C.H., Yeh J.L., Wu B.N.,
Wu J.R., Chen I.J. // Kaohsiung J Med Sci. 2014. V. 6.
P. 267–78.

23. Liu X., Wang D., Zhao R., Dong X., Hu Y., Liu P. //
Front Pharmacol. 2016. V. 7. P. 337.

24. Meller S.T., Cummings C.P., Traub R.J., Gebhart G.F. //
Neuroscience. 1994 V. 60. P. 367–374.

25. Rothwell N.J., Hopkins S.J. // Trends Neurosci. 1995.
V. 3. P. 130–136

26. Bougarne N., Weyers B., Desmet S.J., Deckers J., Ray D.W.,
Staels B., De Bosscher K. // Endocr Rev. 2018. V. 39.
P. 760–802.

27. Wójtowicz S., Strosznajder A.K., Jeżyna M., Strosznaj-
der J.B. // Neurochem Res. 2020. V. 45. P. 972–988.

28. Tsuboi K., Sun Y.X., Okamoto Y., Araki N., Tonai T., Ue-
da N. // J Biol Chem. 2005 V. 280. P. 11082–11092.

29. Sun Y.X., Tsuboi K., Zhao L.Y., Okamoto Y., Lambert D.M.,
Ueda N. // Biochim Biophys Acta. 2005. V. 1736.
P. 211–220.

Analgesic Activity of Palmitoylethanolamide on Neuropathic Pain in Rats

D. N. Ivashkevicha, I. V. Manzhuloa, A. I. Ponomarenkoa, A. A. Tyrtyshnaiaa, and I. V. Dyuizena

a A.V. Zhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, Far Eastern Branch,
Russian Academy of Sciences, Vladivostok, Russia

The analgesic activity of palmitoylethanolamide (PEA, C18H37NO2) was studied in a model of rat sciatic
nerve damage. We used a complex of physiological, biochemical and immunohistochemical methods for detecting
the activity of micro-, astroglia, and the nNOS-positive neurons. It was found that PEA injection (100 mg/kg) de-
creased the intensity and duration of neurogenic pain syndrome and resulted in earlier stabilization of weight
distribution. Oral treatment of PEA stabilizes the level of activity of micro-, astroglia and nNOS-positive
neurons in the spinal cord dorsal horn and spinal ganglia. In addition, in microglial cell culture (SIM-A9)
PEA inhibits the production of LPS-induced pro-inflammatory cytokines (TNFα), marker of a major histo-
compatibility complex (MHC II) and a cell surface marker of pro-inflammatory microglia (CD86), as well
as leads to increase of anti-inflammatory interleukin-10 (IL10) production and a cell-surface anti-inflamma-
tory microglia marker (CD206). The results of this study document the complex effect of PEA on the neu-
roinflammation process, which is probably explored by its analgesic potential.

Keywords: neuropathic pain, spinal cord, spinal ganglia, palmitoylethanolamide, PEA, astroglia, microglia,
nNOS, cytokines
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СОПРЯЖЕННОСТЬ НЕКОТОРЫХ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ С РАСПРЕДЕЛЕНИЕМ УРОВНЯ

