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Проведен поиск литературы для изучения работ, посвященных результатам при-
менения агонистов гонадотропин-рилизинг-гормона (ГнРГ) в акушерско-гине-
кологической клинике и эксперименте. Рассмотрены физиологические аспекты
влияния ГнРГ на яичники и матку как в норме, так и при некоторых патологиче-
ских состояниях. Сделано заключение, что агонисты ГнРГ при длительном при-
менении подавляют овуляцию и вызывают состояние, сходное с менопаузой.
Инфузия агониста ГнРГ является простым методом подавления продукции лю-
теинизирующего и фолликулостимулирующего гормонов, а также развития фол-
ликулов. При этом в яичниках подавляется функциональная активность грану-
лезных клеток через супрессию синтеза ДНК и индукцию апоптоза с одновремен-
ной стимуляцией дифференцировки клеток в преовуляторных фолликулах. Такое
состояние является обратимым, сохраняется фертильность. За счет быстрой ин-
волюции матки после применения аналогов ГнРГ возможны задержка или даже
остановка прогрессирования миомы с исчезновением ее симптомов. На фоне ги-
потрофии матки эндометрий соответствует атрофическому или покоящемуся
пролиферативному типу. Вместе с этим есть прямо противоположные данные о
том, что длительное использование ГнРГ способствует гиперплазии эндометрия и
эндометриту. Препараты ГнРГ успешно применяют для лечения доброкачествен-
ных и онкологических процессов в яичниках и матке, а также для воздействия на
метастазы. Но существуют и исследования, показывающие, что прямой эффект
ГнРГ на опухоли мало выражен. Высказываются опасения, что гонадотропины
могут даже стимулировать развитие рака яичников, воздействуя на определенные
рецепторы. Большинство ученых сообщает о хорошей протективной способности
агонистов ГнРГ в условиях химиотерапии, но также имеются данные о слабой эф-
фективности или вообще отсутствии защитного действия препаратов данной
группы. В любом случае противоречивость публикаций по каждому из аспектов
эффекта ГнРГ свидетельствует о его малой изученности, целесообразности про-
должения не только прикладных, но и фундаментальных исследований.
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фолликулы, репродукция, пролиферация, дифференцировка
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Гонадотропин-рилизинг-гормон (ГнРГ) – гипоталамический декапептид, опо-
средующий синтез и высвобождение гипофизарного лютеинизирующего гормона
(ЛГ). Подобные полипептиды действуют, главным образом, на переднюю часть ги-
пофиза, вызывая кратковременное быстрое увеличение выброса ЛГ, пролактина, со-
матотропного и фолликулостимулирующего (ФСГ) гормонов. К концу 1980-х годов
суперактивные аналоги ГнРГ и соответствующие депо-препараты стали широко
доступными и использовались для медицинской гипофизэктомии (подавления
секреции ЛГ и ФСГ), что приводило к подавлению функции половых желез у обо-
их полов. Эта стратегия обратимой медицинской кастрации была успешно внедре-
на в лечение различных заболеваний, зависящих от половых гормонов, включая
рак предстательной железы и пременопаузальный рак молочной железы, а также
эндометриоз и миому матки. Отмена эстрогенов из-за обратимой медикаментоз-
ной кастрации с помощью агонистов ГнРГ также применялась в качестве консер-
вативного лечения раннего рака эндометрия и его предраковых состояний у моло-
дых женщин, желающих сохранить свою фертильность [1].

Однако когда агонисты ГнРГ вводят длительно в высоких супрафизиологиче-
ских дозах, становится очевидным парадоксальный эффект чрезмерной стимуля-
ции гипофиза. Метаболические механизмы включают в себя десенсибилизацию
гипофиза к ГнРГ, подавление рецепторов ГнРГ в клетках-мишенях, резкое паде-
ние объема выделяемого ЛГ, нарушение механизмов физиологической обратной
связи, при этом снижается высвобождение гонадотропина. У растущих самок крыс
(30–40 сут) при использовании аналогов ГнРГ были обнаружены задержка откры-
тия влагалища и ингибирование изменений массы яичников и матки. Эти эффек-
ты используются для разработки методов контрацепции, лечения эндометриоза,
преждевременного полового созревания и во время подготовки к процедуре экс-
тракорпорального оплодотворения (ЭКО). Агонисты ГнРГ достоверно вызывают
ановуляцию и открывают перспективу обратимой псевдоменопаузы, по существу,
лишенной побочных эффектов. Аналоги ГнРГ оказывают существенное влияние
на лечение различных эстрогензависимых гинекологических заболеваний (рис. 1, 2)
[2–11].

Кроме того, аналоги ГнРГ применяют для лечения широкого спектра онкологи-
ческих процессов, связанных с половыми гормонами, включая распространенный
рак яичников (рис. 1). Причем, эффект подавления яичников в процессе лечения
онкологических и гинекологических заболеваний агонистами ГнРГ является обра-
тимым [2–6].

У детей с преждевременным половым созреванием лейпрорелин (ежемесячные
внутримышечные или подкожные инъекции лейпрорелина длительного действия с
3.75 до 15 мг) снижает среднюю скорость роста и выраженность признаков полово-
го созревания, а также увеличивает прогнозируемый рост взрослого по сравнению
с исходными измерениями. Хотя влияние на конечный рост взрослого человека
предсказывается на основе имеющихся данных и требует подтверждения в долго-
срочных последующих исследованиях, отсутствие эффективных альтернатив делает
аналоги ГнРГ терапией первой линии для детей с этим редким заболеванием [3].

Кроме того, агонист ГнРГ (MR-409) в дозе 5 или 10 мкг/мышь/день при под-
кожном инъецировании значительно снижает летальность, тяжесть ишемического
инсульта и выраженность атрофии гиппокампа, а также улучшает восстановление
неврологических функций у животных при транзиторной окклюзии средней моз-
говой артерии в эксперименте. Препарат может стимулировать эндогенный нейро-
генез и улучшать потерю нейропластичности при экспериментальном инсульте.
MR-409 также усиливает пролиферацию и ингибирует апоптоз нейральных ство-
ловых клеток в условиях ограничения – реперфузии кислорода и глюкозы [12].
Агонисты ГнРГ также оказывают благотворное воздействие на животных с моде-
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лированием ишемической и неишемической сердечной недостаточности, в том
числе при хронической болезни почек [13].

Очень интересны появившиеся в последнее время сообщения, что и агонисты, и
антагонисты ГнРГ обладают выраженным противовоспалительным эффектом.
Препараты из группы антагонистов подавляют образование инфильтратов в легких
крыс при пневмонии. Результаты исследований ex vivo показали, что аналоги и ан-
тагонисты ГнРГ ингибируют продукцию провоспалительных и окислительных
факторов, индуцированную липополисахаридом, в изолированных образцах тол-
стой кишки мыши. In vivo обе группы препаратов также способны снижать реак-
цию на ноцицептивный стимул в тесте с горячей пластиной, отмечено снижение
чувствительности к острым и стойким воспалительным стимулам у самцов мышей
в формалиновом тесте и модели колита, вызванного декстрансульфатом натрия:
ослабляются клинические симптомы, признаки гистопатологического поврежде-
ния и присутствие провоспалительных и окислительных маркеров в образцах тол-
стой кишки. Причем антагонисты ГнРГ обладают более выраженными противо-
воспалительными свойствами [14, 15].

Активация рецептора ГнРГ, который обнаружен в ганглиозных клетках сетчатки
взрослых крыс, может быть связана с сохранением этих клеточных элементов при
воспалении. После повреждения зрительного нерва подкожное введение агониста
ГнРГ MR-409 или антагониста MIA-602 способствовало выживанию ганглиозных
клеток сетчатки, что может быть связано с аддитивным эффектом на активацию
макрофагов [16].

Для обобщения результатов исследований влияния ГнРГ на органы репродук-
тивной системы у женщин и самок экспериментальных животных проведен поиск
литературы в базах данных “PubMed” и “PubMed Health” (www.ncbi.nlm.nih.gov).
В обзор не включены данные по клиническому и экспериментальному лечению
эндометриоза, применению ГнРГ для ЭКО и повышения вероятности наступле-
ния беременности. Также не учитывали результаты работ по искусственному осе-
менению в ветеринарии, повышению фертильности и синхронизация овуляторно-
го цикла.

Рис. 1. Основные эффекты аналогов ГнРГ в акушерско-гинекологической клинике и эксперименте.
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ВЛИЯНИЕ АГОНИСТОВ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА
НА ЯИЧНИКИ ЖЕНЩИН И САМОК ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

Применение агониста ГнРГ бусерелина для индукции состояния обратимого ги-
погонадотрофизма перед введением экзогенных гонадотропинов является много-
обещающей стратегией в лечении бесплодия, связанного с синдромом полики-
стозных яичников и другими состояниями с лежащей в основе дисфункцией этих
органов; такой подход также явно повышает эффективность программ ЭКО. Пер-
воначальные исследования предполагают потенциальную полезность ГнРГ в каче-
стве женского контрацептива при периодическом применении в сочетании с про-
гестагеном. Бусерелин представляет собой первую линию лечения преждевремен-
ного полового созревания [2].

Рис. 2. Действие аналогов ГнРГ на органы и ткани репродуктивной системы женщин и самок животных.
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Высокоактивный аналог ГнРГ (НОЕ766) вводили здоровым женщинам в двой-
ном слепом исследовании. Каждая женщина получала с 1-го по 14-й день менстру-
ального цикла, согласно плану рандомизации, 10 мкг препарата или плацебо. Ову-
ляция была подавлена в течение по крайней мере двух нед. у всех субъектов, полу-
чавших ГнРГ. Первоначально очень выраженное высвобождение ЛГ, измеренное
через 4 ч после инъекции, уменьшилось в течение 3 дней примерно на 50% и оста-
валось на этом уровне в течение оставшейся части эксперимента, в то время как
первоначально высокий ответ на ФСГ был практически полностью отменен во
время дальнейшего лечения. У 3 из 5 женщин, получавших аналог ГнРГ, концен-
трация эстрадиола в сыворотке была сильно снижена, у остальных 2 – незначи-
тельно. В течение 5 дней после прекращения лечения гипофиз восстановил спо-
собность нормально реагировать на ГнРГ. Авторы делают вывод о нарушении созрева-
ния фолликулов в результате изменения физиологической секреции гонадотропина
под действием НОЕ766 [17]. Подобные результаты выявлены и при введении ГнРГ жи-
вотным [15].

Кисспептины (kisspeptins) являются наиболее мощными нейротрансмиттерами,
стимулирующими высвобождение ГнРГ. У мелких жвачных животных кисспепти-
ны или их аналоги индуцировали всплеск выброса ЛГ с последующей овуляцией, в
то время как у лошадей этот трансмиттер только увеличивал уровни ЛГ в плазме,
но не индуцировал овуляцию [19].

Яванские макаки (Macaca fascicularis) были разделены на группы в соответствии
с проводимой процедурой стимуляции яичников (агонист или антагонист ГнРГ).
В обеих группах рост и созревание ооцитов индуцировали введением ФСГ и хори-
онического гонадотропина человека. Получены данные, что процедура, включаю-
щая антагонист ГнРГ, имеет некоторые преимущества для указанного вида животных
по сравнению с контролируемой стимуляцией на фоне применения аналога ГнРГ [20].

Изучали прямое действие агониста ГнРГ бусерелина и антагониста ГнРГ цетро-
реликса на пролиферацию и дифференцировку клеток в фолликулах яичника
крыс. Преовуляторные фолликулы получали от незрелых крыс и инкубировали
in vitro в присутствии или отсутствие хорионического гонадотропина человека
(ХГЧ) (10 МЕ/мл), бусерелина (10–9–10–6 М) или цетрореликса (10–9–10–6 М) в те-
чение 12 ч. Бусерелин индуцировал мейотическое созревание яйцеклеток в фолли-
кулах в зависимости от дозы, а также значительно стимулировал выработку проста-
гландина Е2 (ПГЕ2) и прогестерона фолликулами, но не выработку эстрадиола.
Гранулезные клетки получали из преовуляторных фолликулов и культивировали в
течение 5 дней. И бусерелин, и цетрореликс ингибировали пролиферацию таких
клеток в зависимости от дозы в диапазоне 10–10–10–5 М, причем цетрореликс инду-
цировал большее ингибирование митотической активности, чем бусерелин. Элек-
трофоретический анализ геномной ДНК, выделенной из гранулезных клеток, об-
работанных аналогом ГнРГ в концентрации 10–6 М, выявил фрагменты ДНК оли-
гонуклеосомальной длины, характерные для апоптоза. Результаты демонстрируют,
что как агонист, так и антагонист ГнРГ ингибируют пролиферацию клеток грану-
лезы посредством апоптоза, причем агонист ГнРГ, наряду с этим, стимулирует
дифференцировку клеток в преовуляторном фолликуле [21].

Были проведены два эксперимента на взрослых самках крыс для изучения влия-
ния длительного применения агонистов ГнРГ на количество и распределение по
размеру фолликулов яичника. Введение продолжалось в течение 52 дней в первом
эксперименте и в течение 229 дней во втором. Каждый шестнадцатый срез одного
яичника каждой крысы исследовали на световом микроскопе, совмещенном с
компьютерной системой анализа изображений BioQuant. Затем контрольных жи-
вотных и крыс после воздействия ГнРГ спаривали с известными самцами-селек-
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ционерами и оценивали количество и нормальность потомства. У крыс, получав-
ших агонист ГнРГ, общее количество фолликулов, количество и процент фоллику-
лов диаметром менее 35 мкм был значительно выше, а количество и процент
фолликулов диаметром больше 50 мкм – значительно ниже, чем в контрольной груп-
пе. Количество забеременевших крыс и крысят в помете существенно не отличалось
между опытными и контрольными животными. Агонисты ГнРГ ингибируют физио-
логический процесс рекрутирования и потери фолликулов, но фертильность со-
храняется даже после длительного введения агонистов ГнРГ [22].

ГнРГ экспрессируется в яичнике и модулирует дифференцирование его клеток.
Гранулезные клетки получали от незрелых крыс и культивировали в среде
DMEM/F12, содержащей комбинации ФСГ, эстрадиола и трансформирующего
фактора роста-бета (TGF-бета) как в присутствии, так и без ГнРГ. Аналог ГнРГ,
лейпролид, в концентрации до 5 × 10–11 М вызывал дозозависимое ингибирование
включения 3H-тимидина в клетки, культивируемые в присутствии ФСГ (20 нг/мл)
и TGF-бета (2.5 нг/мл). Аналогичным образом полное ингибирование гормональ-
но-стимулированного синтеза ДНК наблюдали с другим аналогом ГнРГ (бусерелин,
1.58 ± 0.22 × 10–10 М) и нативным ГнРГ (1.4 ± 0.3 × 10–6 М). Конкурентный антаго-
нист ГнРГ (антид) использовали для нейтрализации эффектов агонистов ГнРГ.
Антид в дозе 10–8 М может предотвращать ингибирование синтеза ДНК, вызванное
10–7 М лейпролида. То есть ГнРГ может играть роль в регуляции пролиферации
гранулезных клеток крысы во время развития фолликула [23].

ГнРГ модулирует дифференцирование клеток яичников различных видов жи-
вотных. Было изучено прямое влияние агониста ГнРГ на частоту апоптоза и актив-
ность стероидогенеза в клетках гранулезы яичников свиньи и человека. Клетки
были получены от 6-месячных свиней, а также от женщин после ЭКО и культиви-
рованы в минимальной необходимой среде (MEM) с добавлением 5% эмбриональ-
ной бычьей сыворотки в течение 24 ч. ГнРГ бусерелин добавляли в MEM в различ-
ных концентрациях (0.5; 50; 500 пг/мл и 5 нг/мл). Ядра клеток гранулезы были ис-
следованы методами флуоресцентной микроскопии после окрашивания Hoechst
33258. ГнРГ непосредственно увеличивал частоту апоптоза в клетках гранулезного
типа. Концентрация ГнРГ при его клиническом использовании оказалась намного
выше, чем концентрация, вызывающая апоптоз в культивируемых клетках грану-
лезы [24].

Проанализировано влияние аналога ГнРГ (10–9 M) на пролиферацию, апоптоз и
дифференцирование культивируемых гранулезных клеток свиньи, полученных из
фолликулов яичника на разных стадиях развития. Число клеточных элементов гра-
нулезы, культивируемых в присутствии агониста ГнРГ и положительных по ядер-
ному антигену пролиферирующих клеток, было ниже по сравнению с клетками,
выращиваемыми в отсутствие препарата. Однако частота апоптоза была выше, а
секреция эстрадиола и прогестерона культивируемыми клеточными элементами –
ниже в присутствии агониста ГнРГ. Ингибирующее действие препарата на проли-
ферацию было заметно в культивируемых клетках гранулезы только из малых и
средних, но не из крупных фолликулов. Напротив, антипролиферативный эффект
агониста ГнРГ на секрецию эстрадиола и прогестерона был отмечен в культивиру-
емых клетках, полученных только из крупных фолликулов. Однако стимулирую-
щее действие агониста ГнРГ на апоптоз было одинаковым, независимо от стадий
развития фолликулов. Эти результаты демонстрируют, что агонист ГнРГ оказывает
различные воздействия на клетки гранулезы в течение роста фолликулов. Препа-
рат подавляет пролиферацию клеточных элементов в незрелых фолликулах и сте-
роидогенез – в зрелых, параллельно усиливается апоптоз гранулезных клеток неза-
висимо от стадий фолликулогенеза [25].
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Овуляция не происходила ни в одном перфузированном препарате яичников
кроликов, обработанных бусерелином или ацетатом лейпролида (102–104 нг/мл), в
отсутствие гонадотропина. Агонисты ГнРГ обуславливают возобновление мейоза в
фолликулярных ооцитах дозозависимым образом. Кроме того, добавление ГнРГ к
перфузату значительно увеличивало процент фолликулярных ооцитов, которые
демонстрировали признаки дегенерации по сравнению с интактным контролем.
Продуцирование ПГЕ2 и простагландина F2-альфа перфузированными яичниками
кролика было значительно стимулировано применением ГнРГ, тогда как не было
отмечено увеличения выработки прогестерона или эстрадиола. ГнРГ действует не-
посредственно в яичнике кролика, вызывая мейотическое созревание в фоллику-
лярных ооцитах, одновременно усиливая их дегенерацию [26].

Преовуляторные фолликулы кролика культивировали in vitro с ХГЧ (102 нг/мл)
или без него, с бусерелином (102–105 нг/мл) или лейпролидом (102–105 нг/мл) в те-
чение 14 ч. Агонисты ГнРГ индуцировали возобновление мейоза в ооцитах внутри
фолликулов в зависимости от дозы. Процент ооцитов, достигших разрушения зароды-
шевого пузырька после обработки 105 нг/мл бусерелина (87.9 ± 6.3%) или 105 нг/мл
лейпролида (86.0 ± 4.1%), существенно не отличался от контроля (87.3 ± 3.8%) по-
сле введения ХГЧ. Зрелые ооциты первоначально были обнаружены в течение 2 ч
после воздействия агонистом ГнРГ. Агонисты ГнРГ значительно стимулировали
продуцирование как ПГЕ2, так и F2-альфа преовуляторными фолликулами (p < 0.01),
но уровни секретируемого простаноида существенно не различались при воздей-
ствии различными концентрациями агонистов ГнРГ. Мейотическое созревание
фолликулярных ооцитов после воздействия агонистами ГнРГ началось на 2 ч раньше,
чем продуцирование простагландина, было дозозависимым, но при этом увеличи-
валась дегенерация ооцитов. Выработка простагландинов, стимулируемая агони-
стами ГнРГ, может быть значительно снижена индометацином. Однако зрелость
ооцитов в присутствии агониста ГнРГ вместе с индометацином существенно не от-
личалась от действия одного агониста ГнРГ. Одновременное добавление 104 нг/мл
антагониста ГнРГ блокировало стимулирующее действие агониста ГнРГ на созре-
вание ооцитов и выработку простагландинов зрелыми фолликулами, а также обра-
щало вспять скорость дегенерации ооцитов. Частота нормального оплодотворения
и раннего эмбрионального развития была значительно снижена в ооцитах, созрев-
ших с помощью ГнРГ, по сравнению с ооцитами, созревшими с помощью ХГЧ. То
есть аналоги-агонисты ГнРГ индуцируют возобновление мейоза в ооцитах фолли-
кулов в яичниках кроликов по механизму, отличному от стимуляции простаглан-
динами. Ооциты, созревшие in vitro с помощью ГнРГ, не обязательно являются ци-
топлазматически зрелыми [27].