ПОСТОЯННОГО ПОТЕНЦИАЛА ГОЛОВНОГО МОЗГА
ПРИ НЕЙРОСЕНСОРНОЙ ТУГОУХОСТИ
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Цель исследования заключалась в выявлении взаимосвязи между изменением некоторых показате-
лей иммунной системы (цитокины, нейрональные антитела) и распределением уровней постоян-
ного потенциала (УПП) головного мозга у пациентов с профессиональной нейросенсорной туго-
ухостью (НСТ). Проведено обследование 55 мужчин с профессиональной НСТ, сформировавшейся
при воздействии авиационного шума и 34 – “условно” здоровых мужчин, сопоставимых по возрас-
ту. В результате корреляционного анализа установлено, что чем выше концентрации провоспали-
тельного IL-1β, который первым включается в ответную реакцию организма, регулируя неспеци-
фический и специфический иммунный ответ, тем выше УПП межполушарной лобной асимметрии
энергетического обмена (Fd–Fs). Напротив, нарастание концентрации TNF-α сопровождалось
снижением УПП в левом лобном отведении (Fs). Полученные результаты могут свидетельствовать
о важной роли IL-1β и TNF-α в регуляции процессов межполушарной деятельности при гиперполяри-
зации мембран нейронов в лобных отделах головного мозга, активации в лобных отделах головного моз-
га, а также подтверждают, что цитокиновая регуляция иммунного ответа происходит на уровне целост-
ного организма. Также показано рассогласование значительного количества взаимосвязей и появление
новых отрицательных зависимостей между уровнями антител (АТ) к белкам: В-зав. Са-канал, Хол-Р,
Сер-Р и УПП в правой и левой теменной областях (Pd, Ps), АТ к ГАМК-Р, Глу-Р и УПП в левой темен-
ной области (Ps), АТ к Глу-Р с показателями межполушарной лобной асимметрии УПП (Fd-Fs), что
свидетельствует о важной роли нейроаутоиммунных реакций в развитии нарушений энергетиче-
ского обмена мозга. Характеристики УПП, коррелирующие с иммунохимическими показателями,
отражают не только нейрофизиологические механизмы, но и характеризуют функциональное со-
стояние адаптивных систем организма в целом. В дальнейшем это может использоваться для прак-
тической разработки новых методов диагностики различных состояний.

Ключевые слова: нейросенсорная тугоухость, цитокины, антитела к нервной ткани, диагностика
DOI: 10.31857/S1027813322330019

ВВЕДЕНИЕ
Нейросенсорная тугоухость во всем мире отно-

сится к широко распространенным заболеваниям
и обусловлена многообразием неблагоприятных
факторов, приводящих к тугоухости и глухоте, в
том числе профессиональных. Выраженной туго-
ухостью страдает 1–6% населения земного шара
[1]. Вместе с тем в современный период проблема
диагностики и лечения заболевания не теряет своей
актуальности. Это связано с тем, что НСТ характе-
ризуется полиморфностью клинической картины, а
изменения в нервной системе, как правило, соче-
таются с поражением иммунной, сердечно-сосуди-
стой, пищеварительной, эндокринной систем. При

развитии приобретённой НСТ выделяют ряд после-
довательных стадий: ишемия, расстройства крово-
обращения, гибель чувствительных клеток внут-
реннего уха и нервных элементов проводящего пути
слухового анализатора. Известно, что эффектив-
ность работы мозговых структур во многом связана
с процессами энергетического обеспечения голов-
ного мозга [2]. Для оценки энергетического обмена
мозга в современных электрофизиологических
лабораториях преимущественно выделяют ней-
роэнергокартирование – регистрация уровня по-
стоянного потенциала (УПП) головного мозга с
последующей компьютерной обработкой [3]. Ха-
рактеристики УПП головного мозга можно расце-
нивать как интегральные показатели энергетиче-
ского состояния головного мозга, которые отража-
ют состояние кислотно-щелочного равновесия в
мозге, а также связаны с изменением иммунологи-

* Адресат для корреспонденции: 665827 Россия, Иркутская
область, Ангарск, 12а м-н, д. 3, а/я 1170; тел.: +7(3955)58-
69-10 (доб. 1411); e-mail: immun11@yandex.ru.
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ческих и биохимических параметров, характеризу-
ющих состояние адаптационных систем организма
в целом. Учитывая современные научные исследо-
вания, показывающие, что исследование УПП го-
ловного мозга способствует раскрытию механизмов
взаимообусловленности энергетического метабо-
лизма головного мозга и других систем организма
[4], актуальным является выявление зависимости
между показателями, характеризующими состояние
нейроэнергообмена и изменением нейроаутоим-
мунных реакций. НСТ относится к проблемным за-
болеваниям в плане диагностики и лечения. В ос-
нове ее развития лежит нарушение чувствитель-
ных нервных волокон внутреннего уха, слухового
нерва и центральных образований слуховой си-
стемы. Вместе с тем, в свете современных пред-
ставлений важную роль в механизмах развития и
течения НСТ играет нейроиммунноэндокринная
регуляция. Благодаря взаимоотношениям нервной
и иммунной систем, патология последних приоб-
ретает свои особенности, обусловленные не только
прямым воздействием патогенного агента на ту
или иную систему, но и опосредованно через из-
менения другой интегративной системы. Кроме
того, течение НСТ довольно часто сочетается с
общесоматической патологией [5], в том числе с
сердечно-сосудистой, что создает дополнитель-
ные сложности в ее выявлении и диктует необхо-
димость создания и совершенствования, новых
патогенетически обоснованных подходов к раз-
работке иммунохимических маркеров и оценки
их диагностической значимости.