13 кроликам подкожно вводили имплантат с длительным высвобождением аго-
ниста ГнРГ деслорелина (4.7 мг) для изучения влияния на функцию яичника. Семи
животным до наступления половой зрелости (группа 1) были внедрены импланта-
ты с медленным высвобождением ГнРГ в течение 273 дней. После подтверждения
возобновления функции яичников источники препарата повторно имплантирова-
ли в возрасте 430 дней. Шести взрослым кроликам (>177 дней; группа 2) внедряли
имплантаты деслорелина на срок в 273 дня. Функцию яичников до, во время и после
лечения имплантатом оценивали посредством измерения уровня прогестерона в сы-
воротке периферической крови спустя 10 дней после контрольной инъекции корот-
кодействующего ГнРГ (0.8 мкг бусерелина внутримышечно). Животных в 1-й группе
подвергали овариогистерэктомии во время второго курса введения препарата, яич-
ники исследовали гистологическими методами. В яичниках присутствовали неат-
ретические и атретические фолликулы на разных стадиях развития, но без актив-
ного желтого тела. Овариогистерэктомию животным 2-й группы проводили через
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2–12 мес. после удаления имплантата. Их яичники содержали фолликулы на раз-
ных стадиях развития и белые тела. Следовательно, обратимое подавление функ-
ций яичников может быть достигнуто у самок кроликов посредством применения
имплантатов с медленным высвобождением ГнРГ, вводимых до или после полово-
го созревания [28].

Таким образом, агонисты ГнРГ при длительном применении подавляют овуля-
цию и вызывают состояние, сходное с менопаузой, у женщин и самок животных.
Инфузия агонистов ГнРГ является простым методом подавления продукции ЛГ и
ФСГ, а также развития фолликулов. В яичниках ингибируются клетки гранулезы
через супрессию синтеза ДНК и индукцию апоптоза с одновременной стимуляцией
дифференцировки клеток в преовуляторных фолликулах (рис. 1). Такое состояние
является обратимым, сохраняется фертильность, после прекращения лечения ги-
пофиз очень быстро восстанавливает способность реагировать на этот рилизинг.

АГОНИСТЫ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА И МАТКА
В КЛИНИКЕ И ЭКСПЕРИМЕНТЕ

Как уже упоминалось, аналоги ГнРГ используются для лечения широкого спектра
заболеваний, обусловленных половыми гормонами, включая эндометриоз и прежде-
временное половое созревание [3]. При продолжительном применении они могут
вызывать гипофизарную десенсибилизацию и/или снижение регуляции, что приво-
дит к подавлению циркулирующих уровней гонадотропинов и половых гормонов.

У пациентов с миомой матки введение лейпрорелина или гозерелина уменьшает
объем матки и симптомы, связанные с заболеванием, но, как и в случае других ана-
логов ГнРГ, эти эффекты исчезают после прекращения инъекций. В результате те-
рапии у всех пациентов было достигнуто состояние, похожее на менопаузу, о чем
свидетельствовали приливы, депрессия, сухость влагалища, атрофия эндометрия
по гистероскопическим данным, соответствующие изменения гормональных по-
казателей (ФСГ, ЛГ, эстрадиол). Препараты аналогов ГнРГ могут быть полезны
для сокращения объема хирургической интервенции за счет уменьшения размеров
миомы матки, хотя это не исключает полностью саму операцию [2, 3]. Лейпроре-
лин является эффективной альтернативой другим методам лечения женщин с эн-
дометриозом, но рекомендуемая продолжительность его применения в данной
клинической ситуации ограничена 6 месяцами, поскольку он снижает минераль-
ную плотность костной ткани [3].

Самкам крыс линии Вистар при эструсе или диэструсе (по данным вагинальной
цитологии) ежедневно подкожно вводили 20 мг ацетата бусерелина в течение 4, 8
или 12 дней. Крыс выводили из эксперимента через 24 ч или 5 дней после оконча-
ния курса. Контрольная группа животных получала растворитель препарата в тече-
ние 12 дней. Прогрессирующая гипотрофия тканей матки возникала во время на-
блюдения и сопровождалась эстрогенной гиперактивностью в течение 5 дней по-
сле окончания эксперимента. Цитология влагалища и гистология эндометрия
выявили интенсивно вакуолизированную слизистую оболочку и железистый эпи-
телий, границы кист и строма эндометрия были плотно инфильтрированы эозино-
филами. Бусерелин, по-видимому, вызывает прогрессирующую блокаду секреции го-
надотропина и важный эффект отдачи, причем усиленное высвобождение эстрогена
проявляется уже в первом эстральном цикле после окончания введения [29].

В дополнение к внутриматочной антибиотикотерапии 30 коровам с послеродо-
вым эндометритом вводили 20 мкг аналога ГнРГ бусерелина между 10 и 12 днями
после родов, а затем 10 дней спустя, 500 мкг аналога простагландина F2-альфа,
клопростенола. 40 контрольных животных лечили только введением антибиотиков
в матку. Инволюция матки улучшилась после гормонального лечения: на 42-й день
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после родов завершение инволюции матки было обнаружено у 93.3% животных,
получавших гормоны, и у 82.5% коров, получавших только антибиотик (р ≤ 0.05).
Клиническое выздоровление составило 96.6% в экспериментальной и 82.5% в кон-
трольной группе (р ≤ 0.05). Показатели первой беременности были значительно
лучше у получавших гормональное лечение, чем у контрольных животных (51.7%
против 36.4%, р ≤ 0.05). Однако значения общих показателей беременности и ин-
декса осеменения не были значительно улучшены после применения ГнРГ и про-
стагландина F2-альфа. Сделано заключение, что последовательное применение
гормональных препаратов у коров с послеродовым эндометритом положительно
влияло на функцию яичников и инволюцию матки, что привело к улучшению по-
казателей фертильности [30].

8 макакам вводили ежедневно по 5 или 20 мкг аналога ГнРГ в течение, прибли-
зительно, одного года для предотвращения овуляции. В последний день лечения
(7 обезьян) или во время середины лютеиновой фазы первого цикла после лечения
(1 животное) была выполнена лапаротомия. Размер матки был меньше (р < 0.01),
чем в контроле с нормальным циклом (n = 6). Клиновидный фрагмент на полную
толщину передней стенки матки иссекали и исследовали гистологически. У 5 обе-
зьян, получавших агонист, эндометрий соответствовал атрофическому или покоя-
щемуся пролиферативному типу, но у 2 животных варьировал от раннего пролифе-
ративного до выраженного секреторного типов. Все изменения оказались только
доброкачественными. У животного, изученного в лютеиновой фазе после прекра-
щения лечения, был обнаружен нормальный секреторный эндометрий. Яичники
от 2 животных после воздействия агонистом ГнРГ также были исследованы гисто-
логическими методами, и было обнаружено, что они состоят из фолликулов на
разных стадиях созревания. Наличие эндометриальной активности у 2 из 8 обе-
зьян, получавших агонист ГнРГ, подчеркивает необходимость тщательной оценки
эндометрия во время терапии, включающей повторное введение агонистов ГнРГ у
пациентов женского пола [31].

Влияние антагонистов ГнРГ, используемых в протоколах ЭКО, на ремоделиро-
вание ткани эндометрия, имплантацию эмбриона и программирование ранней бе-
ременности до сих пор недостаточно изучено, что вызывает определенное беспокой-
ство за течение беременности и исходы у младенцев после лечения антагонистом
ГнРГ для ЭКО [32]. Недавно установлено, что ГнРГ и сплайс-вариант 1-го рецепто-
ра ГнРГ экспрессируются в децидуальных стромальных клетках человека, выде-
ленных из децидуальных тканей беременных женщин на ранних сроках, перенес-
ших хирургический аборт [33]. Показано, что агонист ГнРГ-II способствует кле-
точной подвижности стромальных клеток децидуального эндометрия человека
посредством рецептора ГнРГ-Р и фосфорилирования внеклеточной регулируемой
сигналом протеинкиназы 1/2 и JNK-зависимой активации MMP-2 и MMP, что
оказывает сильное влияние на имплантацию эмбриона [32].

В результате длительного, до 2 лет несколькими циклами, введения ГнРГ у 5 из
7 кроликов наблюдали гиперплазию эндометрия и эндометрит. Гистопатологиче-
ское исследование 4 животных, кастрированных во время индуцированной псев-
добеременности, не выявило признаков изменений матки. У двух животных, пере-
несших овариогистерэктомию, через 12 мес. после удаления имплантата диагностиро-
ван эндометрит. Развитие возрастной патологии матки невозможно предотвратить
подавлением функций яичников посредством длительного использования препа-
ратов ГнРГ [28].

ГнРГ экспрессируется в децидуальных стромальных клетках человека, выделен-
ных из децидуальных тканей беременных женщин, перенесших хирургический
аборт на ранних сроках. Обработка клеточных элементов стромы антагонистом
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ГнРГ (JMR-132) индуцировала апоптоз с увеличением активности каспаз-3 и -9 и
снижала жизнеспособность клеток в зависимости от времени и дозы [32].

За счет быстрой инволюции матки после применения аналогов ГнРГ возможны
задержка или даже остановка прогрессирования миомы с исчезновением ее симп-
томов, при этом кровоток в матке не меняется. На фоне гипотрофии матки, эндо-
метрий соответствует атрофическому или покоящемуся пролиферативному типу
(рис. 1). Вместе с этим есть прямо противоположные данные, свидетельствующие
о том, что длительное использование ГнРГ способствует гиперплазии эндометрия
и эндометриту, подавление функций яичников не предотвращает развитие воз-
растной патологии матки. В любом случае в процессе лечения ГнРГ необходим
тщательный контроль состояния эндометрия. Также возможно введение агонистов
ГнРГ для ускорения восстановления матки после родов, даже в условиях антибио-
тикотерапии эндометрита.

ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЙ ЭФФЕКТ АГОНИСТОВ
ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА

Рецепторы ЛГРГ экспрессируются примерно в 80% случаев рака эндометрия и
яичников человека и составляют более 50% случаев рака молочной железы, вклю-
чая тройной негативный рак молочной железы [34]. Кроме гипофиза и репродук-
тивных органов, никакие другие органы или гемопоэтические стволовые клетки не
экспрессируют рецепторы ЛГРГ (ГнРГ). Таким образом, эти рецепторы можно
рассматривать как идеальную мишень для персонализированного медицинского
подхода в терапии рака.

Аналоги ГнРГ действуют на гормонозависимые опухоли и влияют на их рост.
Некоторые препараты с длительным действием были эффективны при лечении
опухолей яичников. Современные аналоги ГнРГ демонстрируют очень низкий эн-
докринный, но высокий противоопухолевый эффект как в экспериментах in vitro, так
и in vivo. Меченные тритием производные ГнРГ выявляют специфические сайты
связывания на линиях опухолевых клеток человека. Были синтезированы аналоги
ГнРГ третьего поколения с эффективной селективной противоопухолевой актив-
ностью, которая не изменяет цикл яичников у крыс, но ингибирует образование
колоний в клеточных линиях рака и обладает значительным антипролифератив-
ным эффектом (рис. 1). Используя аналоги радиоактивно меченных пептидных
гормонов, обнаружили, что линии опухолевых клеток человека и ксенотрансплан-
таты специфически связывают конъюгаты ГнРГ. Новые аналоги ГнРГ, действую-
щие без какого-либо гормонального эффекта, могут представлять собой прорыв в
исследовании противоопухолевых пептидов, оказывающих прямое влияние на
опухолевые клетки [35].

Необходимо особо отметить данные литературы с описанием успешного лече-
ния аналогами ГнРГ метастазов в легкие, кости и другие органы опухолей матки
[36–38].

Количество клеток рака яичников человека (линия HRA) и поглощение ими 3Н-ти-
мидина значительно возросли после добавления ФСГ, но эффект подавлялся бусере-
лином. Рецепторы к ФСГ и ГнРГ были идентифицированы в клетках HRA, и количе-
ство рецепторов было значительно снижено при обработке бусерелином [39]. Иссле-
довали пролиферацию клеток линий HHUA (эндометриальная карцинома) в культуре
низкой и высокой плотности в условиях применения агониста ГнРГ бусерелина. Пре-
парат отрицательно влиял на формирование колоний в зависимости от дозы при низ-
кой плотности клеток, но был неэффективен при высокой плотности клеточных эле-
ментов. Культуральная среда клеток HHUA ингибировала действие бусерелина. Эти
результаты позволяют предположить, что клеточная линия в процессе культивирова-
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ния секретирует некоторые вещества, которые регулируют пролиферацию клеток, и
что эти вещества также могут изменять эффекты этого аналога ГнРГ [40].

В яичнике, имплантированном в селезенку овариэктомированной крысы, раз-
вивается лютеинизированная опухоль, растущая в ответ на гонадотропины. Бусе-
релин сдерживает рост опухоли, возможно, вследствие прямого ингибирующего
влияния на клетки лютеомы. Клеточные элементы, полученные из эксперимен-
тальной лютеинизированной опухоли яичника, более чувствительны к эндокрин-
ному действию ГнРГ, чем интактные лютеиновые клетки. Трансформация клеток
яичника в лютеому подразумевает приобретение новых характеристик в системе
генерации рецепторов к ГнРГ [41].

Бусерелин in vitro индуцировал уменьшение количества клеток яичников, полу-
ченных от препубертатных крыс, и клеток лютеиноклеточной опухоли яичника в
одинаковой степени. Хотя уровни базального апоптоза были выше в клетках яич-
ников, чем в лютеиноклеточной опухоли, индуцированный бусерелином апоптоз
был обнаружен только в клетках лютеомы после 48-часового воздействия [42].

Аналоги ГнРГ могут оказывать прямые противоопухолевые эффекты на клетки
различных линий рака яичников. Бусерелин вызывал статистически значимое
снижение роста клеток в двух из шести клеточных линий этого рака, но никакой
зависимости от дозы не наблюдали. Лейпролид (агонист ГнРГ) приводил к значи-
тельному дозозависимому ингибированию роста всех шести клеточных линий, ко-
гда дозы были увеличены до супрафизиологического уровня, но продемонстриро-
вал отсутствие значительного ингибирования в клинически приемлемых дозах.
Антид (антагонист ГнРГ) в таких же дозах не влиял на рост опухоли. Анализ конку-
рентного взаимодействия не выявил специфического связывания изучаемых пре-
паратов с любой из шести протестированных клеточных линий рака яичников [43].

Slotman с соавт. [44] наблюдали только небольшое прямое ингибирующее дей-
ствие агониста ГнРГ бусерелина в высоких концентрациях на пролиферацию трех
клеточных линий рака яичников человека. Авторы делают заключение о маловеро-
ятности того, что прямой противоопухолевый эффект является основным меха-
низмом действия ГнРГ при лечении рака.

Вместе с этим имеются данные, что бусерелин не ингибирует рост DMBA-инду-
цированной аденокарциномы яичника у крыс, но гистологически в группе, полу-
чавшей бусерелин, наблюдали усиление некроза центральной части опухоли,
уменьшение количества опухолевых клеток и пролиферацию соединительной ткани.
Ежедневное введение in vivo бусерелина значительно подавляло высвобождение
ФСГ, ЛГ и прогестерона по сравнению с контрольной группой. In vitro бусерелин
подавлял ФСГ-индуцированную пролиферацию клеток DMBA [45].

В эксперименте были исследованы 18 случаев злокачественных новообразова-
ний яичников для определения возможной роли гонадотропинов в развитии опу-
холи. 12 случаев серозной цистаденокарциномы, 2 муцинозной цистаденокарци-
номы, 2 эндометриоидной карциномы, одна злокачественная опухоль Бреннера и
одна опухоль желточного мешка были исследованы после имплантации под капсулу
почек самок мышей для определения их реакции на бусерелин. Результаты показа-
ли, что в группе, получавшей аналог ГнРГ, размер ксенотрансплантатов увеличился
(р < 0.05). Возможно, что гонадотропины играют определенную роль в стимулирова-
нии онкогенеза злокачественных новообразований яичников, связываясь со специ-
фическими рецепторами [46].

Так как агонисты ГнРГ ингибируют функции яичников и вызывают инволюцию
матки, эти препараты можно успешно применять для лечения доброкачественных
и онкологических процессов в этих органов, а также для воздействия на метастазы
(рис. 1). Но одновременно представлены результаты исследований, показываю-
щие, что прямой эффект ГнРГ на опухоли мало выражен. Есть мнение, что гонадо-
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тропины могут даже стимулировать развитие рака яичников, воздействуя на опре-
деленные рецепторы.

ДЕЙСТВИЕ ПРЕПАРАТОВ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА
НА РЕПРОДУКТИВНЫЕ ОРГАНЫ В УСЛОВИЯХ ХИМИОТЕРАПИИ

Чтобы исследовать механизм защитного действия агонистов ГнРГ против вызван-
ного химиотерапией повреждения яичников, самкам крыс имплантировали 1 мг аго-
ниста ГнРГ (гранулы золадекса). Всем крысам имплантировали осмотические ми-
нинасосы, загруженные 3H-тимидином, за 48 ч до вывода из эксперимента в ста-
дии диэструса. ГнРГ через 5 дней после имплантации гранул значительно снижал
поглощение тритированного тимидина яичниками. Ауторадиография показала,
что почти весь 3H-тимидин оказался в гранулезных клетках. Не исключено, что
ГнРГ подавляет митотическую активность клеток яичников. Поскольку цитоток-
сические агенты преимущественно разрушают быстро делящиеся клетки, эти ре-
зультаты могут представлять собой механизм защиты яичников при химиотерапии
(рис. 1) [47].

Возможность снижения бусерелином овариотоксичности противоопухолевого
препарата этопозида была изучена на самках крыс породы Вистар. Количествен-
ный анализ структурных и функциональных элементов яичников на серийных сре-
зах всего органа показал, что через 3 мес. после комбинированного лечения этопо-
зидом и бусерелином морфологическая картина овариальных желез не отличалась
от таковой у интактных животных того же возраста, тогда как монотерапия этопо-
зидом привела к более раннему развитию атрофических процессов. Через шесть
месяцев после лечения количество двух- и многослойных фолликулов было значи-
тельно выше у крыс, получавших комбинированную терапию, по сравнению с жи-
вотными после применения только этопозида [48].

В процессе проведения метаанализа результатов 13 рандомизированных контро-
лируемых исследований по сравнительной оценке эффекта применения аналогов
ГнРГ и химиотерапии (609 пациентов) с только химиотерапией (599 участников)
были получены доказательства, хотя и низкого качества (по мнению самих авто-
ров), о целесообразности использования агонистов ГнРГ до и/или во время химио-
терапии для снижения риска первичной недостаточности яичников и увеличения
вероятности спонтанной беременности в краткосрочной перспективе [49].

Однако в исследованиях Waxman с соавт. [50] бусерелин оказался неэффектив-
ным для сохранения фертильности при цитотоксической химиотерапии. 18 жен-
щин были случайным образом распределены для получения аналога агониста ГнРГ
до и во время цитотоксической химиотерапии при прогрессирующей болезни
Ходжкина. Бусерелин назначали в однократном режиме 8 женщинам. Стандарт-
ный тест на ГнРГ проводили за 1 нед. до и в 1-й день каждого цикла химиотерапии.
Используемая схема привела к первоначальному подавлению пиковых ответов
ФСГ на ГнРГ, которое не поддерживалось все время наблюдения. При последую-
щей оценке в течение 3 лет после завершения лечения у 4 из 8 пациентов женского
пола после применения бусерелина и у 6 из 9 контрольных женщин была зареги-
стрирована аменорея.

Неэффективность аналогов ГнРГ во время химиотерапии для защиты яичников
подтверждена Elgindy с соавт. [51] в обзоре большого количества данных с метаана-
лизом. Сравнивали опубликованные рандомизированные контролируемые резуль-
таты исследований восстановления овариальных функций между группами паци-
ентов женского пола после проведения химиотерапии в сочетании с агонистами
ГнРГ и без этих препаратов. Сделано заключение, что включение в схему терапии
аналогов ГнРГ является ненадежным методом сохранения фертильности.
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Необходимо также отметить и работы, свидетельствующие о недостаточности
доказательств для выводов об эффективности или отсутствии таковой в отноше-
нии защиты яичников при совместном применении агонистов ГнРГ с химиотера-
певтическими препаратами. Авторы отмечают необходимость дальнейших иссле-
дований, которые, кроме всего прочего, должны учитывать частоту наступления
беременности и изменение результативности противоопухолевой терапии [52].