Цель исследования – выявить взаимосвязь
между изменением некоторых показателей им-
мунной системы (цитокинов, нейрональных ан-
тител) и распределением уровня постоянного по-
тенциала головного мозга у пациентов с профес-
сиональной нейросенсорной тугоухостью.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследование были включены 55 мужчин с
установленным диагнозом профессиональной
НСТ, сформировавшейся при воздействии авиа-
ционного шума (персонал летного состава), кото-
рые находились на обследовании и лечении в
клинике института. Средний возраст обследован-
ных пациентов составил 52.0 ± 1.36 г. Клиническая
верификация диагнозов осуществлялась врачами
клиники в соответствии с Международной клас-
сификацией болезней 10-го пересмотра (МКБ-10).
Группа сравнения представлена 34 “условно”
здоровыми лицами, которые по специфике про-
фессиональной деятельности не подвергались
хроническому воздействию шума (средний воз-
раст – 50.35 ± 1.69 лет).

Кровь для исследования у пациентов брали од-
нократно при поступлении в стационар, натощак
до проведения лечения, используя пробирки
Vacutainer, которые центрифугировали при 1500 g
в течение 15 минут для получения сыворотки.

Сыворотку отбирали в отдельные пробирки Эп-
пендорф (Eppendorf). Содержание цитокинов
(IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, TNF-α, INF-γ) определя-
ли методом твердофазного иммуноферментного
анализа (ИФА) с использованием тест-систем
производства “Вектор-Бест” (г. Новосибирск). С
помощью стандартных тест-систем ЭЛИ-Нейро-
Тест (МИЦ “Иммункулус” г. Москва) оценивали
сывороточные концентрации АТ класса IgG к
антигенам 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).

Регистрацию УПП головного мозга осуществ-
ляли с помощью электрофизиологического метода
нейроэнергокартирования (НЭК) – программи-
руемого усилителя биологических потенциалов
милливольтного диапазона. УПП головного мозга
возникает в результате суммации мембранных
потенциалов нервных и глиальных клеток, а также
разности потенциалов на мембранах гематоэнце-
фалического барьера. Этот метод предполагает био-
химическую нейровизуализацию и оценку интен-
сивности церебрального энергетического метабо-
лизма головного мозга с помощью неинвазивной
регистрации и анализа сдвига УПП. По степени
выраженности изменений энергетического обме-
на головного мозга определяли уровень интен-
сивности нейрометаболизма. Исследования про-
водили на аппаратно-программном комплексе
для топографического картирования электриче-
ской активности “Нейро-КМ” (г. Москва). Ана-
лиз данных выполняли путем картирования по-
лученных значений, зарегистрированных по всем
областям головы с помощью неполяризуемых
хлорсеребряных электродов. Референтный элек-
трод располагали на запястье правой руки, а ак-
тивные электроды – в 12 отведениях по междуна-
родной системе “10–20%”: Fz, Fd, Fs (лобных);
Pz, Pd, Ps (теменных); Ts, Td (височных) и Oz (за-
тылочном), Cz, Cs, Cd (центральных).

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью пакета прикладных программ
“STATISTICA 6.0” (StatSoft, USA). Возраст и стаж
работы обследованных пациентов представлены
в виде средней (М) и ее ошибки (m). Проверку
нормальности распределения выполняли с ис-
пользованием критерия Шапиро–Уилкса. Ре-
зультаты представлены в виде медианы (Me),
нижнего (Q25) и верхнего (Q75) квартилей. Для
определения значимости между независимыми
выборками при ненормальном распределении
использовали критерий Манна–Уитни. Различия
считали статистически значимыми при p < 0.05.
Обследование пациентов проходило в соответствии
с этическим стандартом Хельсинской декларации
всемирной ассоциации “Этические принципы
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проведения научных медицинских исследований
с участием человека”, с поправками 2000г. и
“Правилами клинической практики в Россий-
ской Федерации”, утвержденными Приказом
Минздрава РФ № 266 от 19.06.2003г., с информи-
рованного согласия пациентов и по заключению
местного этического комитета (протокол № 5 от
14.11.2012).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты предыдущего исследования по вы-

явлению особенностей энергетического обмена
головного мозга у пациентов с НСТ свидетельство-
вали об изменении УПП в лобных, центральных,
левом теменном, правом височном отведениях от-
носительно группы сравнения. Анализ распреде-
ления показателей УПП всех отделов головного
мозга показал неравномерность их профиля, что
характеризует нарушение принципа “куполообраз-
ности” у обследованных пациентов. Установленный
факт могут свидетельствовать о функциональном
напряжении головного мозга с преимущественной
дисфункцией его диэнцефальных отделов [6]. Из-
вестно, что длительное сохранение измененного
нейрометаболизма и нейроэнергетики при про-
должающемся воздействии стрессирующих про-
изводственных факторов способствует развитию
многообразных нарушений в организме, в том
числе функциональных расстройств ЦНС, возник-
новению атрофических изменений в гиппокампе.
Параллельно у этих же лиц выявлен дисбаланс в
иммунной системе. У большинства пациентов на-
блюдалась гиперпродукция провоспалительных
цитокинов: IL-1β и TNF-α и антивоспалительного
IL-4 на фоне снижения IL-2. Установлено и уси-
ление аутоиммунных реакций относительно зна-
чительного количества нейрональных АТ [7].
Принципиально важным для понимания и практи-
ческого использования результатов иммунохимиче-
ского исследования и показателей энергетического
обмена головного мозга является диагностическая и
прогностическая ценность. Поэтому на следующем
этапе исследований представляло определенный
интерес выявить взаимосвязь между показателя-
ми иммунной системы и интенсивностью нейро-
энергообмена. Тем более что в настоящее время
имеются единичные сообщения о том, что УПП
головного мозга отражает не только индивиду-
альные особенности общего и локального уров-
ней энергозатрат, связанных с функциональным
состоянием мозга и нервной системы, но и опо-
средованно организма в целом [8].

Результаты корреляционного анализа между
концентрациями цитокинов и УПП головного
мозга представлены в табл. 1. При анализе дан-
ных, представленных в таблице, выявлена прямая
статистически значимая взаимосвязь IL-1β с
УПП в отведениях Fd-Fs. То есть чем выше кон-
центрации IL-1β, тем выраженнее межполушарная
асимметрия лобных отделов головного мозга.
Важно отметить, что IL-1β является основным