Таким образом, при изучении результатов применения аналогов ГнРГ для защи-
ты от повреждающих воздействий химиотерапии на органы репродуктивной систе-
мы существует определенная противоречивость. Идея такого использования связа-
на опять же с подавлением активности клеток яичников и эндометрия, тогда как
повреждающие факторы оказывают более сильное неблагоприятное влияние
именно на пролиферативно и функционально активные клеточные элементы.
Большинство ученых сообщает о хорошей протекции агонистов ГнРГ в условиях
химиотерапии, но имеются данные о слабой эффективности или вообще отсут-
ствии защитного действия препаратов данной группы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Можно сделать заключение, что основные исследования эффекта агонистов
ГнРГ на репродуктивные органы женщин и самок экспериментальных животных
были проведены еще в конце прошлого столетия. В настоящее время работы, в ос-
новном, посвящены изучению частных особенностей применения аналогов ГнРГ
и результатам применения новых препаратов для лечения тех или иных патологи-
ческих процессов. В многочисленных статьях отмечено, что агонисты ГнРГ при
длительном применении подавляют овуляцию и вызывают состояние, сходное с
менопаузой. Инфузия агониста ГнРГ является простым методом подавления про-
дукции ЛГ и ФСГ, а также развития фолликулов. В яичниках происходит ингиби-
ция клеток гранулезы через супрессию синтеза ДНК и индукцию апоптоза с одно-
временной стимуляцией дифференцировки клеток в преовуляторных фолликулах.
Такое состояние является обратимым, сохраняется фертильность: после прекра-
щения лечения гипофиз очень быстро восстанавливает способность реагировать
на этот рилизинг. За счет быстрой инволюции матки после применения аналогов
ГнРГ возможны задержка или даже остановка прогрессирования миомы с исчезно-
вением ее симптомов, при этом кровоток в матке не меняется. На фоне гипотро-
фии матки эндометрий соответствует атрофическому или покоящемуся пролифе-
ративному типу. Вместе с этим есть прямо противоположные данные о том, что
длительное использование ГнРГ способствует гиперплазии эндометрия и эндомет-
риту, а подавление функций яичников не предотвращает развитие возрастной па-
тологии матки. В любом случае в процессе лечения ГнРГ необходим тщательный
контроль состояния эндометрия. Также возможно введение агонистов ГнРГ для
ускорения восстановления матки после родов даже в условиях антибиотикотера-
пии эндометрита. Препараты ГнРГ успешно применяют для лечения доброкаче-
ственных и онкологических процессов в яичниках и матке, а также для воздей-
ствия на метастазы. Вместе с этим представлены результаты исследований, пока-
зывающие, что прямой эффект ГнРГ на опухоли мало выражен, есть мнение, что
гонадотропины могут даже стимулировать развитие рака яичников, воздействуя на
определенные рецепторы. Большинство ученых сообщает о хорошей протектив-
ной способности агонистов ГнРГ в условиях химиотерапии, но имеются данные о
слабой эффективности или вообще отсутствии защитного действия препаратов
данной группы. В любом случае противоречивость публикаций по каждому из ас-
пектов эффекта ГнРГ свидетельствует о его малой изученности, целесообразности
продолжения не только прикладных, но и фундаментальных исследований.
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A literature search was carried out to study works on the results of the use of gonadotro-
pin-releasing hormone (GnRH) agonists in an obstetric-gynecological clinic and exper-
iment. Physiological aspects of the GnRH influence on the ovaries and uterus, both in
normal and in some pathological conditions, are considered. It is concluded that long-
term use of GnRH agonists suppresses ovulation and induces a condition similar to
menopause. GnRH agonist infusion is a simple method of suppressing the production of
luteinizing and follicle-stimulating hormones, as well as the development of follicles. In
the ovaries the granulosa cells are inhibited through suppression of DNA synthesis and
induction of apoptosis with simultaneous stimulation of cell differentiation in preovula-
tory follicles. This condition is reversible, fertility is preserved. Due to the rapid involu-
tion of the uterus after the use of GnRH analogues, it is possible to delay or even stop the
progression of uterine myoma with the disappearance of its symptoms. In the time of
uterine hypotrophy, the endometrium corresponds to an atrophic or resting proliferative
type. Along with this, there are directly opposite data that long-term use of GnRH con-
tributes to endometrial hyperplasia and endometritis. Drugs with GnRH are successfully
used to treat non-oncological and oncological tumors in the ovaries and uterus, as well
as to affect metastases. But there are also research results showing that the direct effect of
GnRH on tumors is not very pronounced, there is believed that gonadotropins can even
stimulate the development of ovarian cancer by acting on certain receptors. Most scien-
tists report a good protective ability of GnRH agonists at chemotherapy, but there is evi-
dence of little or no protective effect of drugs in this group. In any case, the inconsisten-
cy of publications on each of the aspects of the GnRH effect indicates its little study, the
expediency of continuing not only applied research, but also fundamental ones.

Keywords: gonadotropin-releasing hormone agonists, ovaries, uterus, follicles, reproduc-
tion, proliferation, differentiation
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В обзоре рассмотрены современные методы электростимуляции, используемые
для регуляции функции внешнего дыхания у человека, а именно абдоминальная
функциональная стимуляция дыхательных мышц, стимуляция диафрагмы, сти-
муляция диафрагмального нерва, эпидуральная и чрескожная стимуляция спин-
ного мозга. Для каждого из методов описаны физиологические основы их при-
менения, приведены примеры использования в клинике, в том числе указаны
параметры стимуляции и локализация электродов. Проанализирована целесооб-
разность применения каждого из методов электростимуляции у пациентов с па-
резом дыхательной мускулатуры и особенности их применения в зависимости от
уровня травмы спинного мозга, сохранности нервных волокон. Методу эпиду-
ральной стимуляции спинного мозга уделено особое внимание, так как этот ме-
тод применяется в электрофизиологических исследованиях на животных моде-
лях и дает знания о спинальных уровнях регуляции функции внешнего дыхания.
В обзоре обоснован большой потенциал использования метода чрескожной
электрической стимуляции спинного мозга как в фундаментальных исследова-
ниях функции внешнего дыхания, так и в клинической практике.

Ключевые слова: дыхание, стимуляция спинного мозга, электрическая стимуля-
ция диафрагмы, чрескожная стимуляция, искусственная вентиляция легких,
травма спинного мозга
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Этот обзор задуман как анализ способов регуляции внешнего дыхания человека
методами электрической стимуляции. В настоящее время электростимуляцию ды-
хания производят как инвазивными, так и неинвазивными методами [1]. К наибо-
лее исследованным из них относятся инвазивная электростимуляция диафраг-
мального нерва и эпидуральная электростимуляция спинного мозга. Активацию
дыхания возможно осуществлять методами абдоминальной функциональной элек-
трической стимуляции (аФЭС) и чрескожной электростимуляции диафрагмы.
Каждый из этих методов обладает своими ограничениями, достоинствами и недо-
статками. Разработанный в последнем десятилетии метод чрескожной стимуляции

Список сокращений: ИВЛ – искусственная вентиляция легких; ССМ – стимуляция спинного мозга;
ТСМ – травма спинного мозга; аФЭС – абдоминальная функциональная электростимуляция; ЧССМ –
чрескожная стимуляция спинного мозга, ЧЭДС – чрескожная электрическая диафрагмальная стиму-
ляция.
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спинного мозга (ЧССМ) является перспективным методом регуляции дыхатель-
ной функции из-за его неинвазивности и возможности активировать несколько
спинальных центров регуляции дыхания, что важно для полноценной регуляции
акта дыхания.

Целью написания обзора был критический анализ частоты и обоснованности
использования каждого из методов электростимуляции дыхания в клинической
практике на основании работ, опубликованных в последнее десятилетие. Особое
внимание уделено методам электростимуляции спинного мозга, в том числе ново-
му методу чрескожной стимуляции спинного мозга, так как этот метод может оди-
наково успешно быть использован как в фундаментальных исследованиях функ-
ции внешнего дыхания, так и в клинической практике.

Настоящий обзор был проведен в соответствии с правилами PRISMA (Предпо-
чтительные элементы отчетности для систематических обзоров и мета-анализов)
[2]. Основной вопрос, на который был направлен этот обзор: “как влияет каждый
из методов электрической стимуляции на дыхательную систему”. Систематиче-
ский поиск литературы на русском и английском языках проводили среди публи-
каций, появившихся с мая 2012 г. по сентябрь 2022 г. в следующих электронных ба-
зах: Pubmed, Google Scholar, Scopus, Web of Science, RSCI. В обзор вошли исследо-
вания на животных моделях, здоровых добровольцах и пациентах с парезом
дыхательной мускулатуры, также были проанализированы ретроспективные кли-
нические исследования и обзоры литературы.

Чтобы выбрать статьи, соответствующие цели обзора, поиск проводили с ис-
пользованием в качестве основных ключевых слов: “электрическая стимуляция” и
“электростимуляция”, в качестве дополняющих терминов: “дыхательная система”,
“дыхание”, “диафрагма”, “диафрагмальный нерв”, “мышцы вдоха”, “мышцы вы-
доха”, “чрескожная стимуляция”. Критериями включения в обзор клинических
статей являлись представление рандомизированных и/или многоцентровых иссле-
дований. Для сравнения эффективности методов электростимуляции, длительно-
сти курса воздействия и фактора оценки сохранности достигнутого эффекта статьи
отбирали по принципу наличия контрольной группы. Отдельно анализировали ре-
троспективные исследования, которые были проведены для оценки качества жиз-
ни пациентов с вживленными электростимуляторами диафрагмального нерва и
пациентов, прошедших курс эпидуральной стимуляции спинного мозга. Методу
эпидуральной стимуляции спинного мозга уделено большое внимание, так как
этот метод применяется как в клинических задачах регуляции дыхательной си-
стемы при парезе дыхательных мышц, так и в электрофизиологических исследо-
ваниях топической локализации дыхательных интернейронов. Статьи, в которых
приводились результаты по изучению топических эффектов эпидуральной сти-
муляции в моделях на животных, включали в обзор только в тех случаях, когда
авторы декларировали соблюдение этических стандартов работы с лабораторны-
ми животными.

Части обзора представляют результаты, полученные при стимуляции разных
структур, обеспечивающих функцию внешнего дыхания: дыхательные мышцы,
нервы, иннервирующие эти мышцы, и спинномозговые дыхательные центры.

ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ СТИМУЛЯЦИЯ ДЫХАТЕЛЬНЫХ МЫШЦ

Абдоминальная функциональная электростимуляция
Электростимуляция мышц много лет успешно применяется в качестве трениру-

ющего и восстановительного метода, способствующего улучшению функциональ-
ного состояния скелетной мускулатуры. Абдоминальную функциональную элек-
тростимуляцию (аФЭС) мышц применяют при нарушениях функционирования
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дыхательной системы различной этиологии и патогенеза: после травмы спинного
мозга (ТСМ), при тетраплегии, парапарезе. Чрескожная аФЭС способна вызывать
сокращения мышц брюшного пресса даже при их парезе после ТСМ [3]. Авторы
показали, что у пациентов с тетраплегией в остром периоде после ТСМ курс аФЭС
(20–40 мин в день, 5 раз в неделю в течение 4 нед., 30 Гц, 30–105 мА, длительность
импульсов 100–500 мкс) уменьшил длительность искусственной вентиляции лег-
ких (ИВЛ) на 11 дней по сравнению с контрольной группой, пациенты которой не
получали аФЭС.

Долгое время при применении метода аФЭС отсутствовала стандартизация про-
токола наложения стимуляционных электродов. Одну пару или несколько пар ано-
дов и катодов размещали в пределах одной или соседних мышц живота (рис. 1a).
В исследовании с участием здоровых добровольцев были проанализированы эф-
фекты, достигаемые при различных положениях электродов на стенке живота. Бы-
ло продемонстрировано, что при постериолатеральном наложении пары анод–катод
достигается максимальная активация экспираторной мускулатуры [4] (рис. 1b). Ис-
пользовали электроды размером 4 × 18 или 4 × 14 см; диагонально располагая элек-
троды такого размера, экспериментаторы при стимуляции одновременно активи-
ровали многие мышц живота.

Именно эта схема наложения стимуляционных электродов используется в со-
временных исследованиях аФЭС. Например, Butler с соавт. обнаружили, что по-
верхностная стимуляция постериолатеральных мышц живота у пациентов с ТСМ
на уровне сегмента Т6 или выше приводит к увеличению пикового и среднего по-
токов выдоха на 36 и 80% соответственно, увеличивает дыхательные объемы на
41%, а также уменьшает риск респираторных осложнений [5].

Анализ клинических исследований, проведенный в 2019 г., показал, что у паци-
ентов с парезом дыхательной мускулатуры вследствие ТСМ при прохождении кур-
са аФЭС длительностью от 6 недель облегчается самостоятельное дыхание, проис-
ходит очищение дыхательных путей, улучшается секреторная функция легких [6].

Таким образом, основная цель, для которой может быть использована аФЭС в
клинике – это снижение риска респираторных осложнений, вызванных плохо от-
деляемым секретом в дыхательных путях при парезе дыхательной мускулатуры.

Рис. 1. (а) – варианты наложения стимуляционных электродов для проведения аФЭС, по [3]; (b) – по-
стериолатеральное наложение электродов для активации экспираторной мускулатуры с максимальной
эффективностью, по [4].

a b



1413РЕГУЛЯЦИЯ ДЫХАНИЯ ЧЕЛОВЕКА

Чрескожная электростимуляция диафрагмы
Чрескожная электрическая диафрагмальная стимуляция (ЧЭДС) направлена на

активацию и тренировку интактных мышечных волокон, вызывающих сокраще-
ние диафрагмы. Применение ЧЭДС предотвращает мышечную гипотрофию, в том
числе у пациентов с нервно-мышечными заболеваниями и у пациентов, зависимых
от ИВЛ [7, 8].

В ретроспективном исследовании анализировали медицинские документы па-
циентов, находившихся в реанимации вследствие ТСМ шейного отдела в 2007–
2016 гг. [7]. Из 13 пациентов с трахеостомой 4 пациента получали 7-недельный курс
ЧЭДС (30 Гц, 60 мА, длительность импульса 1 мс), 6 пациентов прошли по стан-
дартному протоколу ИВЛ, остальные пациенты были исключены из анализа из-за
неполноты данных или смерти. Электроды для ЧЭДС располагали билатерально
по средней подмышечной линии между 6–7-ми и 7–8-ми ребрами и над мечевид-
ным отростком. Курс ЧЭДС приводил к увеличению силы инспираторных мышц,
сокращению количества дней в реанимации, снижению потребности в ИВЛ. От-
сутствие потребности в ИВЛ было ключевым показателем, при котором завершался
курс ЧЭДС; средняя продолжительность курса составила 47 сессий. Все 4 пациента
были сняты с ИВЛ. Последнее наиболее актуально в ходе дыхательной реанимации.

ЧЭДС применяли также и у пациентов с COVID-19, находящихся в реанимации
на ИВЛ (биполярные волны с частотой стимуляции 30 Гц, длительностью импуль-
са 400 мкс и временем нарастания 0.7 с). Интенсивность ЧЭДС постепенно увели-
чивали до тех пор, пока не наблюдалось видимое сокращение мышц. Время и ча-
стота применения ЧЭДС – 30 мин в день, 5 дней в неделю. Во время каждого сеан-
са прямоугольные электроды помещались в парастернальную область рядом с
мечевидным отростком в области 6-го и 7-го межреберий на одной линии со сред-
ней подмышечной линией. У лиц, находившихся на ИВЛ и получавших сеансы
ЧЭДС, в конце исследования наблюдалось увеличение минутного объема на 0.64
(0.67–2.3) л, тогда как в группе пациентов только с ИВЛ минутный объем снизился
на 1.2 (2.5–0.78) л. Различия были статистически значимыми (р = 0.01) [8].

По мнению Postma и соавт. протоколы ЧЭДС не стандартизированы, не выра-
ботаны рекомендации для лечения пациентов в критическом состоянии. Также
выборки пациентов в исследованиях влияния ЧЭДС достаточно малы (n = 4–12) и
не доказана сохранность воздействия в ретроспективных исследованиях [9].

ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ СТИМУЛЯЦИЯ ДИАФРАГМАЛЬНОГО НЕРВА

Электростимуляция дыхания у пациентов с травмами и другими повреждениями
шейного отдела спинного мозга, зависимых от ИВЛ, имеет долгую историю, на-
считывающую более 2 столетий. ИВЛ сопровождается нефизиологическим повы-
шением транспульмонального давления и нефизиологическим изменением плев-
рального давления во время вентиляции, поэтому при длительной ИВЛ вентиля-
ционная способность легких снижается, в связи с чем применяются различные
способы стимуляции нервов и мышц, участвующих в акте дыхания [10].

Инвазивная стимуляция диафрагмального нерва в области шеи и грудной клет-
ки приводит к активации сокращений диафрагмы. Известно, что прямая электри-
ческая стимуляция диафрагмального нерва вызывает синхронную активацию ак-
сонов в электрическом поле, при которой генерируется ритмичный паттерн дыха-
ния [11]. Этот метод считается безопасным и практичным способом обеспечения
респираторной поддержки у зависимых от ИВЛ пациентов с травмой шейного от-
дела спинного мозга [12, 13]. С помощью эндоскопии имплантируемые электроды
вводят на уровне 2-, 3- или 4-го межреберья (рис. 2), крепят к диафрагмальным
нервам в направлении верхнего средостения и подключают к внешнему стимуля-
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тору [14]. Этот метод может быть использован на раннем этапе лечения для сниже-
ния необходимости использования ИВЛ в отделениях интенсивной терапии.

В ретроспективном исследовании, проведенном в 2011 г., показано, что после
того, как 37 пациентам с повреждением спинного мозга на шейном уровне были
имплантированы стимуляторы диафрагмального нерва, у 98% пациентов при сти-
муляции дыхательный объем стал на 15% больше дыхательного объема до стимуля-
ции [16].

Недавно были проанализированы многочисленные доклинические и клиниче-
ские исследования, направленные на восстановление произвольного дыхания у
пациентов с ТСМ выше диафрагмальных ядер, и сделан вывод о возможности пол-
ного восстановления дыхания с использованием стимуляции диафрагмального
нерва [17].

В исследовании 2018 г. показано, что у 5 из 92 пациентов с ТСМ, получавших
электростимуляцию диафрагмального нерва, полностью восстановилась функция
дыхания, причем двум из них смогли удалить стимуляторы [18]. В подгруппе лиц,
которым проводили стимуляцию диафрагмального нерва в первый год после ТСМ,
73% пациентов успешно отключались от аппарата ИВЛ на 24 ч в сутки, а в подгруп-
пе пациентов, которых стимулировали через 2 года после травмы, такой результат
был достигнут в 51% случаев. Авторы пришли к выводу, что раннее использование
диафрагмального стимулятора приводит к благоприятным исходам и улучшает ка-
чество жизни людей с дыхательной дисфункцией после ТСМ.

К ограничениям метода следует отнести следующие особенности. Стимуляция
диафрагмального нерва подходит пациентам с ТСМ выше С4, поскольку в таком
случае на уровне С3–С5 сохраняется целостность диафрагмального нерва [19].
У пациентов с тетраплегией, развившейся вследствие ТСМ, имплантация диафраг-
мального стимулятора для восстановления дыхательной функции невозможна из-
за недостаточной функциональной активности диафрагмальных нервов [20]. Важ-
но также учитывать тот факт, что при стимуляции диафрагмальных нервов иници-
ируется вдох, но не инициируется выдох.

Рис. 2. Стимуляция диафрагмального нерва (по [15]).
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ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ СТИМУЛЯЦИЯ СПИННОГО МОЗГА

Большой интерес вызывают результаты исследований влияния электрической
стимуляции спинного мозга (ССМ) на физиологические функции (кардиореспи-
раторная, двигательная, выделительная) и возможность активно менять эти ре-
зультаты, меняя место и параметры стимуляции. На данный момент накоплен
большой опыт применения ССМ при лечении хронической неизлечимой боли раз-
ной этиологии [21, 22]. На тысячах пациентов по всему миру показано, что для ле-
чения болевого синдрома шеи и верхних конечностей эффективен метод высоко-
частотной стимуляции (от 10 кГц) [23, 24], а низкочастотная ССМ (до 100 Гц) при-
меняется при болях в нижних конечностях [25].

В последние 15 лет показано, что сочетание как инвазивной, так и неинвазивной
электростимуляции спинного мозга с двигательными воздействиями эффективно
для восстановления произвольных движений и самостоятельной ходьбы у пациен-
тов, парализованных вследствие ТСМ [26–29]. Использование ССМ для двига-
тельной реабилитации основано на доказанном эффекте активации спинальной
локомоторной нейросети и пулов мотонейронов при стимуляции поясничного
утолщения спинного мозга [30–32]. Неинвазивный метод ЧССМ в последние годы
все чаще применяют для управления локомоцией [33].

Одним из преимуществ чрескожной стимуляции относительно эпидуральной
ССМ является возможность оказания мультисегментарного воздействия на спин-
ной мозг [34]. Недавно был разработан неинвазивный спинальный нейропротез,
использующий это преимущество, активирующий сгибатели и разгибатели ног в
зависимости от фаз шага, предназначенный для облегчения ходьбы при гемипаре-
зе вследствие инсульта [35]. В нейропротезе проводится непрерывная ЧССМ цен-
трального генератора шага на уровне позвонков Т11–Т12, чтобы облегчить локо-
моцию, дополнительно осуществляют непрерывную стимуляцию шейного генера-
тора на уровне позвонков С5–С6 для активации движений рук, сопровождающих
ходьбу, и увеличения возбудимости нисходящих путей. На фоне непрерывной ак-
тивации центральных генераторов происходит фазозависимая стимуляция кореш-
ков спинного мозга на стороне пареза, на уровне позвонков Т11 для активации па-
ретичных мышц-сгибателей во время фазы переноса и L1 для активации паретич-
ных мышц-разгибателей в фазе опоры.

В спинном мозге локализована сеть дыхательных интернейронов, которая обес-
печивает формирование дыхательного паттерна в эфферентный моторный выход,
координирует активность дыхательных мышц, координирует дыхательные, локо-
моторные и постуральные движения [36] (рис. 3).

Дыхательный ритм, генерируемый в стволе головного мозга, передается на
спинномозговые нейроны через бульбоспинальные премоторные нейроны. Верх-
ние шейные интернейроны находятся в пределах сегментов C1–C2 и могут генери-
ровать ритм дыхания. Шейные и поясничные центральные генераторы локомотор-
ных паттернов могут воспроизводить ритмические паттерны, регистрируемые на
дыхательных нервах. Дыхательные интернейроны модулируют бульбоспинальный
ритм и координируют активность между моторными пулами. Интернейроны могут
переключаться между задачами и, вполне вероятно, что классификация интерней-
ронов не статична. Респираторные афференты и афференты мышц конечностей
проецируются на спинномозговые мотонейроны и могут модифицировать генера-
цию дыхательных паттернов. 