индуцибельным провоспалительным цитокином,
обладающим широким спектром действия и пер-
вым включается в ответную реакцию организма,
регулируя неспецифический и специфический
иммунный ответ. Исследованиями показано, что
усиление продукции IL-1β может играть важную
роль в дегенерации нейронов, увеличивая экс-
прессию ММР9 [9]. Обнаружена и отрицательная
корреляционная зависимость между TNF-α и УПП
левого лобного отведения (Fs). TNF-α является
существенным компонентом иммунной системы,
стимулирующим экспрессию генов, необходимых
для контроля воспаления и повреждения тканей.
Гиперпродукция этого цитокина лежит в основе
хронизации иммунопатологического процесса. В
настоящее время доказана роль TNF-α в патогенезе
некоторых системных аутоиммунных демиелини-
зирующих заболеваний [10]. Кроме того, отдельны-
ми авторами обнаружено, что постепенное увели-
чение концентрации TNF-α в плазме крови было
сопряжено с когнитивной дисфункцией. Повы-
шение уровня этого цитокина также ассоцииро-
валось с уменьшением объема серого вещества и
увеличением гиперинтенсивности белого веще-
ства головного мозга по результатам магнитно-
резонансной томографии [11]. Следует отметить,
что в группе сравнения, приведенные выше зави-
симости, не обнаружены. Однако показана пря-
мая статистически значимая зависимость про-
воспалительного IL-8 и противовоспалительного
IL-4 с УПП головного мозга в центрально-темен-
ной области (Pz). А также прямая зависимость
между концентрацией INF-γ и УПП в централь-
ной и левой теменных (Pz, Ps), левой лобной (Fs)
и затылочной (Oz) областях. Полученные резуль-
таты, вероятно, могут свидетельствовать о важ-
ной роли IL-1β и TNF-α в регуляции процессов
нейроэнергообмена в лобных отделах головного
мозга в норме, а также подтверждают, что цито-
киновая регуляция иммунного ответа происходит
на уровне целостного организма, где цитокины
осуществляют связь между иммунной, нервной и
другими системами для их вовлечения в регуля-
цию единой защитной реакции [12]. Анализируя
корреляционные взаимоотношения между уров-
нями АТ к белкам нервной ткани и УПП головно-
го мозга (табл. 2), обращает на себя внимание
большое количество взаимосвязей между показа-
телями в группе сравнения (23 отрицательных и 8
положительных). У пациентов с НСТ происходит
рассогласование значительного количества свя-
зей (остается 9 отрицательных и 2 положитель-
ных). Вместе с тем появляются новые отрица-
тельные взаимосвязи между уровнями АТ к бел-
кам: В-зав. Са-канал, Глу-Р, Хол-Р, ГАМК-Р,
Сер-Р и УПП в левой теменной (Ps) области, В-зав.
Са-канал, Хол-Р, Сер-Р и УПП в правой темен-
ной области (Pd), Глу-Р с УПП в правой височ-
ной области (Td). Известно, что префронтальная
кора (Fz, Fd, Fs) отвечает не только за планирова-
ние и контроль последовательности действий, но
также и за поведенческое торможение, регуля-
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Таблица 1. Корреляционные коэффициенты между цитокинами и УПП головного мозга у пациентов с НСТ и
группы сравнения

Примечание: Знак “–” означает отсутствие статистически значимых связей между данными показателями при p > 0.05; 1 –
пациенты с НСТ, 2 – группа сравнения.

УПП головного мозга 
в отведениях, мВ IL-1β, пг/мл IL-4, пг/мл IL-8, пг/мл TNF-α, пг/мл INF-γ, пг/мл

Fs
1 – – – –0.313

р = 0.02 –

2 – – – – 0.540
р = 0.028

Oz
1 – – – – –

2 – – – – 0.530
р = 0.03

Pd
1 – – – – –
2 – – – – –

Pz
1 – – – – –

2 – 0.540
р = 0.036

0.690
р = 0.022 – 0.650

р = 0.018

Ps
1 – – – – –

2 – – – – 0.640
р = 0.015

Td
1 – – – – –
2 – – – – –

Fd-Fs
1 0.336

p = 0.01 – – – –

2 – – – – –0.650
р = 0.03

цию эмоций и аффекта [3]. Важно отметить, что
возрастание УПП, свидетельствующее об усиле-
нии метаболизма, ацидозе соответствует первой
стадии стресса или мобилизации активационных
процессов, а снижение УПП (алкалоз) соответ-
ствует третьей стадии стресса, торможению адап-
тационных механизмов, депрессии реактивности
мозга [13]. Следует полагать, что чем быстрее па-
циент проходит от стадии активизации к стадии
истощения, тем быстрее формируется патологи-
ческий процесс. Учитывая, установленные зави-
симости, а также факт того, что у обследованных
нами пациентов, течение НСТ сопровождается
формированием мозговой дефицитарности, про-
являющейся в виде функционального состояния
нейронов соматосенсорной зоны коры головного
мозга, таламических структур, когнитивной дея-
тельности, есть все основания полагать о важной
роли нейроаутоиммунных реакций в развитии
нарушений функций мозга [14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате корреляционного анализа между
концентрациями цитокинов и УПП головного
мозга у пациентов с НСТ установлено, что чем
выше концентрации провоспалительного IL-1β,
который первым включается в ответную реакцию