ЭПИДУРАЛЬНАЯ СТИМУЛЯЦИЯ СПИННОГО МОЗГА

Локализация электродов и частота ССМ являются критическими детерминанта-
ми результата эпидуральной ССМ. Метод эпидуральной стимуляции в исследова-
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Рис. 3. Схема расположения дыхательных и двигательных центров и нервов в спинном мозге, по [36].
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ниях дыхательной системы, в первую очередь, использовался как единственный
электрофизиологических метод детекции респираторных интернейронов (по по-
тенциалу действия).

Эпидуральная стимуляция в моделях на животных
Большая часть работ, направленных на топическую диагностику респираторных

эффектов эпидуральной стимуляции, проведена на животных моделях. Так, на
крысах было показано, что активация шейных и грудных интернейронов связана с
дыханием [37]. Было продемонстрировано, что у кошки проприоспинальные ней-
роны C1–C3 получают фазное возбуждение во время вдоха и торможение во время
выдоха [38]. Нейроны из этой области проецируются в пределах моторного пула
диафрагмы [39]. Интернейроны на уровне С3–С6 у децеребрированных кошек
также активируются в зависимости от дыхательного цикла [40, 41]. У 35 кроликов
на уровне С3–С6 в вентральных рогах дорсально и дорсо-медиально от диафраг-
мального моторного пула были зарегистрированы 63 интернейрона, из которых
54% инспираторные и 46% экспираторные [42]. Эти электрофизиологические ре-
зультаты легли в основу дальнейших исследований, позволивших управлять актом
дыхания у спинализированных собак. Так, высокочастотная стимуляция вентраль-
ной поверхности T2 сегмента спинного мозга (300 Гц, 0–6 мА, 0.2 мс) у 11 собак ак-
тивировала локальные пулы диафрагмальных мотонейронов через спинномозго-
вые пути, расположенные в латеральных канатиках, тогда как верхние шейные интер-
нейроны оставались незадействованными [43]. Современные исследования на
собаках (2017–2019 гг.) показали, что при стимуляции вентральных сегментов на
уровне грудного отдела достигается эффект активации инспираторных мышц [44, 45],
тогда как при стимуляции нижнегрудных и поясничного отделов достигается эф-
фект активации экспираторных мышц [46–48].

Известно, что из-за схожей организации корково-спинномозговых путей при-
матов и респираторных бульбоспинномозговых путей грызунов последние могут
быть также пригодны для изучения функционального восстановления дыхатель-
ных мышц после воспроизведения эффекта ТСМ (частичной или полной гемисек-
ции) [49]. С помощью интраспинальной микростимуляции на уровне сегмента C3
(внутри диафрагмального моторного пула) как у интактных крыс, так и у крыс с
ТСМ, можно напрямую успешно активировать мотонейроны диафрагмы [50]. Это
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позволяет реанимировать поврежденную диафрагму и модулировать ее активность
для увеличения объема вдоха. У крыс при неполной ТСМ высокочастотная эпиду-
ральная стимуляция на уровне С4 и T2 приводит к асинхронной активации дыха-
тельных мотонейронов, что вызывает спонтанное дыхание [51].

Эпидуральная стимуляция в клинической практике

В исследованиях с участием пациентов с тетраплегией вследствие ТСМ было по-
казано, что сочетанная стимуляция сегментов T9, T11 и L1 вызывает кашлевой акт
за счет сокращения экспираторных мышц [52]. В ретроспективном исследовании
продемонстрировано, что в течение 4.6 лет все пациенты продолжали регулярно
использовать устройство эпидуральной стимуляции. В результате контрольные по-
казатели качества жизни и респираторной функции оставались высокими: среднее
значение максимального давления в дыхательных путях при дыхании, вызванном
эпидуральной стимуляцией, удерживалось на уровне 108 ± 23 см H2O. При этом
потребность в профессиональной помощи лиц, осуществляющих уход, заметно сни-
зилась, что позволило пяти пациентам из девяти передвигаться самостоятельно [53].

Описан клинический случай, в котором пациенту (9 лет) с полным анатомиче-
ским прерыванием спинного мозга на уровне С2 в ходе малоинвазивной операции
ввели в эпидуральное пространство электрод на уровне С2–С4 позвонков. Паци-
ент находился все время под аппаратом ИВЛ, длительность эпизодов самостоя-
тельного дыхания не превышала 2 мин. Процесс увеличения возможностей само-
стоятельного дыхания пациента осуществлялся в четыре последовательных этапа.
Первый – разработка и реализация режимов электростимуляции, соответствую-
щих дыхательным паттернам с частотой следования 12, 15 и 20 циклов в мин (10 Гц,
длительность импульсов 2500 мкс); в течение этого этапа длительность эпизодов
самостоятельного дыхания увеличилась. В течение второго периода (5 дней) спо-
собность пациента к самостоятельному дыханию выросла с 9 до 16.5 мин. На тре-
тьем этапе (4 нед.) электростимуляцию проводили 4 раза в день по 15 мин при са-
мостоятельном дыхании пациента одновременно с аудиовизуальной поддержкой.
В начале четвертого этапа пациенту имплантировали устройство для хронической
электростимуляции. Через 6 мес. после выписки из стационара пациент продолжил
самостоятельно дышать при одновременной стимуляции 3 раза в день по 20 мин [54].

В табл. 1 обобщены эффекты эпидуральной ССМ, полученные на децеребриро-
ванных животных моделях и в клинических исследованиях на пациентах с ТСМ.
Доказано, что стимуляция шейного отдела (верхнешейного, среднешейного) ведет
к активации диафрагмального дыхания, при сочетанной стимуляции нескольких
уровней достигается эффект спонтанного дыхания, а стимуляция тораколюмбаль-
ного отдела сопровождается активацией экспираторных мышц и инициирует
кашлевой акт.

В небольшом количестве клинических исследований показано, что регулярная
ССМ сопровождается улучшением дыхательной функции, нормализацией секре-
торной функции легких и повышением качества жизни пациентов. Однако накоп-
ленных данных недостаточно, чтобы однозначно соотнести место стимуляции, па-
раметры стимуляции и эффекты, которые оказывает инвазивная электростимуля-
циия спинного мозга на дыхание. Метод эпидуральной ССМ для регуляции
дыхания не получил широкого применения в клинической практике, вероятно, в
связи с рисками, связанными с хирургическим вмешательством, и недостаточно-
стью данных об эффективности этого воздействия.
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ЧРЕСКОЖНАЯ СТИМУЛЯЦИЯ СПИННОГО МОЗГА

В настоящее время исследования влияния ЧССМ на функцию внешнего дыха-
ния проводятся, как правило, на здоровых добровольцах.

Миняевой с соавт. в исследовании с участием 10 здоровых добровольцев было
показано, что динамические изменения параметров легочной вентиляции и газо-
обмена при ЧССМ на уровне позвонков Т11–Т12, над сегментами спинного мозга,
в которых локализован центральный шагательный генератор (рис. 3), связаны с
вызываемыми стимуляцией шаговыми движениями [57].

В следующем исследовании с участием здоровых добровольцев получены дан-
ные о регуляции активности дыхательной мускулатуры с помощью ЧССМ (30 Гц,
модулированные частотой 5 кГц). Испытуемые находились в положении полуле-
жа, ЧССМ производили на уровне T12–L1 позвонков. Интенсивность ЧССМ под-
бирали индивидуально, ориентируясь на интенсивность одиночных монополяр-
ных импульсов длительностью 1 мс и частотой 1 импульс в 2–3 с, вызывавшую
двигательный ответ в мышцах нижних конечностей. Рабочий диапазон токов со-
ставил 30–90 мА. Неинвазивная стимуляция в состоянии покоя вызвала достовер-
ное уменьшение глубины дыхания на 0.10 ± 0.03 л за счет синхронного уменьше-
ния продолжительности и скорости как вдоха, так и выдоха [58].

В исследовании 2020 г. пациенту 39 лет с тетраплегией, развившейся вследствие
травмы ныряльщика на уровне C5, провели курс ЧССМ [59]. Перед курсом паци-
ент сообщал о нарушении функции дыхания и снижении способности кашлять и
отхаркивать мокроту, особенно в положении лежа. В течение двух недель высоко-
частотную стимуляцию (10 кГц) чередовали с низкочастотной (30 Гц), также чере-
довали локализацию электродов на уровне C3–C4, C5–C6 и T1–T2. В результате
увеличился объем вдоха и выдоха и увеличилась громкость кашлевого акта с 80 дБ
до 86 дБ.

Таким образом, показана принципиальная возможность использования метода
ЧССМ для регуляции дыхания. Метод ЧССМ, не связанный с рисками хирургиче-
ского вмешательства, является удобным инструментом для исследований роли
центров спинного мозга в управлении внешним дыханием у человека. Актуальным
остается вопрос, возможна ли регуляция активности моторных ядер дыхательных
мышц и “дыхательного генератора”, локализованных в грудном и шейном отделах
спинного мозга, с помощью ССМ [60].

Представляет интерес создание “дыхательного нейропротеза” по аналогии с не-
инвазивным спинальным нейропротезом, облегчающим ходьбу [35]. Используя
метод ЧССМ, можно воздействовать на разные отделы спинного мозга и таким об-
разом инициировать дыхание, усиливать активность диафрагмы, инспираторных и
экспираторных мышц в соответствующие их активности фазы дыхательного цик-
ла. Большинство сегментов спинного мозга иннервируют как инспираторные, так
и экспираторные мышцы (рис. 3), однако можно надеяться, что, размещая элек-
троды для ЧССМ в одном месте, можно получить разные эффекты на дыхание, ис-
пользуя разные параметры стимуляции. За многие годы использования ССМ для
купирования боли показано, что основные параметры стимуляции (амплитуда, дли-
тельность импульса, частота) влияют на терапевтический эффект, так как от них за-
висит доставка электрического заряда в разные локусы спинного мозга [61–63].

Таким образом, сейчас ЧССМ является удобным инструментом для изучения
функций спинного мозга в регуляции дыхания, в перспективе ЧССМ может стать
доступным и эффективным методом восстановления дыхания у пациентов с паре-
зом дыхательной мускулатуры.



1420 ШАНДЫБИНА и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Среди всех методов электростимуляции, рассмотренных в обзоре, больше всего
данных о стимуляции диафрагмального нерва, которую применяют в клинике для
восстановления дыхания у пациентов с высокой тетраплегией, вызывающей пара-
лич дыхания. Это метод с хорошо предсказуемым результатом, так как физиологи-
ческий механизм эффекта известен. К тому же – это малоинвазивный метод. Од-
ним из основных ограничений применения электростимуляции диафрагмального
нерва является то, что он подходит только пациентам с ТСМ выше сегмента С4.
Также серьезными недостатками этого метода является то, что он приводит к акти-
вации вдоха и не влияет на выдох, а также может вызывать утомление мышц, так
как синхронно активирует все аксоны в электрическом поле. Электростимуляция
дыхательных мышц применяется при нарушениях активности дыхательной систе-
мы разной этиологии, эти методы электростимуляции неинвазивны, однако они
не стандартизированы, и поэтому их применяют редко. Очевидно, что изучение
физиологии дыхательных мышц, связи активности диафрагмы, абдоминальных,
межреберных дыхательных мышц с фазами дыхательного цикла являются перспек-
тивными направлениями исследований, так как эти знания позволят уточнить су-
ществующие клинические протоколы электростимуляции мышц для регуляции
функцией внешнего дыхания.

ССМ имеет потенциальное преимущество перед стимуляцией мышц и диафраг-
мального нерва, основанное на том, что в спинном мозге находятся нейрональные
структуры, контролирующие весь дыхательный цикл. Следовательно, стимулируя
разные зоны спинного мозга, можно контролировать разные фазы дыхательного
цикла и использовать этот метод при большом разнообразии причин, вызывающих
нарушение дыхания. Исследования, проводимые на животных с использованием
эпидуральной ССМ, демонстрируют это. В клинике эпидуральная ССМ применя-
ется исключительно редко – опубликованы единичные клинические случаи с ис-
пользованием этого метода. Очевидно, что серьезные риски осложнений, связан-
ные с имплантацией системы для ССМ, тормозят применение эпидуральной сти-
муляции в клинике. Также очевидно, что современный уровень знаний о роли
структур спинного мозга в регуляции дыхательного цикла еще недостаточен, чтобы
пренебречь рисками ради предсказуемого результата, как это происходит в случае
применения ССМ для купирования боли.

В последние несколько лет показана принципиальная возможность использова-
ния метода ЧССМ для регуляции дыхания. Этот неинвазивный метод имеет хоро-
шие перспективы клинического использования для восстановления дыхательной
функции у пациентов с нарушениями внешнего дыхания при разных патологиях, а
также является удобным инструментом для исследований роли спинальных цен-
тров в управлении внешним дыханием у человека. Кроме того, технические осо-
бенности метода ЧССМ позволяют одновременно воздействовать на разные зоны
спинного мозга. Таким образом, можно думать о дыхательном спинальном нейро-
протезе, который будет управлять функцией внешнего дыхания, модулируя актив-
ность дыхательных центров, усиливая сокращение инспираторных и экспиратор-
ных мышц в соответствующие их активности фазы дыхательного цикла. Мы свя-
зываем большие надежды с использованием метода ЧССМ для получения новых
знаний о механизмах регуляции функции внешнего дыхания у человека.

ОГРАНИЧЕНИЯ

В настоящем обзоре рассмотрено клиническое применение методов электростимуляции
дыхания в контексте одной нозологии, травмы спинного мозга.
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The review considers modern methods of electrical stimulation used to regulate the
function of external respiration in humans. Methods include abdominal functional stim-
ulation of the respiratory muscles, stimulation of the diaphragm, stimulation of the
phrenic nerve, epidural and transcutaneous stimulation of the spinal cord. Physiological
basis of their application is described along with the examples of their use in the clinic.
Stimulation parameters and electrode localization are listed for each of the methods. We
analysed the effectiveness of using each of the methods of electrical stimulation in pa-
tients with paresis of the respiratory muscles and the features of their use depending on
the level of spinal cord injury. Special attention is paid to the method of epidural stimu-
lation of the spinal cord since this method is used in electrophysiological studies on ani-
mal models and provides knowledge about the spinal levels of functional regulation of
external respiration. The review substantiates the great potential of using the method of
transcutaneous electrical spinal cord stimulation both in fundamental research on the
function of external respiration and in clinical practice.
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При ожирении инсулиновые и лептиновые пути в мозге и периферических тка-
нях ослабляются. В мозге одной из причин этого является нарушение транспорта
инсулина и лептина через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), показателем че-
го является изменение соотношения их концентраций в кровотоке и в структу-
рах мозга. Однако такие изменения при ожирении и влияние на них фармаколо-
гических препаратов практически не изучены. Цель работы состояла в оценке
уровней инсулина и лептина в структурах мозга (гипоталамусе, мозжечке) и их
соотношений с таковыми в крови у самцов крыс с ожирением, вызванным дли-
тельной комбинированной высококалорийной диетой, а также в изучении влия-
ния на эти показатели 4-недельного лечения крыс с ожирением с помощью мет-
формина (200 мг/кг/сутки), бромокриптина (0.6 мг/крысу/сутки) и интраназаль-
но вводимым инсулином (ИВИ) (0.5 МЕ/крысу/сутки) и их двухнедельной
обработки PI4, ингибитором фосфатазы 1B (PTP1B) (10 мг/кг/сутки). Показано,
что при ожирении на фоне гиперинсулинемии и гиперлептинемии ослабляется
транспорт инсулина и лептина через ГЭБ в гипоталамус и мозжечок, что приво-
дит к значительному возрастанию соотношений концентрации этих гормонов в
крови и структурах мозга. Лечение метформином не только нормализовало мета-
болические показатели и чувствительность к инсулину и лептину, но и в полной
мере восстанавливало уровни инсулина и лептина в мозге. Лечение ИВИ и бро-
мокриптином было менее эффективным. Обработка PI4 вызывала значительное
снижение массы тела и жировой ткани у крыс с ожирением, уменьшала потреб-
ление ими пищи, улучшала метаболические показатели и повышала чувстви-
тельность к инсулину и лептину. Ингибитор PTP1B также восстанавливал соот-
ношение концентраций инсулина и лептина в крови и структурах мозга, но не
вследствие повышения их уровня в мозге, как в случае метформина, а в результа-
те значительного снижения концентраций гормонов в крови. Полученные дан-
ные указывают на то, что лечение различными по химической природе и меха-
низмам действия препаратами, улучшающими метаболические и гормональные
показатели при ожирении, приводит к нормализации соотношения инсулина и
лептина на периферии и в ЦНС, восстанавливая, тем самым, инсулиновый и
лептиновый сигналинг в гипоталамусе и других отделах мозга и центральную ин-
сулиновую и лептиновую регуляцию метаболических процессов на периферии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Характерными особенностями ожирения, а также ассоциированных с ним мета-
болического синдрома и сахарного диабета 2-го типа являются развитие резистент-
ности тканей-мишеней к инсулину (ИР) и лептину (ЛР) и, как следствие, обуслов-
ленное этим нарушение регуляции множества физиологических и биохимических
процессов [1, 2]. В условиях снижения чувствительности тканей к инсулину и леп-
тину компенсаторно повышается продукция инсулина β-клетками поджелудочной
железы и лептина адипоцитами жировой ткани, что приводит к гиперинсулинемии
и гиперлептинемии. Мишенями инсулина и лептина у человека и животных явля-
ются не только периферические ткани, но и мозг, в первую очередь гипоталамиче-
ские структуры, через которые эти гормоны осуществляют центральную регуля-
цию метаболизма, контролируют функции нервной, эндокринной и других систем
организма [3–5]. В гипоталамических нейронах имеются все основные компонен-
ты инсулиновой и лептиновой систем, включая инсулиновые рецепторы (преиму-
щественно нейрональная форма) и полноразмерные лептиновые рецепторы ObRb
[3]. При этом лептин в ЦНС не синтезируется и поступает к структурам мозга толь-
ко из кровотока, посредством рецептор-опосредуемого эндоцитоза, в то время как
инсулин в мозге может синтезироваться только на ранних стадиях развития, а во
взрослом состоянии поступает в основном или исключительно с периферии, путем
трансцитоза с участием инсулиновых рецепторов [6–8]. Вследствие этого актив-
ность регулируемых инсулином и лептином сигнальных систем в гипоталамусе и
других отделах мозга в значительной степени определяется эффективностью их
транспорта через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) из кровотока.

Нами ранее было продемонстрировано снижение содержания лептина в гипота-
ламусе у крыс с диета-индуцированным ожирением и у агути-мышей с генетиче-
ски-обусловленным ожирением, несмотря на значительное повышение его кон-
центрации в крови [9, 10]. Нарушение транспорта лептина в мозг было показано и
другими авторами на моделях ожирения у мышей [11–13]. На фоне выраженной
гиперинсулинемии у агути-мышей нами было обнаружено снижение в гипотала-
мусе содержания инсулина [10]. Помимо нашего исследования имеется лишь одна
работа, авторы которой продемонстрировали снижение уровня инсулина в цере-
броспинальной жидкости крыс с диабетом 2-го типа [14]. Уровень инсулина в ги-
поталамусе и других структурах мозга при диета-индуцированном ожирении до на-
стоящего времени не изучался. Улучшение транспорта инсулина и лептина через
ГЭБ может рассматриваться как один из перспективных путей для нормализации
инсулинового и лептинового сигналинга в гипоталамусе при метаболических рас-
стройствах. Однако исследования влияния различных фармакологических препа-
ратов, используемых для улучшения чувствительности тканей к инсулину и лепти-
ну, на их транспорт через ГЭБ и на соотношение концентраций инсулина и лепти-
на на периферии и в мозге отсутствуют.

Основываясь на вышесказанном, целью работы было изучить соотношение
уровней инсулина и лептина в крови, гипоталамусе и мозжечке самцов крыс с ожи-
рением, вызванным длительной высококалорийной диетой, и оценить влияние на
него лечения животных метформином, интраназально вводимым инсулином
(ИВИ), бромокриптином и этил 3-(гидроксиметил)-4-оксо-1,4-дигидроциннолин-
6-карбоксилатом (PI4), ингибитором протеинфосфотирозинфосфатазы 1B (PTP1B).
Выбор препаратов был обусловлен следующими фактами (рис. 1). Метформин, ко-
торый применяется для лечения сахарного диабета 2-го типа, ожирения и метабо-

EDN: SSNJRU
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лического синдрома, в значительной степени повышает чувствительность тканей к
инсулину и лептину, нормализуя, тем самым, углеводный и липидный обмен [15, 16].
Синтезированное и изученное нами ранее соединение PI4 посредством ингибиро-
вания активности фосфатазы PTP1B, негативного регулятора инсулинового и леп-
тинового сигналинга, ослабляет ИР и ЛР, подавляет потребление пищи и снижает
массу тела, что указывает на его перспективность для коррекции ожирения и дру-
гих метаболических расстройств [17]. С этой целью в настоящее время разрабаты-
ваются и другие классы ингибиторов PTP1B [18–20]. ИВИ, минуя ГЭБ, восполня-
ет дефицит инсулина в мозге и, тем самым, активирует инсулиновые сигнальные
пути и опосредованно влияет на лептиновую сигнализацию, которая в гипоталаму-
се положительно ассоциирована с инсулиновыми сигнальными путями [3, 21, 22].
При ожирении D2-дофаминовая сигнализация в ЦНС, в том числе в гипоталамусе,
ослабляется, вследствие чего для ее компенсации может быть использована тера-
пия D2-агонистом бромокриптином [3, 23]. Лечение пациентов с диабетом 2-го типа
с помощью бромокриптина нормализует массу тела и улучшает глюкозный гомео-
стаз, что связывают с улучшением чувствительности к инсулину и лептину [24, 25],
причем такое лечение наиболее эффективно при наличии у пациентов ожирения и
сердечно-сосудистых дисфункций [26]. Наряду с уровнями инсулина и лептина в
крови и структурах мозга мы оценивали влияние избранных для изучения препара-
тов на массу тела и жировой ткани, пищевое поведение, глюкозный гомеостаз,
уровни липидов, стимулированные глюкозой уровни инсулина и лептина, а также
на генную экспрессию рецепторов инсулина и лептина и фермента PTP1B в гипо-
таламусе. Выбор мозжечка был обусловлен необходимостью оценить изменение
транспорта инсулина и лептина через ГЭБ не только в гипоталамусе, но и в других

Рис. 1. Мишени действия метформина, интраназально вводимого инсулина, бромокриптина и PI4, ин-
гибитора PTP1B, и их возможное влияние на инсулиновый и лептиновый сигналинг в гипоталамусе
при ожирении.
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отделах мозга, чтобы исключить трактовку выявленных изменений как специфич-
ных только для гипоталамуса.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все эксперименты, включающие уход за животными, их использование для изу-
чения метаболических и гормональных показателей, а также лечение с помощью
фармакологических препаратов осуществляли в строгом соответствии с требования-
ми Этического комитета ИЭФБ РАН (протокол № 05-04/2021 от 27.04.2021 г.), Euro-
pean Communities Council Directive 1986 (86/609/EEC) и “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals”.

В экспериментах использовали самцов крыс Вистар, которых содержали в стан-
дартных условиях вивария. Ожирение вызывали переводом животных на 26-й день
после рождения (P26) на комбинированную высококалорийную диету. Она включала
потребление насыщенных жиров в виде маргарина (5–7 г маргарина/крысу/сутки, в
зависимости от возраста) как дополнение к стандартному сухому корму и потреб-
ление 30%-ного раствора сахарозы вместо питьевой воды. Контрольные крысы по-
требляли стандартный сухой корм и обычную воду. Крысы экспериментальных
групп находились на диете в течение трех с половиной месяцев, после чего их те-
стировали, отбирая животных с повышенной массой тела (на 10% выше среднего
значения в контрольной группе), повышенным уровнем постпрандиальной глюко-
зы (на 25% выше среднего значения в контрольной группе), а также с нарушенной
толерантностью к глюкозе, которую оценивали с помощью интраперитонеального
глюкозотолерантного теста (ИГТТ). При проведении ИГТТ крысам в/б вводили
раствор глюкозы из расчета 2 г/кг и измеряли уровень глюкозы в крови до и через
15, 30, 60 и 120 мин после нагрузки. По результатам ИГТТ рассчитывали интегри-
рованную площадь под глюкозной концентрационной кривой (AUC0–120), которая
у крыс, отобранных для дальнейших исследований, была не менее чем на 10% вы-
ше средних значений в контрольной группе.

Отобранных животных с ожирением случайным образом делили на 5 групп (в
каждой по 6 животных): крысы с ожирением без лечения (ОЖ), крысы с ожирением,
леченные в течение 4 нед. метформином (200 мг/кг/сутки, перорально) (ОЖ + МФ),
инсулином (0.5 МЕ/крысу, интраназально) (ОЖ + ИВИ) и бромокриптином (0.6 мг/кг/сут-
ки, перорально) (ОЖ + БК), а также крысы с ожирением, обрабатываемые в тече-
ние двух недель этил 3-(гидроксиметил)-4-оксо-1,4-дигидроциннолин-6-карбок-
силатом (PI4, 10 мг/кг/сутки, в/б) (ОЖ + PI4). Выбор используемых доз препара-
тов был основан на результатах предварительных экспериментов и наших
предыдущих исследований [17, 23, 27–29]. Соединение PI4 было синтезировано с
помощью реакции Соногаширы, катализируемой ациклическими диаминокарбе-
новыми комплексами палладия (II), и реакции Рихтера, используемой для форми-
рования циннолинового ядра, как описано ранее [17]. Структура соединения PI4
была доказана с помощью ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии высокого
разрешения: 1) 1H-ЯМР (400 MHz, DMSO-d6), δ: 13.56 (s, 1H), 8.61 (d, J = 1.8 Hz, 1H),
8.22 (dd, J = 8.9, 1.9 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 5.00 (s, 1H), 4.54 (s, 2H), 4.36 (q,
J = 7.1 Hz, 2H), 1.36 (t, J = 7.1 Hz, 3H); 2) 13C-ЯМР (101 MHz, DMSO), δ: 170.08,
165.28, 150.90, 143.77, 133.38, 126.92, 125.61, 121.45, 117.56, 61.55, 58.99, 14.63; 3) масс-
спектрометрия (C12H12N2O4) [M + H] + = 249.0883.

Лечение препаратами начинали через две недели после тестирования и распре-
деления крыс на группы, в случае PI4 – через 4 нед., при этом до и во время лече-
ния продолжая содержать крыс на высококалорийной диете. В день, когда живот-
ных декапитировали, лечение препаратами не проводили. Контрольным крысам
в/б вводили физиологический раствор. В процессе лечения оценивали массу тела
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животных и потребление корма (в килокалориях). За 3 дня до окончания экспери-
мента проводили ИГТТ, оценивая чувствительность к глюкозе, базовые и стиму-
лированные глюкозой уровни инсулина и лептина, а также уровень гликированно-
го гемоглобина. Образцы крови для определения уровней липидов и свободных
жирных кислот забирали непосредственно перед декапитацией. Забор крови из
хвостовой вены осуществляли в условиях местной анестезии, для которой исполь-
зовали раствор лидокаина (из расчета 2–4 мг/кг).

В конце эксперимента крыс наркотизировали хлоральгидратом (400 мг/кг, в/б),
декапитировали, забирали образцы тканей гипоталамуса и мозжечка, которые
тщательно отмывали от крови и тканевой жидкости, после чего их использовали
для определения гормонов и, в случае гипоталамуса, для оценки экспрессии целе-
вых генов. Уровни глюкозы в крови, в том числе при проведении ИГТТ, оценивали
с помощью тест-полосок “One Touch Select” (США) и глюкометра (“Life Scan
Johnson & Johnson”, Дания). Уровни инсулина и лептина в крови и образцах тка-
ней гипоталамуса и мозжечка измеряли с помощью ИФА-наборов “Rat Insulin
ELISA” (“Mercodia”, Швеция) и “ELISA for Leptin, Rat” (“Cloud-Clone Corp.”,
США), как описано ранее [10]. Уровень свободных жирных кислот (СЖК) измеряли с
помощью набора “NEFA FS kit” (“DiaSys”, Германия), содержание гликированного
гемоглобина – с помощью набора “Multi Test HbA1c System kit” (“Polymer Technology
Systems”, США), концентрацию триглицеридов и общего холестерина – с помощью
тест-полосок “Triglycerides multiCare-in” и “Cholesterol multiCare-in” (“Biochemical
Systems Int.”, Италия).

Для определения содержания лептина и инсулина в гипоталамусе и мозжечке
образцы тканей гомогенизировали в соотношении 1 : 10 в лизирующем буфере, со-
держащем 20 мМ Tris-HCl (рН 7.5), 150 мМ хлорида натрия, 2 мМ ЭДТА, 2 мМ ЭГТА,
0.25 М сахарозы, 0.5% Triton X-100, 0.5% дезоксихолата натрия, 15 мМ фторида на-
трия, 10 мМ глицерофосфата натрия, 10 мМ пирофосфата натрия, 1 мМ ортована-
дата натрия, 1 мМ фенилметилсульфонилфторида, 0.02% азида натрия и коктейль
ингибиторов протеаз (“Sigma-Aldrich”, США). Полученные гомогенаты центрифу-
гировали (10000 g, 5 мин) и измеряли концентрацию лептина и инсулина в надосадоч-
ной жидкости согласно инструкции производителя, как описано нами ранее [10].

Экспрессию мРНК для генов, кодирующих рецептор инсулина (InsR) и полно-
размерную форму рецептора лептина (ObRb), а также фермент фосфатазу PTP1B
(Ptp1b) осуществляли с помощью ПЦР в реальном времени, Для этого из ткани ги-
поталамуса выделяли тотальную РНК с помощью реагента Extract RNA (“Evrogen”, Рос-
сия). Обратную транскрипцию проводили с использованием набора “MMLV RT Kit”
(“Evrogen”, Россия), экспрессию оценивали с помощью амплификатора 7500 Real-
Time PCR System (“Thermo Fisher Scientific Inc.”, США). Для оценки экспрессии
генов в гипоталамусе крыс использовали следующие праймеры: для гена InsR – CT-
GGAGAACTGCTCGGTCATT (For) и GGCCATAGACACGGAAAAGAAG (Rev), для гена
ObRb – GCATGCAGAATCAGTGATATTTGG (For) и CAAGCTGTATCGACACT-
GATTTCTTC (Rev), для гена Ptp1b – CAACCGAGGAGGAACAAAAGG (For) и
CAGTCTGTCAGTGAAAACATACCCG (Rev). В качестве референсных использова-
ли ген 18S RNA и ген, кодирующий β-актин (Actb). Результаты анализировали ме-
тодом ΔΔСt и с использованием программного обеспечения 7500 Software v2.0.6 и
Expression Suite Software v1.0.3. Значения RQ рассчитывали по отношению к кон-
трольной группе животных, как описано ранее [27].

Статистический анализ полученных данных осуществляли с помощью программы
“Microsoft Office Excel 2007”. Результаты представляли как среднее ± стандартная
ошибка среднего (M ± SEM). Нормальность распределения оценивали с помощью
критерия Шапиро–Уилка. Для сравнения двух выборок с нормальным распределе-
нием использовали t-критерий Стьюдента, для сравнения трех и более групп –
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дисперсионный анализ с поправкой Бонферрони. Достоверными считали разли-
чия при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У крыс группы “ОЖ”, наряду со значительным повышением массы тела и жиро-
вой ткани, отмечали повышение уровней триглицеридов и общего холестерина
(табл. 1). Уровень гликированного гемоглобина в группе “ОЖ” имел тенденцию к
повышению, но значимо от контроля не отличался (p = 0.056). У крыс с ожирением
была нарушена толерантность к глюкозе, о чем свидетельствует более высокое рас-
положение концентрационной кривой для глюкозы в ИГТТ в сравнении с кон-
трольными крысами, а также повышенные значения уровня глюкозы через 120 мин
после глюкозной нагрузки и показателя AUC0–120 для глюкозных кривых в ИГТТ
(рис. 2). В группе “ОЖ” были повышены в сравнении с контролем уровни инсули-
на и лептина, как базовые, так и стимулированные глюкозой, а также рассчитан-
ные индексы ИР как до, так и через 120 мин после глюкозной нагрузки (рис. 3).
Одной из причин метаболических и гормональных расстройств является повы-
шенное потребление крысами группы “ОЖ” высококалорийной пищи (табл. 1).

Лечение метформином в значительной степени нормализовало эти показатели,
значимо снижая в сравнении с группой “ОЖ” массу тела и жировой ткани, долю
жировой ткани, потребление корма, уровни триглицеридов, СЖК, инсулина и
лептина, индекс ИР, а также улучшая чувствительность к глюкозе, о чем свиде-
тельствует снижение уровня глюкозы через 120 мин после глюкозной нагрузки и
значения AUC0–120 для глюкозных кривых до их уровня в контроле (табл. 1, рис. 2, 3).
Лечение ИВИ и бромокриптином было менее эффективным, сравнительно слабо
влияя на массу тела и жира и пищевое поведение, показатели липидного обмена и
глюкозный гомеостаз (табл. 1, рис. 2, 3). В то же время ИВИ существенно ослаблял
гиперинсулинемию и повышал чувствительность периферических тканей к инсу-
лину, что иллюстрируется снижением в группе “ОЖ + ИВИ” в сравнении с груп-

Таблица 1. Масса тела и жировой ткани, потребление корма, уровни постпрандиальной глю-
козы, гликированного гемоглобина и липидов у крыс с ожирением, а также влияние на эти
показатели обработки метформином, интраназальным инсулином, бромокриптином и
PTP1B-ингибитором PI4

АЖ – абдоминальный жир, ЭЖ – эпидидимальный жир, HbA1c – гликированный гемоглобин, ТГ –
триглицериды, ОХ – общий холестерин, СЖК – свободные жирные кислоты. Различия с контролем (*)
и группой “ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6 в
каждой группе.

Параметр К ОЖ ОЖ + МФ ОЖ + ИВИ ОЖ + БК ОЖ + PI4

Масса, г 373.2 ± 10.4 427.0 ± 9.3* 381.8 ± 9.5# 405.2 ± 11.2 403.8 ± 9.6 367.3 ± 12.9#

Масса АЖ, г 5.5 ± 0.2 11.8 ± 1.0* 7.2 ± 0.6# 9.9 ± 0.6* 9.3 ± 0.5* 6.1 ± 0.4#

Масса ЭЖ, г 3.6 ± 0.2 6.1 ± 0.6* 3.9 ± 0.2# 5.3 ± 0.3* 5.3 ± 0.6* 3.2 ± 0.2#

Доля жира, % 2.4 ± 0.1 4.2 ± 0.3* 2.9 ± 0.2# 3.7 ± 0.1* 3.6 ± 0.2* 2.5 ± 0.1#

Корм,
ккал/крысу/ день

78.3 ± 4.7 110.3 ± 4.4* 87.0 ± 3.2# 102.3 ± 3.6* 102.8 ± 2.8* 54.8 ± 2.6*#

Глюкоза, мМ 3.92 ± 0.06 5.07 ± 0.28* 4.43 ± 0.36 4.43 ± 0.48 4.90 ± 0.32 4.62 ± 0.31

HbA1c, % 4.05 ± 0.15 4.75 ± 0.32 4.23 ± 0.17 4.37 ± 0.22 4.35 ± 0.29 3.75 ± 0.22

ТГ, мМ 2.02 ± 0.08 3.13 ± 0.27* 2.25 ± 0.11# 2.40 ± 0.21 2.82 ± 0.12* 1.93 ± 0.16#

ОХ, мМ 4.08 ± 0.17 5.15 ± 0.26* 4.45 ± 0.27 4.88 ± 0.28 5.32 ± 0.27* 4.85 ± 0.16*

СЖК, мМ 3.58 ± 0.14 4.63 ± 0.35 3.45 ± 0.16# 3.83 ± 0.19 4.27 ± 0.22 3.25 ± 0.16#
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пой “ОЖ” индекса ИР, как базового, так и через 120 мин после глюкозной нагрузки
(рис. 3). Лечение бромокриптином значимо снижало глюкоза-стимулированный
уровень лептина (рис. 3).

В группе “ОЖ  +  БК” также отмечали тенденцию к снижению в сравнении с груп-
пой “ОЖ” базового уровня лептина (p = 0.055), а также уровня инсулина (p = 0.069) и
индекса ИР (p = 0.051) через 120 мин после нагрузки глюкозой (рис. 3). Двухне-
дельная обработка животных с помощью PI4, ингибитора PTP1B, вызывала резкое
снижение потребления пищи (ниже такового в контроле), что приводило к значи-
мому снижению массы тела, абдоминального и эпидидимального жира, адипозно-
сти, уровней триглицеридов и СЖК, уровней глюкозы, инсулина и лептина через
120 мин после глюкозной нагрузки, а также базового уровня лептина (табл. 1, рис. 3).
Отмечали улучшение чувствительности к инсулину, о чем свидетельствует сниже-
ние значений индекса ИР, а также частичное восстановление толерантности к глю-
козе, поскольку значение AUC0–120 для глюкозных кривых в группе “ОЖ  +  PI4” значи-
мо не отличалось от такового в контроле (рис. 2, 3).

Сравнительное изучение содержания инсулина и лептина в крови и структурах
мозга показало, что, несмотря на сильно выраженную системную гиперинсулине-
мию и гиперлептинемию, уровни инсулина и лептина в гипоталамусе и взятом для
сравнения мозжечке не отличались от таковых в контроле, а в случае лептина в ги-
поталамусе даже достоверно снижались в сравнении с группой “К”, что указывает
на ослабление транспорта этих гормонов через ГЭБ в условиях инсулиновой и леп-
тиновой резистентности (табл. 2).

Рассчитанное соотношение концентраций инсулина и лептина в крови и струк-
турах мозга при ожирении было значимо выше, чем в контроле. Так, соотношение
концентраций инсулина и лептина в крови и гипоталамусе в группе “ОЖ” было
соответственно в 3.1 и 6.4 раза выше, чем в группе “К”. Лечение метформином
нормализовало уровни инсулина и лептина как в крови, так и в структурах мозга,
вследствие чего соотношение концентраций инсулина и лептина в крови и гипота-
ламусе или мозжечке было сходным с таковым для контрольных животных и зна-

Рис. 2. Глюкозные концентрационные кривые в ИГТТ (a) и значения AUC0–120 для этих кривых (b) у
крыс с ожирением и влияние на них обработки животных метформином, ИВИ, бромокриптином и
PTP1B-ингибитором PI4. Обозначения групп: C – “К”, OB – “ОЖ”, OB + MF – “ОЖ + МФ”, OB + I-I –
“ОЖ + ИВИ”, OB + BC – “ОЖ + БК”, OB + PI4 – “ОЖ + PI4". Для AUC0–120 различия с контролем (*)
и группой "ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6 в
каждой группе.
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Рис. 3. Уровни глюкозы, инсулина и лептина в крови до и через 120 мин после глюкозной нагрузки в
ИГТТ, а также рассчитанные индексы ИР у крыс с ожирением и влияние на эти показатели обработки
метформином, ИВИ, бромокриптином и PTP1B-ингибитором PI4.
(a) – глюкоза, (b) – инсулин, (c) – индекс ИР, (d) – лептин. Обозначения групп: C – “К”, OB – “ОЖ”, OB +
+ MF – “ОЖ + МФ”, OB + I-I – “ОЖ + ИВИ”, OB + BC – “ОЖ + БК”, OB + PI4 – “ОЖ + PI4”.
Значения индекса ИР рассчитаны, как произведение концентраций глюкозы и инсулина в крови перед
нагрузкой глюкозой (ИР-0) или через 120 мин после нее (ИР-120). Различия с контролем (*) и группой
“ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представлены как M ± SEM, n = 6 в каждой группе.
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чимо снижалось в сравнении с группой “ОЖ” (табл. 2). ИВИ был в этом отноше-
нии менее эффективен, и соотношение инсулина в крови и мозжечке и лептина в
крови и обеих структурах мозга оставалось значимо выше, чем в контроле (табл. 2).
Лечение бромокриптином в большей степени влияло на уровни лептина, так что
соотношение концентраций этого адипокина в крови и гипоталамусе было значи-
мо ниже, чем в группе “ОЖ”, а для соотношения уровней лептина в крови и моз-
жечке отмечалась тенденция к снижению этого показателя (p = 0.057). Однако в
обоих случаях сохранялись значимые различия от контрольной группы (табл. 2).
Ингибитор PTP1B восстанавливал соотношение концентраций инсулина и лепти-
на в крови и структурах мозга, но не вследствие их нормализации в ЦНС, а в ре-
зультате значительного снижения концентрации этих гормонов в крови (табл. 2).
Так, например, уровни лептина в группе “ОЖ + PI4” в мозге были сходными с та-
ковыми в группе “ОЖ”, в то время как соотношение концентраций лептина в кро-
ви и гипоталамусе или мозжечке были снижены соответственно в 3.3 и 4.2 раза.

Оценка экспрессии генов, кодирующих инсулиновый (InsR) и лептиновый ре-
цепторы (ObRb) в гипоталамусе крыс с ожирением, показала тенденцию к ее воз-
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растанию в группе “ОЖ”, но различия с контролем не были значимыми. В случае
экспрессии гена PTP1B (Ptp1b) различия между группами “К” и “ОЖ” отсутство-
вали (рис. 4). При лечении ИВИ и PI4 отмечали значимое снижение экспрессии
гена InsR по сравнению с группой “ОЖ”, в то время как при лечении метформи-
ном и PI4 – значимое снижение экспрессии гена ObRb. В группе “ОЖ + ИВИ”
экспрессия гена InsR оказалась ниже ее уровня в контроле (рис. 4). Экспрессия ге-
на Ptp1b существенно не менялась в группе “ОЖ” и в группах с обработкой мет-
формином, ИВИ и бромокриптином, но в два раза повышалась в группе с лечени-
ем PI4 (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Длительная, в течение 4.5 мес. высококалорийная диета приводила к развитию у
крыс ожирения и отчетливо выраженных признаков метаболического синдрома –
дислипидемии, постпрандиальной гипергликемии, нарушенной толерантности к
глюкозе, гиперинсулинемии и гиперлептинемии. Это хорошо согласуется с наши-
ми ранними результатами и данными других авторов об индукции ожирения и ши-
рокого спектра метаболических и гормональных расстройств при потреблении
корма, обогащенного легкими углеводами и насыщенными жирами [9, 30, 31].