организма, регулируя неспецифический и специ-
фический иммунный ответ, тем выраженнее меж-
полушарная лобная асимметрия (Fd-Fs). Нарас-
тание концентрации TNF-α сопровождалось
снижением УПП в левом лобном отведении (Fs).
Полученные результаты могут свидетельствовать
о важной роли IL-1β и TNF-α в регуляции про-
цессов активации в лобных отделах головного
мозга, а также подтверждают, что цитокиновая
регуляция иммунного ответа происходит на уров-
не целостного организма. Анализируя корреля-
ционные взаимоотношения между уровнями АТ
к белкам нервной ткани и УПП головного мозга,
установлено рассогласование значительного ко-
личества взаимосвязей и появление новых отри-
цательных зависимостей между уровнями АТ к
белкам: В-зав. Са-канал, Хол-Р, Сер-Р и УПП в
правой и левой теменной (Pd, Ps) областях,
ГАМК-Р, Глу-Р и УПП в левой теменной области
(Ps), Глу-Р с УПП в височной области (Td), что
подтверждает важную роль нейроаутоиммунных
реакций в развитии нарушений нейроэнергооб-
мена. Вместе с тем характеристики УПП, корре-
лирующие с иммунохимическими показателями,
отражают не только нейрофизиологические ме-
ханизмы, но и характеризуют функциональное
состояние адаптивных систем организма в целом.
В дальнейшем это может использоваться для



НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

СОПРЯЖЕННОСТЬ НЕКОТОРЫХ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 303
Та

бл
иц

а 
2.

 К
ор

ре
ля

ци
он

ны
е 

ко
эф

ф
иц

ие
нт

ы
 м

еж
ду

 к
он

це
нт

ра
ци

ям
и 

не
йр

он
ал

ьн
ы

х 
ан

ти
те

л 
и 

У
П

П
 го

ло
вн

ог
о 

м
оз

га
 у

 п
ац

ие
нт

ов
 с

 Н
С

Т
 и

 гр
уп

пы
 с

ра
в-

не
ни

я

П
ри

м
еч

ан
ие

: З
на

к 
“–

” 
оз

на
ча

ет
 о

тс
ут

ст
ви

е 
ст

ат
ис

ти
че

ск
и 

зн
ач

им
ы

х 
св

яз
ей

 м
еж

ду
 д

ан
ны

м
и 

по
ка

за
те

ля
м

и 
p 

>
 0

.0
5;

 1
 –

 п
ац

ие
нт

ы
 с

 Н
С

Т,
 2

 –
 г

ру
пп

а 
ср

ав
не

ни
я.

У
П

П
 г

ол
ов

но
го

 м
оз

га
 в

 
от

ве
де

ни
ях

, м
В

А
нт

ит
ел

а 
к 

бе
лк

ам
, у

сл
. е

д.

S1
00

G
FA

P
О

Б
М

N
F

-2
00

В
-з

ав
. C

a 
ка

н.
Х

ол
-Р

Гл
у-

Р
ГА

М
К

С
ер

-Р
D

A
-R

Fs

1
–

–
–

–
–

–
–

–
–

–

2
–

0.
68

4
р 

=
 0

.0
2

–
0.

81
8

р 
=

 0
.0

03
–

–
0.

69
6

р 
=

 0
.0

5
–

0.
67

2
р 

=
 0

.0
3

–
0.

79
3

р 
=

 0
.0

06
–

0.
87

8
р 

=
 0

.0
00

8
–

0.
64

4
р 

=
 0

.0
4

–
–

O
z

1
–

–
–

–
–

–
–

–
–

–

2
–

0.
76

9
р 

=
 0

.0
09

–
0.

64
8

р 
=

 0
.0

4
–

–
0.

74
5

р 
=

 0
.0

1
–

–
0.

63
6

р 
=

 0
.0

4
–

0.
66

0
р 

=
 0

.0
3

–
0.

63
8

р 
=

 0
.0

4
–

–

Pd
1

–
–

–
–

–
0.

37
2

р 
=

 0
.0

4
0.

32
7

р 
=

 0
.0

2
–

–
–

0.
29

6
р 

=
 0

.0
2

–

2
–

–
–

–
–

–
–

–
–

–

Pz

1
–

–
–

–
–

–
0.