При ожирении, метаболическом синдроме и сахарном диабете 2-го типа функ-
циональная активность инсулиновых и лептиновых сигнальных путей в мозге су-
щественно снижена, что и является одним из молекулярных механизмов развития
широкого спектра функциональных нарушений в ЦНС и на периферии, и, по мне-
нию значительного числа исследователей, обусловлено развитием центральной
инсулиновой и лептиновой резистентности [32–35]. При этом одной из первопри-
чин развития ИР и ЛР в мозге и на периферии, как правило, является длительное и
значительное повышение уровней инсулина и лептина [2]. Однако проведенная

Таблица 2. Содержание инсулина и лептина в крови, гипоталамусе и мозжечке крыс с ожи-
рением и влияние на них обработки метформином, ИВИ, бромокриптином и PTP1B-инги-
битором PI4

Различия с контролем (*) и группой “ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представле-
ны как M ± SEM, n = 6 в каждой группе.

Параметр К ОЖ ОЖ + МФ ОЖ + ИВИ ОЖ + БК ОЖ + PI4

Инсулин, нг/мл 
(кровь)

0.58 ± 0.08 1.18 ± 0.15* 0.62 ± 0.11# 0.51 ± 0.07# 0.88 ± 0.13 0.59 ± 0.11#

Инсулин, нг/г 
(гипот.)

1.30 ± 0.17 0.88 ± 0.07 1.15 ± 0.12 0.76 ± 0.10 1.03 ± 0.08 1.01 ± 0.06

Инсулин, нг/г 
(мозж.)

1.03 ± 0.13 0.61 ± 0.04 1.07 ± 0.13# 0.63 ± 0.05 0.82 ± 0.07 0.92 ± 0.11

Инсулин, 
кровь/гипот.

0.44 ± 0.02 1.37 ± 0.19* 0.52 ± 0.06# 0.70 ± 0.09# 0.93 ± 0.21 0.56 ± 0.08#

Инсулин, 
кровь/мозж.

0.55 ± 0.02 1.90 ± 0.16* 0.56 ± 0.06# 0.81 ± 0.08*# 1.13 ± 0.23 0.65 ± 0.09#

Лептин, нг/мл 
(кровь)

0.85 ± 0.14 3.45 ± 0.38* 1.64 ± 0.29# 2.38 ± 0.28* 2.12 ± 0.23* 0.94 ± 0.19#

Лептин, нг/г (гип.) 5.16 ± 0.48 3.38 ± 0.21* 4.21 ± 0.29 3.70 ± 0.31 4.15 ± 0.43 3.10 ± 0.41*
Лептин, нг/г 
(мозж.)

2.07 ± 0.15 1.57 ± 0.16 2.31 ± 0.22# 1.84 ± 0.19 2.17 ± 0.15# 1.67 ± 0.19

Лептин,
кровь/гипот.

0.16 ± 0.02 1.03 ± 0.12* 0.39 ± 0.08# 0.67 ± 0.12* 0.55 ± 0.10*# 0.31 ± 0.05#

Лептин, 
кровь/мозж.

0.40 ± 0.05 2.37 ± 0.44* 0.73 ± 0.16# 1.37 ± 0.25* 1.00 ± 0.14* 0.56 ± 0.09#



1435УРОВНИ ИНСУЛИНА И ЛЕПТИНА В КРОВИ

нами оценка уровня инсулина и лептина в гипоталамусе и взятом для сравнения
мозжечке у крыс с ожирением показала, что уровень этих гормонов, в отличие от
такового в крови, не превышает таковой в контроле и даже имеет тенденцию к
снижению. Это влечет за собой многократное повышение соотношений между
концентрациями инсулина и лептина в крови и исследованных структурах мозга в
группе крыс с ожирением. Ранее нами и другими авторами при изучении грызунов
с другими формами ожирения было показано, что, несмотря на сильно выражен-
ную гиперинсулинемию и гиперлептинемию уровень инсулина и лептина в струк-
турах мозга у них также не превышает этот показатель у здоровых животных и в не-
большой степени снижен, в случае лептина значимо [9–13]. Этот парадокс обу-
словлен нарушением рецептор-опосредуемого транспорта инсулина и лептина
через ГЭБ в условиях периферической ИР и ЛР. Тем самым одной из возможных
причин ослабления инсулиновой и лептиновой сигнализации может быть сниже-
ние уровня гормонов в ЦНС, а не только и не столько развитие центральной рези-
стентности к ним, являющееся результатом липотоксичности, гипергликемии и
нейродегенеративных изменений в мозге. Важно отметить, что, как показано на-
ми, экспрессия генов рецепторов инсулина и лептина в гипоталамусе крыс с ожи-
рением имеет тенденцию к повышению, что может обеспечивать повышение эф-
фективности связывания этих гормонов.

Метформиновая терапия в течение 4 нед. в полной мере восстанавливала массу
тела, чувствительность к глюкозе и инсулину, оцениваемые в ИГТТ, нормализова-
ла показатели липидного обмена и уровни инсулина и лептина в крови животных.
Высокая эффективность метформиновой терапии при ожирении, вызванном как
диетой, так и генетическими факторами, продемонстрирована как при работе с
экспериментальными животными, так и в условиях клиники [10, 15, 16]. Этот эф-
фект метформина во многом обусловлен его способностью восстанавливать мета-
болизм, нарушенный при ожирении, поскольку основной его мишенью является
фермент АМФ-активируемая протеинкиназа, энергетический сенсор клеток, ак-

Рис. 4. Экспрессия генов рецептора инсулина (InsR), полноразмерного рецептора лептина (ObRb) и
фосфатазы PTP1B (Ptp1b) в гипоталамусе крыс с ожирением и влияние на нее обработки животных мет-
формином, ИВИ, бромокриптином и PTP1B-ингибитором PI4. Обозначения групп: C – “К”, OB –
“ОЖ”, OB + MF – “ОЖ + МФ”, OB + I-I – “ОЖ + ИВИ”, OB + BC – “ОЖ + БК”, OB + PI4 – “ОЖ + PI4”.
Различия с контролем (*) и группой “ОЖ” (#) статистически значимы при p < 0.05. Данные представле-
ны как M ± SEM, n = 6 в каждой группе.
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тивность которого в периферических тканях при ожирении снижается [36, 37].
Метформин не только восстанавливает липидный и углеводный обмен на перифе-
рии, но и нормализует передачу нейромедиаторных и гормональных сигналов в
ЦНС, в первую очередь в гипоталамусе [38]. Одной из причин этого может быть
нормализация рецептор-опосредуемого транспорта инсулина и лептина через ГЭБ
как результат вызываемого метформином повышения чувствительности к ним
клеток, осуществляющих такой транспорт. Нами показано, что у леченных мет-
формином животных соотношение уровней инсулина и лептина в крови и струк-
турах мозга (гипоталамусе, мозжечке) восстанавливалось до их уровня в контро-
ле, а в гипоталамусе нормализовалась экспрессия генов рецепторов этих гормо-
нов, причем, в случае гена ObRb различия с группой “ОЖ” были значимыми. Тем
самым, терапевтический эффект метформина на пищевое поведение и перифе-
рический метаболизм может быть во многом обусловлено нормализацией транс-
порта инсулина и лептина через ГЭБ и восстановлением гипоталамических меха-
низмов действия этих гормонов. Следует отметить, что до нас исследований вли-
яния метформиновой терапии на соотношение инсулина и лептина в крови и
мозге не проводилось.

Метаболические и гормональные эффекты ИВИ и бромокриптина при ожире-
нии различного генеза с отчетливо выраженными метаболическими и гормональ-
ными нарушениями остаются малоизученными, а данные о влиянии этих препара-
тов на уровни инсулина и лептина в ЦНС отсутствуют. Ранее нами и другими авто-
рами показано, что при метаболическом синдроме и диабете 2-го типа ИВИ
восстанавливает когнитивные функции, препятствуя процессам нейродегенера-
ции, нормализует пищевое поведение и периферический метаболизм, улучшая
глюкозный гомеостаз [3, 22, 39, 40]. В настоящем исследовании нами было обнару-
жено существенное снижение ИР при лечении крыс с ожирением с помощью
ИВИ, хотя в целом его восстанавливающие эффекты были выражены намного сла-
бее в сравнении с метформином. Положительное влияние ИВИ на инсулиновую
чувствительность и метаболические процессы на периферии, как мы полагаем,
обусловлено компенсаторным повышением уровня инсулина в гипоталамусе и
других отделах мозга крыс с ожирением и, как следствие, активацией инсулиновых
и тесно взаимодействующих с ними лептиновых путей. Значительное, на протяже-
нии 4 нед. повышение уровня инсулина в ЦНС вследствие его интраназального
введения привело не только к снижению концентрации инсулина в крови как ре-
зультат центрального эффекта инсулина, но и вызвало значительное снижение
экспрессии инсулиновых рецепторов в гипоталамусе, что можно рассматривать
как компенсаторную реакцию на их гиперактивацию с помощью ИВИ. Показа-
тельно, что в отношении экспрессии лептиновых рецепторов в гипоталамусе тако-
го эффекта выявлено не было.

Лечение бромокриптином, агонистом D2-дофаминовых рецепторов, так же, как
и лечение ИВИ, по эффективности уступало лечению метформином, но при этом
оказывало существенное влияние на уровни лептина в крови и структурах мозга
крыс с ожирением. Лечение бромокриптином не только снижало уровни лептина в
крови, ослабляя периферическую ЛР, но и повышало содержание лептина в струк-
турах мозга, что приводило к значимому снижению соотношения концентраций
лептина в крови и гипоталамусе. До наших исследований сведения о влиянии бро-
мокриптина на проницаемость ГЭБ для лептина отсутствовали. При этом было об-
наружено стимулирующее влияние бромокриптина на перенос лептина с грудным
молоком от матери к плоду через мембрану клеток молочной железы, хотя меха-
низмы этого процесса и роль в нем бромокриптина остаются невыясненными [41,
42]. Нами ранее был продемонстрирован ряд положительных эффектов бромо-
криптиновой терапии на метаболические и гормональные показатели при диабете
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2-го типа с ожирением [3, 23]. Имеются многочисленные свидетельства успешного
применения препаратов бромокриптина в клинике для лечения гиперфагии, ожи-
рения и других метаболических расстройств [24–26, 43]. Наши данные позволяют
предположить, что в основе этого лежит индуцированное бромокриптином восста-
новление лептиновой и тесно ассоциированной с ней инсулиновой систем в гипо-
таламусе и, возможно, в других отделах мозга.

Фосфатаза PTP1B является важнейшим негативным регулятором инсулинового
и лептинового сигналинга, дефосфорилируя активные формы инсулинового и
лептинового рецептора, а также сопряженных с ними белков-субстратов инсули-
нового рецептора. Повышение экспрессии и активности PTP1B рассматривают
как один из ключевых факторов развития ИР и ЛР, в том числе в ЦНС [44]. При
ожирении активность PTP1B в гипоталамусе повышается, и это приводит к нару-
шению анорексигенных путей, реализуемых через лептиновые рецепторы [44].
В настоящее время предпринимаются попытки разработать селективные ингиби-
торы PTP1B, которые будут способны нормализовать пищевое поведение и
предотвращать развитие метаболических нарушений [45]. Нами ранее было синте-
зировано и изучено соединение PI4, ингибитор PTP1B на основе оксо-1,4-дигид-
роциннолина, которое проявляло отчетливо выраженный анорексигенный эффект
и стимулировало лептиновый сигналинг в гипоталамических нейронах [17]. Его
введение крысам с ожирением в течение двух недель приводило к значительному
снижению массы тела и жировой ткани, как следствие двукратного в сравнении с
группой “ОЖ” сокращения потребления пищи. В гипоталамусе существенно по-
вышалась экспрессия гена Ptp1b, которая слабо менялась в других изученных груп-
пах, включая группу с ожирением, что является ответом на длительное ингибиро-
вание фосфатазы с помощью PI4. Индуцированное PI4 системное повышение чув-
ствительности к инсулину и лептину приводило к снижению уровня этих гормонов
в крови, но при этом не влияло на их содержание в структурах мозга, что могло
быть  следствием снижения концентрации инсулина и лептина в кровотоке. Соот-
ношение гормонов в крови и структурах мозга не отличалось от контрольных зна-
чений и было сходным с таковым в группе “ОЖ-МФ”, и это может указывать на
приближение эффективности транспорта инсулина и лептина через ГЭБ к таково-
му у здоровых животных.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами впервые показано, что при ожирении, вызванном комбинированной вы-
сококалорийной диетой, на фоне системной гиперинсулинемии и гиперлептине-
мии, ассоциированных с ИР и ЛР, отмечается ослабление поступления инсулина и
лептина через ГЭБ в гипоталамус и мозжечок. Следствием этого является значи-
тельное возрастание соотношения концентраций этих гормонов в крови и в струк-
турах мозга. Четырехнедельное лечение крыс с ожирением с помощью метформи-
на не только нормализовало метаболические показатели, но и в полной мере вос-
станавливало уровни инсулина и лептина в гипоталамусе и взятом для сравнения
мозжечке. Четырехнедельное лечение ИВИ и бромокриптином было в этом отно-
шении менее эффективным. Двухнедельная обработка крыс с ожирением ингиби-
тором PTP1B вызывала значительное снижение у них массы тела и жировой ткани,
уменьшала потребление пищи, улучшала метаболические показатели и чувстви-
тельность к инсулину и лептину. У животных под влиянием ингибитора PTP1B
восстанавливалось соотношение концентраций инсулина и лептина в крови и в
структурах мозга, но не вследствие повышения их уровня в мозге, а в результате
значительного снижения их концентрации в крови. Полученные данные указыва-
ют на то, что лечение различными по химической природе и механизмам действия
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препаратами, улучшающими метаболические и гормональные показатели при
ожирении, приводит к нормализации соотношения инсулина и лептина на пери-
ферии и в ЦНС, восстанавливая, тем самым, инсулиновый и лептиновый сигна-
линг в гипоталамусе и других отделах мозга. Одной из возможных причин этого
может являться восстановление нарушенного в условиях инсулиновой и лептино-
вой резистентности транспорта инсулина и лептина через ГЭБ. Это может вносить
существенный вклад в терапевтические эффекты метформина, ИВИ, бромокрип-
тина и ингибиторов фосфатазы PTP1B при лечении метаболических расстройств и
должно стать предметом дальнейшего изучения.
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The Levels of Insulin and Leptin in the Blood and Brain Structures of Rats
with Diet-Induced Obesity and the Effect of Various Drugs on Them

K. V. Derkacha, *, V. N. Sorokoumovb, A. A. Bakhtyukova,
V. M. Bondarevaa, and A. O. Shpakova, c
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In obesity, the insulin and leptin pathways in the brain and peripheral tissues are weak-
ened. In the brain, one of the reasons for this is the impaired transport of insulin and
leptin through the blood-brain barrier (BBB), an indicator of which is a change in their
ratio of their concentrations in the bloodstream and in the brain structures. However,
such changes in obesity and the effect of pharmacological drugs on them are almost not
studied. The aim of the work was to assess the levels of insulin and leptin in the brain
structures (hypothalamus, cerebellum) and their relationship with those in the blood of
male rats with obesity caused by a long-term combined high-calorie diet, as well as to
study the effect on these parameters of a four-week treatment of rats with obese with
metformin (200 mg/kg/day), bromocriptine (0.6 mg/rat/day) and intranasally adminis-
tered insulin (I-I) (0.5 IU/rat/day) and their two-week treatment with PI4, a phospha-
tase 1B inhibitor (PTP1B ) (10 mg/kg/day). It has been shown that in obesity under con-
ditions of hyperinsulinemia and hyperleptinemia, the delivery of insulin and leptin
through the BBB to the hypothalamus and cerebellum is weakened, which leads to a sig-
nificant increase in the ratios of the concentrations of these hormones in the blood and
brain structures. Metformin treatment not only normalized metabolic parameters and
sensitivity to insulin and leptin, but also fully restored the levels of insulin and leptin in
the brain. Treatment with I-I and bromocriptine was less effective. PI4 treatment caused
a significant decrease in the body weight and adipose tissue in obese rats, reduced their
food intake, improved the metabolic parameters and increased the sensitivity to insulin
and leptin. The PTP1B inhibitor also restored the ratio of insulin and leptin concentra-
tions in the blood and brain structures, but not due to an increase in their level in the
brain, as in the case of metformin, but as a result of a significant decrease in the concen-
trations of hormones in the blood. The data obtained indicate that treatment with drugs
of various chemical nature and mechanisms of action that improve metabolic and hor-
monal parameters in obesity leads to normalization of the ratio of insulin and leptin at
the periphery and in the CNS, restoring thus, the insulin and leptin signaling in the hy-
pothalamus and other brain regions and central insulin and leptin regulation of metabol-
ic processes at the periphery.

Keywords: obesity, hypothalamus, cerebellum, insulin, leptin, metformin, intranasally
administered insulin, bromocriptine, protein phosphotyrosine phosphatase 1B
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В работе исследовали влияние сложности второстепенной задачи на связанные с
событиями перестройки ЭЭГ в сенсомоторной области коры при выполнении
основной задачи в условиях многозадачности. 32-канальную ЭЭГ регистрирова-
ли у 24 здоровых испытуемых во время выполнения четырех тестов, сочетающих
Go/NoGo и N-back задачи и различающихся по сложности. В отличие от работ,
использующих классическую N-back парадигму, в которых нагрузка на рабочую
память создавалась за счет необходимости удержания в памяти информации не-
посредственно о стимуле, для настоящего исследования мы разработали вариант
N-back задачи, которая требует запоминания совершенного действия. Было по-
казано, что повышение сложности N-back задачи приводило к уменьшению ве-
личины синхронизации бета-диапазона ЭЭГ, наблюдаемой после совершения
движения в Go условии Go/NoGo теста над левой сенсомоторной областью ко-
ры (максимум в отведении C3). Можно предполагать, что увеличение нагрузки
на рабочую память, независимо от типа удерживаемой в памяти информации,
приводит к ослаблению процессов контроля движений, необходимых для вы-
полнения основной задачи. Полученные результаты говорят в пользу предполо-
жения о том, что состояние многозадачности требует распределения ресурсов
внимания и за счет этого ухудшает качество выполнения каждой из задач.

Ключевые слова: вызванная десинхронизация/синхронизация, многозадачность,
Go/NoGo тест, N-back задача, реакция бета-ритма после возбуждения (rebound
effect)
DOI: 10.31857/S0869813922110103

В современном мире состояние многозадачности становится все более распро-
страненным и привычным. Однако одновременное выполнение нескольких задач
сопряжено с риском того, что на качество выполнения приоритетной задачи могут
повлиять второстепенные [1]. Ряд исследований указывает на то, что одновремен-
ное выполнение нескольких задач приводит к ухудшению когнитивных и мотор-
ных функций, таких как обработка сенсорных стимулов [2], запоминание инфор-
мации [3], выполнение двигательных заданий [1], вождение автомобиля [1], под-
держание баланса при ходьбе [4] и даже изменению походки [5].

Частным вариантом второстепенной задачи является необходимость удержания
и/или обновления информации в рабочей памяти. Большинство литературных
данных указывает на то, что увеличение нагрузки на рабочую память приводит к
ухудшению выполнения приоритетной задачи [6–8]. Предполагается, что нагрузка

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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на рабочую память снижает концентрацию внимания на основной задаче, так как
ресурсы когнитивного контроля истощаются и внимание может “перетекать” на
отвлекающие стимулы [6]. Согласно этой гипотезе, ухудшение выполнения основ-
ной задачи происходит только при наличии отвлекающего стимула, который по-
хож на целевой [8]. В пользу этой гипотезы говорят результаты работы [9], в кото-
рой практически никакого влияния нагрузки на рабочую память на выполнение
основной задачи выявлено не было.

Одним из наиболее часто используемых заданий для создания нагрузки на рабо-
чую память является N-back задача [10]. В ее классическом варианте от испытуемого
требуется сравнить текущий стимул с тем, которые предъявлялся в последователь-
ности N шагов назад. В качестве стимулов могут использоваться буквы, цифры,
символы и т.д., и с увеличением числа N растет нагрузка на рабочую память.

Результаты электрофизиологических исследований показывают, что увеличение
нагрузки на рабочую память в N-back задаче влияет на мощность активности бета-
диапазона ЭЭГ (13–30 Гц) [10], в частности снижает величину синхронизации бе-
та-диапазона ЭЭГ, наблюдаемую после совершения произвольных и связанных с
предъявлением стимула двигательных реакций над сенсомоторной областью кон-
трлатерального полушария (реакция бета-ритма после возбуждения или rebound
effect) [11, 12].

Однако в работах, использующих классическую парадигму N-back задачи, на-
грузка на рабочую память создавалась за счет необходимости удержания в памяти
информации непосредственно о стимуле, между тем значительный интерес пред-
ставляет исследование влияния на величину бета-ритма после возбуждения других
типов запоминаемой информации. Поэтому для настоящего исследования мы раз-
работали вариант N-back задачи, которая требует запоминания совершенного дей-
ствия. В качестве основной задачи мы использовали зрительный тест Go/NoGo
парадигмы с предупреждающим стимулом. Этот тип теста требует как можно быст-
рее реагировать (например, нажатием на кнопку) на определенные стимулы и воз-
держиваться от нажатия на другие, тем самым задействуя процессы подготовки,
совершения и торможения действия. Варианты Go/NoGo теста с предупреждаю-
щим стимулом включают дополнительный стимул, который с определенной долей
вероятности указывает на то, что следующий стимул будет целевым, требуя вовле-
чения рабочей памяти.

Результаты предыдущих исследований указывают на то, что в случае, когда пре-
дупреждающий и целевой стимул физически идентичны, в височной коре проис-
ходит формирование модели ожидаемого стимула [13], основанной на запомина-
нии физических характеристик стимула, если же стимулы различаются, формирование
такого образа невозможно, и в рабочей памяти удерживаются другие характеристики
целевого стимула, например, семантическая категория.

Так как в процессе выполнения теста испытуемому необходимо совершать дви-
жение после предъявления целевого стимула, в данных вызванной синхрониза-
ции/десинхронизации в Go условии над левой центральной корой можно наблю-
дать реакцию бета-ритма после возбуждения [14].

В данной работе мы исследовали влияние сложности N-back задачи на величину
реакции бета-ритма после возбуждения при выполнении зрительного Go/NoGo
теста. На основании литературных данных, полученных с использованием класси-
ческого варианта N-back задачи, было предположено, что повышение сложности
N-back задачи, требующей запоминания совершенного действия, будет снижать
величину реакции бета-ритма после возбуждения в сенсомоторной коре, контра-
латеральной по отношению к руке, которой совершается нажатие в Go условии
Go/NoGo теста. Кроме того, чтобы проверить, как необходимость удержания в па-
мяти информации о совершенном движении будет влиять на реакцию бета-ритма
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после возбуждения в условиях, требующих запоминания физических характери-
стик целевого стимула или его семантической категории, мы использовали два ва-
рианта Go/NoGo теста с целевыми парами, состоящими из идентичных или раз-
личных изображений.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Испытуемые
В исследовании принимали участие 24 испытуемых в возрасте от 19 до 33 лет

(4 мужчины), средний возраст 23 ± 43 года, без серьезных травм головы в анамнезе,
психических, неврологических, онкологических и нейродегенеративных заболева-
ний, алкогольной и наркотической зависимости, не принимающие психотропные
препараты. Все процедуры, выполненные в исследовании, соответствуют этиче-
ским стандартам национального комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим изменениям или сопоставимым
нормам этики. От каждого из включенных в исследование участников было полу-
чено информированное добровольное согласие. Процедура исследования была
одобрена комиссией по этике Института мозга человека РАН 20 сентября 2018 г.

Структура тестов
Каждый тест состоял из 400 проб, каждая проба содержала два стимула, стиму-

лами являлись изображения животных и растений. Разные сочетания стимулов со-
ставляли 4 типа проб: “животное–животное”, “животное–растение”, “растение–
растение” и “растение–животное”. При этом в пробах “животное–животное” и
“растение–растение” первое и второе изображения были полностью идентичны.
Пробы предъявлялись на экране 19-дюймового монитора в случайном порядке с
вероятностью 25%. Длительность проб – 3000 мс, интервал от начала пробы до на-
чала предъявления первого изображения (престимульный интервал) – 300 мс, дли-
тельность каждого стимула – 100 мс, длительность интервала между двумя стиму-
лами в паре – 1000 мс. После каждой пары изображений через 1800 мс в середине
экрана на 100 мс предъявлялось изображение креста (рис. 1). Интервал между
предъявлением креста и следующей пары изображений – 1900 мс. Общая продол-
жительность каждого теста – 35 мин.

В каждом тесте испытуемые параллельно выполняли две задачи – Go/NoGo и
N-back, которые, в свою очередь, имели по два варианта выполнения. Таким обра-
зом, всего использовалось 4 теста с разными сочетаниями заданий.

В тесте 1 (Ж–Ж, N–0) первым заданием было нажимать указательным пальцем
правой руки на левую кнопку мыши как можно быстрее после предъявления пары
картинок “животное–животное” (проба Go), не нажимая после других пар
(Go/NoGo задача). Вторым заданием было нажимать после изображения креста
указательным пальцем правой руки на левую кнопку мыши в случае, если текущей
пробой была проба Go (N-back задача, сложность N–0), и нажимать на правую
кнопку мыши средним пальцем в случае всех остальных проб. В тесте 2 (Ж–Ж, N–1)
первое задание было аналогично тесту 1, вторым заданием было нажимать как
можно быстрее после изображения креста на левую кнопку мыши, если проба,
предшествующая последней, была пробой Go (N-back задача, сложность N–1), и
нажимать на правую кнопку мыши в случае всех остальных типов проб. В тестах
3 (Ж–Р, N–0) и 4 (Ж–Р, N–1) первым заданием было нажимать как можно быст-
рее на левую кнопку мыши после пары картинок “животное–растение”, не нажи-
мая после других пар. Второе задание было аналогично заданиям в тестах 1 и 2 со-
ответственно.
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ЭЭГ данные регистрировались во время выполнения 4 тестов в течение двух се-
ансов, два теста за один сеанс. Варианты теста предъявлялись испытуемым попарно
(1, 2 и 3, 4) в случайном порядке в соответствии с рандомизационными списками.

Регистрация ЭЭГ
Регистрация электроэнцефалограммы производилась с помощью 31-канального

компьютерного электроэнцефалографа “Мицар-202” (СЕ 0537) производства ООО
Мицар (http://www.mitsar-eeg.ru/) и электроэнцефалографической шапочки МКС
(производства ООО “Медицинские Компьютерные Системы”, Москва, Зелено-
град). ЭЭГ электроды располагались на поверхности головы в соответствии с си-
стемой 10–10 в отведениях Fp1; Fpz; Fp2; F7; F3; Fz; F4; F8; FT7; FC3; FCz; FC4; FT8; T3;
C3; Cz; C4; T4; TP7; CP3; CPz; CP4; TP8; T5; P3; Pz; P4; T6; O1; Oz; O2, референтные
электроды – на мочках ушей, заземляющий – в лобной области. Место установки
ушных электродов предварительно зачищали абразивной пастой “NuPrep”, элек-
троды заполняли небольшим количеством геля “Унимакс”. Сопротивление элек-

Рис. 1. Схема предъявления стимулов в тестах.
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тродов не превышало 5 кОм. Частота оцифровки ЭЭГ составляла 250 Гц. Парамет-
ры фильтров высокой и низкой частоты составляли соответственно 0.53 и 30 Гц,
также использовался режекторный фильтр – 45–55 Гц. ЭЭГ регистрировалась в
монтаже с объединенным ушным референтом.

Для контроля над правильностью выполнения тестов и измерения времени ре-
акции регистрировался сигнал от левой и правой кнопки мыши.

Исследование проводилось в спокойной обстановке, при отсутствии отвлекаю-
щих стимулов. Во время исследования испытуемые сидели в удобном кресле на
расстоянии примерно 1 м от монитора. Перед регистрацией каждого теста испыту-
емым подробно объяснялось задание, и проводилась серия тренировочных проб.

Обработка данных
Ошибочные пробы при выполнении Go/NoGo теста (пробы Go, в которых ис-

пытуемый не нажал на кнопку и пробы NoGo с ложными нажатиями) исключа-
лись из анализа. Их количество подсчитывалось и сравнивалось между разными
тестами с использованием непараметрического критерия Манна–Уитни и много-
факторного дисперсионного анализа ANOVA в рамках программного пакета Statis-
tica 10. Также было проведено сравнение количества ошибок, допущенных при на-
жатии на изображение креста.

Коррекция артефактов глазных движений производилась в WinEEG автомати-
чески методом зануления независимых компонент, соответствующих этим движе-
ниям. Кроме того, в автоматическом режиме удалялись фрагменты ЭЭГ, содержав-
шие активность, превышающую 100 мкВ, а также фрагменты с амплитудой сигнала
50 мкВ и выше в диапазоне 0–1 Гц, и с амплитудой 35 мкВ и выше в диапазоне 20–
35 Гц. Эти пороги были ранее подобраны эмпирически [14].

ЭЭГ преобразовывалась в плотность источников тока (Current Source Density –
CSD) для лучшего выявления локальных эффектов динамики спектральной плот-
ности ЭЭГ. Применение этого метода имеет ряд преимуществ, включающих более
точное определение структуры, местоположения и ориентации внутричерепных
источников сигнала, а также возможности обнаружения глубоко расположенных
источников [15].

В реакциях ЭЭГ различают два вида активности: вызванную и индуцированную.
Вызванная активность (или связанные с событиями потенциалы) представляет со-
бой изменения электрического потенциала, привязанные по фазе к стимулу или
ответной реакции. Наиболее часто в нейрофизиологических работах исследуют
именно потенциалы, связанные с событиями. Индуцированная активность, или
вызванная десинхронизация/синхронизация (event-related desynchronization/syn-
chronization – ERD/ERS), напротив, не привязана по фазе к стимулу. Такие реак-
ции ЭЭГ описываются в виде изменений спектральной плотности электрического
потенциала и их исследование дает дополнительную информацию о работе систем
мозга [16].

Чтобы уменьшить влияние вызванной активности на динамику спектральной
плотности ЭЭГ, усредненные потенциалы, связанные с событиями, вычитались из
каждой индивидуальной пробы. В предыдущей статье авторов было показано, что
вычитание ПСС из эпох ЭЭГ частично подавляет увеличение спектральной плот-
ности сигналов тета-диапазона, хотя и не гарантирует полного удаления вызван-
ной активности [14].

Для расчета вызванной десинхронизации/синхронизации ЭЭГ к данным при-
менялось вейвлет преобразование исходных сигналов ЭЭГ. Для этого вычислялась
свертка исходного сигнала с вейвлетом Морле. Динамика спектральной плотности
вычислялась для каждого испытуемого, каждого электрода, каждого теста и каждо-
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го типа проб в отдельности. Вейвлет преобразование выполнялось для различных
частот в диапазоне от 2 до 30 Гц с шагом 1 Гц. Спектральная плотность вычисля-
лась и усреднялась по пробам одного типа. Наконец, ERD/ERS оценивалась как
изменение спектральной мощности для каждой частоты отдельно в соответствие с
формулой ERD/ERS(f) = (P(f, t) – PBG(f))/PBG (f), где PBG (f) – средняя мощность в
интервале длительностью 300 мс перед предъявлением первого стимула в пробах.

Статистический анализ величины ERD/ERS в разных тестовых заданиях прово-
дился с помощью основанного на кластерах теста с перестановками [17], реализо-
ванного в WinEEG на основе инструментария FieldTrip MATLAB для анализа
МЭГ/ЭЭГ (свободно доступного по адресу http://fieldtrip.fcdonders.nl/). Идея этого
метода основана на том, что на первом этапе выполняется сравнение сигналов в
двух условиях. При этом для каждого канала и каждого временного отсчета в от-
дельности вычисляются значения статистик, полученных с помощью непарамет-
рических тестов (Вилкоксона или Манна–Уитни, в зависимости от вида сравне-
ния). Далее различия со значениями p меньше критического (p < 0.01) группируются в
кластеры на основании подобия во временной и частотной областях. Наконец, для
каждого из выделенных кластеров вычисляются суммы величин указанных стати-
стик. Для оценки статистической значимости выделенных кластеров используется
метод Монте-Карло, при этом исходные данные случайным образом перемешива-
ются. Затем снова выполняется поиск кластеров уже для перемешанных данных.
Перемешивание выполнятся путем перестановок меток проб, число перемешива-
ний – 10000. Далее для каждого кластера, наблюдаемого в исходных данных, вы-
числяется вероятность выделения кластеров в перемешанных данных с большей
или равной суммой статистик. И эта вероятность принимается в качестве статисти-
ческой значимости кластера. В дальнейшем рассматриваются только кластеры со
статистической значимостью p < 0.05. Такой метод имеет ряд преимуществ [17] по
сравнению с традиционно используемыми подходами. Он исключает необходимость
субъективного выделения интервалов времени, в которых наблюдаются различия
сигналов, и позволяет решить проблему множественных сравнений. И, наконец, он
выполняет статистические оценки, используя непараметрические критерии.

В данной работе основанный на кластерах анализ с перестановками использо-
вался для сравнения величины связанных с событиями перестроек ЭЭГ над левой
сенсомоторной областью коры в Go условии четырех тестов попарно таким обра-
зом, чтобы целевая пара в Go/NoGo задаче была одинаковой, а сложность N-back
задачи различалась, то есть тест 1 (Ж–Ж, N–0) сравнивался с тестом 2 (Ж–Ж, N–1), а
тест 3 (Ж–Р, N–0) c тестом 4 (Ж–Р, N–1). Аналогично сигналы сравнивались
между тестами с одинаковой сложностью N-back задачи, но разными целевыми па-
рами в Go/NoGo задаче (тесты 1 и 3 и тесты 2 и 4). Значения статистик получали с
помощью критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ поведенческих показателей
Средние значения количества ошибок, допущенных испытуемыми при выпол-

нении Go/NoGo задачи в каждом из четырех типов теста (нажатие на левую кноп-
ку мыши после пары изображений), времени реакции и ошибки времени реакции
представлены в табл. 1.

Количество допущенных ошибок между тестами не различалось. Значимые раз-
личия были получены для времени реакции (p < 0.05) и стандартного отклонения
времени реакции (p < 0.01) между тестом 1 (Ж–Ж, N–0) и тестом 3 (Ж–Р, N–0).
Различий по количеству ошибок и времени реакции при нажатии на изображение
креста между тестами обнаружено не было.



1448 ПРОНИНА и др.

Дисперсионный анализ показал значимое влияние на поведенческие показатели
фактора “Тип целевой пробы (Ж–Ж/Ж–Р)” (p < 0.01), значимого влияния фактора
“Сложность N-back задачи” и взаимодействия факторов обнаружено не было.

Анализ вызванной десинхронизации/синхронизации
Основанный на кластерах тест с перестановками при сравнении тестов между

собой выявил в каждом сравнении сходные кластеры, наблюдаемые для высокоча-
стотной активности после второго стимула в пробах Go и локализованные в левой
центральной области. Величина синхронизации активности бета-диапазона была
наибольшей в отведении C3 (параметры кластеров, выделенных в отведении C3,
представлены в табл. 2). Кластеры с подобными параметрами также были выделены в
близлежащих отведениях: при сравнении тестов 1 и 2 – в отведениях FCz (p < 0.01)
и Cz (p < 0.01), при сравнении тестов 3 и 4 – в отведениях Cz (p < 0.01) и CPz (p < 0.01).

Величина вызванной синхронизации в бета-диапазоне в интервале примерно
980–1480 мс в пробе Go уменьшалась (p < 0.01) в тестах с более сложной второй
задачей (тесты 2 и 4) по сравнению с тестами с более простой второй задачей
(тесты 1 и 3). Статистически значимых различий по величине бета-синхронизации
в левой центральной области между вариантами тестов с разными целевыми
парами в Go/NoGo задаче, но одинаковой сложностью N-back задачи (тесты 1 и 3,
и тесты 2 и 4), обнаружено не было.

Частотно-временное распределение и топография максимальной величины изме-
нения спектральной плотности ЭЭГ при выполнении тестов представлены на рис. 2.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Поведенческие показатели
В результате проведенного исследования были выявлены значимые различия по

времени реакции на Go стимулы и его стандартном отклонении в разных тестах.
В предыдущих исследованиях было показано, что в варианте Go/NoGo теста с це-
левой парой, состоящей из одинаковых картинок (пара “животное–животное”,
среднее время реакции примерно на 100 мс меньше, чем в варианте теста с целевой
парой из разных картинок (пара “животное–растение”) [13]. Результаты сравнения
времени реакции в четырех вариантах теста показывают аналогичные различия
между тестами 1 (Ж–Ж, N–0) и 3 (Ж–Р, N–0). Предполагается, что различия в

Таблица 1. Поведенческие показатели при выполнении Go/NoGo задачи в четырех тестах

Звездочками отмечены значимые различия показателей между тестами, * – различия между тестом 1
(Ж–Ж, N–0) и тестом 3 (Ж–Р, N–0).

Тест Пропуски Ложные нажатия Время реакции
(мс)

Ошибка времени
реакции (мс)

Тест 1 4.39 0.78 393* 12.9*
Тест 2 4.58 0.79 416 14.5
Тест 3 2.60 1 481* 17.8*
Тест 4 3.57 1.13 459 17.6

Таблица 2. Параметры кластеров, выделенных при сравнении величины ERD/ERS над сен-
сомоторной корой (отведение C3) в Go пробах между тестами

Сравнения тестов Полярность Латентность, мс Частота, Гц p <

1–2 + 1000–1380 16–29 0.01
3–4 + 960–1200 15–30 0.01
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значении среднего времени реакции в разных целевых парах связаны с возможно-
стью формирования модели ожидаемого стимула в височной коре в случае, когда
предупреждающий стимул идентичен целевому [13]. Если же предупреждающий и
целевой стимул различаются (как в паре картинок “животное–растение”) форми-
рование такого образа невозможно, что увеличивает время, необходимое для рас-
познавания изображения как целевого стимула.

Рис. 2. Реакция синхронизации бета-ритма после возбуждения над левой моторной корой в Go пробах.
(a) – общие средние значения изменений спектральной плотности ЭЭГ для средней частоты вейвлета
20 Гц при выполнении четырех тестов. Ось X – время в мс, ось Y – величина изменения спектральной
плотности относительно среднего значения в интервале перед первым стимулом (в относительных еди-
ницах). Вертикальные пунктирные линии показывают начало и окончание предъявления стимулов (St.1
и St.2). Тонкая черная линия – тест 1, толстая черная линия – тест 2, тонкая серая линия – тест 3, тол-
стая серая линия – тест 4. Черным прямоугольником отмечен временной интервал, определенный ста-
тистическим анализом как кластер. (b) – частотно-временное представление связанного с событиями
изменения спектральной плотности ЭЭГ в тесте 3. Ось X – время в мс, ось Y – частота в Гц, оттенки се-
рого показывают величину ERD/ERS.
(c) – топография распределения максимума среднего значения вызванной синхронизации на поверхно-
сти головы в тесте 3 для средней частоты вейвлета 20 Гц.
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Результаты сравнения стандартного отклонения времени реакции в разных те-
стах также указывают на то, что этот показатель зависит от типа целевой пары, но
не от сложности второй задачи.

Мы ожидали, что увеличение нагрузки на рабочую память в тестах 2 и 4 приведет
к увеличению времени реакции относительно аналогичных тестов 1 и 3, но стати-
стически достоверной разницы выявить не удалось, возможно, из-за сравнительно
небольшой выборки испытуемых или из-за того, что условие N–1 в Go/NoGo те-
сте не обеспечивало достаточно сильной нагрузки.

Реакция бета-ритма после возбуждения
Результаты электрофизиологических исследований показывают, что увеличение

нагрузки на рабочую память в N-back задаче влияет на мощность активности бета-
диапазона ЭЭГ [10], в частности на синхронизацию активности бета-диапазона в ле-
вом центральном отведении после совершения движения, которая соответствует ре-
акции бета-ритма после возбуждения, описанной ранее [11]. Поскольку это повыше-
ние наблюдается сразу после прекращения движения, предполагается, что оно отра-
жает состояние активного торможение моторных областей и/или обратную связь о
результате действия, приходящую в сенсомоторную кору [18, 19]. Литературные дан-
ные показывают, что величина и длительность синхронизации бета-активности по-
сле совершения движения меняются в зависимости от условий выполняемой задачи,
таких как скорость торможения движения [20], осуществляется воображаемое дви-
жение или реальное [21], совершается движение одним пальцем или всей рукой [11].

В данном исследовании повышение сложности второй задачи приводило к сни-
жению реакции бета-ритма, наблюдаемой после совершения нажатия на кнопку в
процессе выполнения Go/NoGo теста, так же, как и в предыдущих работах с ис-
пользованием классической N-back задачи [12], и независимо от того, физические
характеристики изображения или его семантическую категорию нужно было удер-
живать в памяти. Можно предполагать, что увеличение нагрузки на рабочую па-
мять, независимо от типа удерживаемой в памяти информации, приводит к ухудше-
нию процесса торможения моторной системы после совершения движения [18, 19].

Ряд работ предлагает еще одну точку зрения, заключающуюся в том, что реакция
бета-активности после возбуждения связана с оценкой результата действия, а
именно с пересмотром существующего моторного плана на основе обновления
оценки неопределенности текущей модели после анализа поступающей сенсорной
информации [22–24]. В рамках этой интерпретации можно предполагать, что не-
обходимость выполнять дополнительное сложное задание приводит к ухудшению
процесса построения модели действия при выполнении основной задачи и, как
следствие, негибкости моторной программы.