27
0

р 
=

 0
.0

4
–

–
–

–

2
–

0.
80

6
р 

=
 0

.0
04

–
0.

73
3

р 
=

 0
.0

1
–

0.
75

7
р 

=
 0

.0
1

–
0.

81
8

р 
=

 0
.0

03
–

0.
63

6
р 

=
 0

.0
4

–
0.

67
2

р 
=

 0
.0

3
–

0.
68

4
р 

=
 0

.0
2

–
0.

75
9

р 
=

 0
.0

1
–

–

Ps

1
–

–
–

–
–

0.
30

5
р 

=
 0

.0
2

–
0.

38
6

р 
=

 0
.0

1
–

0.
27

0
р 

=
 0

.0
4

–
0.

48
3

р 
=

 0
.0

3
–

0.
37

9
р 

=
 0

.0
3

–

2
–

0.
74

5
р 

=
 0

.0
1

–
–

–
–

–
–

–
–

–
0.

66
0

р 
=

 0
.0

3

Td
1

–
–

–
–

–
–

–
0.

27
7

р 
=

 0
.0

4
–

–
–

2
–

–
–

–
–

–
–

–
–

–

Fd
-F

s

1
–

–
0.

47
1

p 
=

 0
.0

4
–

–
–

–
–

–
–

2
0.

73
3

р 
=

 0
.0

1
0.

86
6

р 
=

 0
.0

01
0.

76
9

р 
=

 0
.0

09
0.

90
3

р 
=

 0
.0

00
3

0.
81

8
р 

=
 0

.0
03

0.
92

7
р 

=
 0

.0
00

1
0.

85
4

р 
=

 0
.0

01
0.

78
4

р 
=

 0
.0

07
–

–



304

НЕЙРОХИМИЯ  том 39  № 3  2022

БОДИЕНКОВА и др.

практической разработки новых методов диагно-
стики различных состояний.
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Conjugation of Certain Immunological Indices with Distribution of Level
of Constant Brain Potential in Neurosensory Hearing Loss

G. M. Bodienkovaa, O. L. Lakhmana, E. V. Boklazhenkoa, and O. I. Shevchenkoa

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

The aim of the study was to identify the relationship between the change in certain immune system indicators
(cytokines, neuronal antibodies) and the distribution of level of constant brain potential (LCP) in patients
with occupational neurosensory hearing loss (NHL). A survey was conducted of 55 men with professional
NHL, formed under the influence of aviation noise and 34 – “conditionally” healthy men, comparable in
age. As a result of correlation analysis, it was found that the higher the concentration of proinflammatory IL-1β,
which is the first to be included in the body’s response by regulating the nonspecific and specific immune
response, the higher the LCP of the inter-hemisphere frontal asymmetry of energy metabolism (Fd–Fs). In
contrast, the increase in TNF-α concentration was accompanied by a decrease in LCP in the left frontal
branch (Fs). The results can indicate the important role of IL-1β and TNF-α in the regulation of processes
of interhemispheric activity in hyperpolarization of neuronal membranes in the frontal parts of the brain, ac-
tivation in the frontal parts of the brain, and also confirm that cytokine regulation of the immune response
occurs at the level of a holistic organism. The misalignment of a significant number of relationships and the
appearance of new negative relationships between the levels of antibodies (AB) to proteins: V-dep Ca-chan-
nel, Chol-R, Ser-R and LCP in the right and left parietal regions (Pd, Ps), AB to GABA-R, Glu-R and LCP in
the left parietal region (Ps), AB to Glu-R with indicators of inter-ear frontal asymmetry of LCP (Fd-Fs), which
indicates an important role of neuroautoimmune reactions in the development of brain energy metabolism dis-
orders. The characteristics of LCP, correlated with immunochemical indicators, reflect not only neurophysio-
logical mechanisms, but also characterize the functional state of the adaptive systems of the body as a whole. In
the future, this can be used to practically develop new methods for diagnosing various conditions.

Keywords: sensory hearing loss, cytokines, antibodies to nervous tissue, diagnostics