Полученные в работе электрофизиологические результаты согласуются с дан-
ными, представленными в работе 2004 г. [6], и говорят в пользу предположения о
том, что выполнение нескольких задач одновременно требует распределения ре-
сурсов внимания, и за счет этого может ухудшать качество выполнения каждой из
них. Также можно предположить, что на выполнение более сложной задачи (в дан-
ном случае N-back задача) направляется больше ресурсов и качество выполнения
более простой задачи (в данном случае Go/NoGo) снижается в большей степени.

Однако сравнение поведенческих показателей не выявило статистически до-
стоверного влияния сложности дополнительной задачи на количество ошибок и
скорость реакции при выполнении основной, несмотря на различия средних зна-
чений. Возможно, из-за высокой межиндивидуальной вариабельности данных
необходимо увеличить количество испытуемых и/или увеличить сложность до-
полнительной задачи.
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Effect of Task Complexity on the Post-Movement Beta Synchronization
in the Sensorimotor Cortex

M. V. Proninaa, *, V. A. Ponomareva, and Yu. D. Kropotova

aBechtereva Institute of the Human Brain, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
*e-mail: pronina@ihb.spb.ru

We studied the effect of the complexity of the secondary task on event-related EEG dy-
namics over the sensorimotor cortex in primary task under multitasking conditions.
32-channel EEG was recorded from 24 healthy subjects during the performance of four
tests combining Go/NoGo and N-back paradigms and differing in complexity. In con-
trast to the previous studies using the classical paradigm of N-back tasks requiring mem-
orization of information about the stimuli itself, for this study we developed a variant of
the N-back task, which requires memorization of the completed action. It was shown
that an increase in the complexity of the N-back task leads to a decrease in the magni-
tude of beta synchronization observed after a movement in the Go condition of the
Go/NoGo task over the left sensorimotor cortex (electrode C3). It can be assumed that
an increase in working memory load, regardless of the type of information held in mem-
ory, leads to a deterioration in the processes of movement control necessary to perform
the primary task. The obtained results support the assumption that the multitasking con-
dition requires the distribution of attention resources and, due to this, decreases the
quality of each task performance.

Keywords: event-related desynchronization/synchronization, multitasking, Go/NoGo
test, N-back test, post-movement beta synchronization (rebound effect)
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Доксорубицин применяется в качестве противоопухолевого препарата, однако
он оказывает негативное влияние на сердечно-сосудистую систему. Основное
внимание уделяется кардиотоксическому эффекту, а механизмы его действия на
сосуды изучены недостаточно. В исследовании оценивалось влияние доксоруби-
цина на реактивность брыжеечных артерий крыс. Экспериментальной группе
крыс Вистар вводили однократно внутрибрюшинно доксорубицин (4 мг/кг),
контрольным животным – физиологический раствор в равном объеме. Через
6 нед. исследовали реактивность брыжеечных артерий на ацетилхолин (АХ), нит-
ропруссид и фенилэфрин. Для уточнения механизмов эндотелийзависимой вазоди-
латации использовали блокаторы: NO-синтазы – L-NAME, циклооксигеназы – ин-
дометацин, К+-каналов – тетраэтиламмоний. Для оценки реактивности артерий
in vivo проводили микрофото- и видеорегистрацию диаметра брыжеечных арте-
рий крыс (микроскоп Биомед МС-1Т-ZOOM и камера Basler BASLER acA4600-10uc),
полученные данные обрабатывали в программе MultiMedia Catаlog. Показано,
что доксорубицин модифицировал реактивность брыжеечных артерий крыс: по-
вышал констрикторные реакции фенилэфрина и угнетал эндотелийзависимую
вазорелаксацию при действии АХ. При этом введение крысам доксорубицина
приводило к снижению эффективности NO-зависимых механизмов регуляции
тонуса сосудов (оцененных по разнице в амплитуде АХ-индуцированной вазоди-
латации до и после применения L-NAME), а также к уменьшению вызванной
нитропруссидом релаксации артерий по сравнению с контрольными животны-
ми. Доксорубицин не оказывал влияния на эффективность опосредованных
простагландинами и Ca2+-активируемыми К+-каналами промежуточной и ма-
лой проводимости механизмов эндотелийзависимой вазодилатации.

Ключевые слова: доксорубицин, брыжеечная артерия, эндотелий, ацетилхолин-
индуцированная дилатация, вазоконстрикция, фенилэфрин, нитропруссид

DOI: 10.31857/S0869813922110036

В настоящее время во всем мире наблюдается значительный рост онкологиче-
ских заболеваний, которые занимают первое место среди причин смертности [1].
Применение препаратов антрациклинового ряда, в частности доксорубицина (DOX),
оказывает выраженный противоопухолевый эффект, однако сопровождается зна-
чительным токсическим влиянием на различные органы и ткани, в частности на
миокард и сосуды. Проблема определения механизмов токсического влияния про-
тивоопухолевых препаратов на сердце и сосуды, а также поиск путей предотвраще-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: KDHIKP
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ния опасных патологических эффектов – одна из острых проблем современной
медицины [2–4].

Основное внимание уделяется изучению токсического действия DOX на струк-
туру и функцию миокарда, однако до настоящего времени механизмы этого влия-
ния точно не определены [5–9]. Выраженная кардиотоксичность позволила счи-
тать введение DOX методом моделирования хронической сердечной недостаточ-
ности у экспериментальных животных [8, 10, 11]. Bведение различных доз DOX
сопровождается ухудшением насосной функции сердца, активизацией процессов
ремоделирования миокарда, повреждением гладкомышечных клеток (ГМК) и эн-
дотелия коронарных артерий [10, 12].

Химиотерапевтическое действие DOX связано с его способностью к интеркаля-
ции с ДНК, приводящей к нарушению репарации, и ингибированию расщепляю-
щей нити ДНК топомеразы II типа, в результате чего происходит апоптоз клеток
опухоли [13, 14]. Однако подобное влияние DOX оказывает и на другие ткани орга-
низма, в частности на кардиомиоциты, что во многом обуславливает кардиоток-
сичность этого препарата. Кроме того, введение DOX приводит к образованию ак-
тивных форм кислорода, индуцируя окислительный стресс, к которому особенно
чувствительны клетки миокарда и эндотелий сосудов [15, 16], а также к нарушению
функции митохондрий, вызывая снижение уровня АТФ [17].

Действие DOX на сосуды изучается, как правило, в экспериментах, проводимых
in vitro, с использованием изолированных сосудистых фрагментов, которые либо
инкубировались в растворе с данным препаратом [18–21], либо выделены от жи-
вотных, которым его предварительно вводили [22]. Исследования влияния DOX на
сосуды в условиях сохранения естественного кровотока и целостности сосудистой
системы единичны. Разнообразие результатов о действии DOX на сосуды, пред-
ставленных в литературе, является следствием различий в условиях эксперимента:
использование крыс, мышей и других животных, различия в сроках наблюдения
после введения DOX, многообразие протоколов введения, дозировок препарата,
типа сосудов. В исследованиях в той или иной мере отмечается токсическое влия-
ние DOX на функциональное состояние сосудов, сопровождающееся повреждени-
ем эндотелия, снижением эндотелийзависимой вазорелаксации, увеличением
жесткости сосудистой стенки [4, 23]. Механизмы этих влияний остаются малоизу-
ченными. Обсуждается также непосредственное влияние DOX на гладкомышеч-
ные клетки сосудов [24].

Целью нашего исследования было оценить реактивность брыжеечных артерий,
а также участие отдельных механизмов эндотелийзависимой вазодилатации у
крыс, получивших однократное введение 4 мг/кг DOX, в условиях сохранения це-
лостности сосудистой системы и естественного кровотока (in vivo).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на половозрелых самцах крыс стока Вистар (Центр кол-
лективного пользования “Биоколлекция” Института физиологии им. И.П. Павлова
РАН), исходной массой 280–320 г. Все манипуляции с животными проводились в
соответствии с принципами Базельской декларации при одобрении этической ко-
миссии Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. Крысы были случайным
образом распределены на 2 группы по 30 особей в каждой. Животные первой груп-
пы (DOX-группа) получали однократную инъекцию растворенного в физиологи-
ческом растворе DOX, внутрибрюшинно, из расчета 4 мг/кг массы тела крысы.
Крысам контрольной группы был однократно внутрибрюшинно введен физиоло-
гический раствор в количестве, эквивалентном объему вводимого раствора DOX.
Все животные получали стандартный пищевой рацион и имели доступ к пище и
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воде ad libitum. Животные содержались в равных условиях, по 5 особей в клетке,
при температуре в помещении 20–22°C и световом режиме 12 ч свет/12 ч темнота.
Длительность наблюдения составила 6 нед. после инъекции.

Перед началом и окончанием эксперимента у бодрствующих крыс измеряли ар-
териальное давление (АД) манжеточным методом на хвосте, используя электрома-
нометр фирмы (ELEMA, Швеция). Среднее трех последовательных измерений
считали величиной АД.

Через 6 нед. после введения DOX или физиологического раствора у крыс, нарко-
тизированных тилетамин/золазепамом (10 мг/кг массы крысы, Zoletil 100, Vibrac,
Франция), при необходимости дополнительно вводили дробно не более 50% от
первоначально рассчитанной дозы тилетамин/золазепама, исследовали реактив-
ность брыжеечных артерий in vivo. Эвтаназию животных осуществляли введением
избыточной дозы наркоза до остановки дыхания.

Для оценки ацетилхолин-индуцированной релаксации сосудов у наркотизиро-
ванной крысы через разрез стенки брюшной полости (длиной 1.5 см) выводили
петлю тонкого кишечника, расправляли и помещали в специальный желоб, который
фиксировали в термостабилизируемой при темпратуре 37°С камере с протекающим
физиологическим солевым раствором следующего состава (ммоль/л): NaCl – 120.4;
KCl – 5.9; CaCl2 – 2.5; MgCl2 – 1.2; NaH2PO4 – 1.2; NaHCO3 – 15.5; глюкоза – 11.5.
Физиологический раствор сатурировали газовой смесью, состоящей из 95% О2 и
5% СО2. Перед тестированием сосуд стабилизировали в ванночке в течение 30 мин.
Затем проводили исследования согласно выбранному протоколу. В работу брали
сосуды диаметром 200–350 мкм, имеющие выраженный вазоконстрикторный эф-
фект на фенилэфрин (ФЭ).

Для оценки эндотелийзависимой и эндотелийнезависимой вазодилатации
использовали введение в раствор ацетилхолин хлорида (АХ, Sigma-Aldrich,
США) 1 × 10–5 моль/л или нитропруссида натрия (ICN Biomedicals, США) 1 ×
× 10–6 моль/л на фоне предварительного сокращения сосуда ФЭ (Sigma-Aldrich,
США) 1 × 10–5 моль/л. Амплитуду дилатации выражали в процентах от амплиту-
ды констрикции, вызванной ФЭ.

С целью оценки участия отдельных механизмов в сосудистых реакциях на АХ
использовали соответствующие блокаторы: блокатор NO-синтазы L-NAME
(Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride, ICN Biomedicals) 1 × 10–4 моль/л; бло-
катор циклооксигеназы индометацин (Indomethacin, Sigma-Aldrich), 1 × 10–5 моль/л;
неспецифический блокатор К+-каналов – тетраэтиламмоний (ТЭА), (Tetraeth-
ylammonium chloride, Sigma-Aldrich) 1 × 10–3 моль/л. Через 30 мин инкубации сосу-
дов в растворе с блокатором вводили ФЭ с последующим добавлением АХ. Вклад
различных механизмов в АХ-индуцированную вазорелаксацию рассчитывали как
разницу в амплитуде дилатации сосуда при действии АХ до применения соответ-
ствующего ингибитора (блокатора) и после инкубации с ним. Маточные растворы
АХ, нитропруссида натрия, L-NAME, ТЭА приготовлялись на основе дистиллиро-
ванной воды. Индометацин растворяли в диметилсульфоксиде (Вектон, Россия).
Полученный раствор добавляли в физиологический раствор до достижения необ-
ходимой концентрации индометацина. Диметилсульфоксид, при разведении его
физиологическим раствором в соотношении 1 : 1000, не вызывал значимых изме-
нений реактивности брыжеечных артерий.

Для уточнения реактивности сосудов на AX исследовали его зависимое от кон-
центрации действие на предварительно сокращенные ФЭ брыжеечные артерии, для
этого оценивали кумулятивный эффект постепенного повышения концентрации вво-
димого в ванночку АХ (1 × 10–10–1 × 10–5 моль/л) на амплитуду вазодилатации.
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Для оценки реактивности артерий проводили фото- и видеорегистрацию диа-
метра брыжеечных артерий крыс in vivo с использованием микроскопа Биомед
МС-1Т-ZOOM (Россия) и камеры Basler BASLER acA4600-10uc (Германия), обработ-
ка результатов осуществлялась с помощью программы MultiMedia Catаlog (MMC).

При статистической обработке результатов использовали программу Statistica
v.12. Полученные данные представляли в виде среднего с его стандартной ошиб-
кой. Для анализа полученных данных использовали однофакторный дисперсион-
ный анализ (ANOVA). Различия считали статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Однократное введение 4 мг/кг DOX через 6 нед. не приводило к изменению мас-
сы тела у крыс, в среднем она составляла 333 ± 18 г у DOX-группы и 330 ± 20 г у
контрольной. DOX также не оказывал влияния на величину АД: 121 ± 7 мм рт. ст. –
у DOX-группы и 123 ± 5 мм рт. ст. – у контрольной.

Анализ результатов измерения диаметра брыжеечных артерий in vivo при дей-
ствии вазоактивных агентов показал, что однократное введение 4 мг/кг DOX через
6 нед. приводит к изменению реактивности сосудов. Так, у крыс DOX-группы бы-
ло отмечено увеличение амплитуды вазоконстрикции на ФЭ в среднем на 18.5%
(р = 0.003) по сравнению с контрольными крысами (рис. 1а). Кроме того, у крыс
получавших DOX, наблюдалось снижение реактивности сосудов на экзогенный
NO (рис. 1b): амплитуда дилатации предварительно сокращенных ФЭ сосудов
крыс DOX-группы при добавлении в камеру нитропруссида натрия была в среднем
на 18.8% меньше, чем у контрольных животных (р = 0.0001).

При исследовании эндотелийзависимой дилатации брыжеечных артерий крыс
оценивали кумулятивный эффект введения в ванночку с физиологическим раство-
ром АХ в ступенчато повышающейся концентрации от 1 × 10–10 до 1 × 10–5 моль/л.

Рис. 1. Влияние доксорубицина на реактивность брыжеечных артерий крыс. (a) – влияние фенилэфри-

на (PE, 1 × 10–5 моль/л) на диаметр брыжеечных артерий крыс. По оси ординат – амплитуда вазокон-
стрикции, выраженная в процентах от исходного диаметра сосуда. (b) – влияние нитропруссида натрия

(NP, 1 × 10–6 моль/л) на диаметр предварительно сокращенных фенилэфрином брыжеечных артерий
крыс. По оси ординат – амплитуда вазодилатации, выраженная в процентах от амплитулы вызванной
фенилэфрином констрикции сосуда. Экспериментальные группы: DOX – крысы, получившие одно-
кратное введение 4 мг/кг доксорубицина; Сontrol – контрольная группа. Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартная ошибка. р – значимость различий между группами.
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Результаты показали, что у крыс DOX-группы, по сравнению с контрольной, на-
блюдается ослабление вазодилатации: амплитуда релаксации значимо уменьша-
лась уже при концентрации АХ 1 × 10–8 моль/л, а при повышении концентрации
АХ различия между группами усиливались (рис. 2а). Кроме того, расчет площади
под кривой амплитуды вазодилатации при различной концентрации АХ показал,
что эффективность дилатации брыжеечных артерий крыс, получивших DOX, была
ниже на 19.1% (р = 0.0001) по сравнению с контрольными животными (рис. 2b).

Для выяснения роли эндотелийзависимой вазодилатации оценивали изменение
диаметра брыжеечных артерий при действии АХ в концентрации 1 × 10–5 моль/л.
Амплитуда АХ-индуцированной релаксации артерий крыс, получивших DOX, бы-
ла в среднем на 15.8% меньше, чем у контрольных животных, р = 0.0011 (рис. 3).
Была проведена оценка реакции сосудов на АХ в условиях применения блокаторa
эндотелиальной NO-синтазы L-NAME. Следует отметить, что диаметр сосудов,
измеренный до введения в омывающий раствор L-NAME, значимо не изменялся
после инкубации с данным блокатором. Амплитуда дилатации при действии АХ на
фоне применения L-NAME у крыс DOX-группы оказалась в среднем на 26.4%
больше, чем у контрольных животных. Однако сравнение величины вызванной АХ
релаксации в отсутствие блокаторов и при блокаде NO-синтазы показало, что у
животных DOX-группы инкубация брыжеечных артерий с L-NAME приводила к
снижению амплитуды дилатации на 45.5 ± 4.3% по сравнению с релаксацией без
блокаторов, а у контрольных – на 66.8 ± 5.7%, р < 0.001.

Для оценки роли простагландинов в вызванной АХ вазодилатации у крыс, по-
лучавших DOX, проводили предварительную инкубацию сосудов в физиологиче-
ском растворе, содержащем блокатор циклооксигеназы индометацин и блокатор

Рис. 2. Влияние доксорубицина на ацетилхолин-индуцированную дилатацию брыжеечных артерий
крыс. (а) – амплитуда дилатации предварительно сокращенных фенилэфрином артерий при действии ацетил-
холина (ACh): по оси абсцисс – логарифм концентрации ацетилхолина, по оси ординат – амплитуда релакса-
ции, выраженная в процентах от амплитуды вызванной фенилэфрином констрикции (1 × 10–5 моль/л).
(b) – площадь под кривой амплитуды вазодилатации при различной концентрации ацетилхолина: по
оси ординат – площадь под кривой амплитуды дилатации артерий при действии ацетилхолина, усл. ед.
Экспериментальные группы: DOX – крысы, получившие однократное введение 4 мг/кг доксорубицина;
Control – контрольная группа. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка.
* – различия между группами значимы при р < 0.05, *** – различия между группами значимы при р < 0.001.
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NO-синтазы L-NAME. Исследования показали, что DOX не влиял на опосредо-
ванную циклооксигеназой АХ-индуцированную релаксацию артерий, так как ин-
кубация с индометацином и L-NAME приводила к равному снижению вазодилата-
ции у исследованных животных: уменьшение амплитуды составляло 12.8 ± 1.8% у
контрольной и 11.9 ± 1.7% – у DOX-группы (p > 0.05) по сравнению с амплитудой
релаксации в условиях блокады только NО-синтазы (рис. 4).

Для оценки роли К+-каналов в индуцированной АХ вазодилатации использова-
ли неспецифический блокатор К+-каналов ТЭА при одновременном ингибирова-
нии синтеза NО и простациклина. Показано, что у животных, получавших DOX,
амплитуда вызванной АХ релаксации после инкубации сосудов с комплексом трех
блокаторов (ТЭА, L-NAME, индометацин) снижалась на 52.9 ± 4.8%, тогда как у
контрольных – только на 23.1 ± 4.1%, p < 0.001 по сравнению с дилатацией в усло-
виях блокады NО-синтазы и циклооксигеназы (рис. 4). Одновременное примене-
ние трех блокаторов не приводило к полному прекращению АХ-индуцированной
дилатации сосудов, при этом амплитуда релаксации брыжеечных артерий у крыс
DOX-группы и контрольной группы значимо не отличалась.

Рис. 3. Влияние доксорубицина на ацетилхолин-индуцированную дилатацию предварительно сокра-
щенных фенилэфрином брыжеечных артерий крыс при отсутствии блокаторов и при блокаде NO-син-

тазы инкубацией сосудов с L-NAME (1 × 10–4 моль/л). По оси ординат – амплитуда релаксации при

действии ацетилхолина (ACh, 1 × 10–5 моль/л), выраженная в процентах от амплитуды вызванной фе-

нилэфрином (1 × 10–6 моль/л) констрикции. Экспериментальные группы: DOX – крысы, получившие
однократное введение 4 мг/кг доксорубицина; Сontrol – контрольная группа. Данные представлены в
виде среднего значения ± стандартная ошибка. p – значимость различий.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Клинические исследования показывают токсический эффект DOX на состояние
сердечно-сосудистой системы у больных, получающих химиотерапию данным
препаратом [25]. В экспериментальных исследованиях основное внимание уделя-
лось кардиотоксическому действию DOX [5–9], а влияние DOX на состояние сосу-
дов изучено недостаточно. В публикациях существует большой разброс результа-
тов, являющихся следствием как разнообразия видов экспериментальных живот-
ных, так и различий в количестве введенного DOX, протоколе его введения и
длительности сроков наблюдения, а также типа сосуда. Кроме того, основное ко-
личество работ проведено на изолированных сосудах, взятых от подвергнутых вве-
дению DOX животных, либо на изолированных сосудистых сегментах, которые
инкубировали с DOX. Наше исследование имело цель изучить влияние DOX на ре-
активность сосудов в условиях in vivo при сохранении естественного кровотока че-
рез брыжеечные артерии. Для этого мы использовали видео- и фотофиксацию ди-
намики диаметра брыжеечных артерий, снабжающих кровью тонкий кишечник.

Рис. 4. Влияние доксорубицина на ацетилхолин-индуцированную дилатацию предварительно сокра-
щенных фенилэфрином брыжеечных артерий крыс при блокаде циклооксигеназы инкубацией сосудов

с индометацином (Indo), блокаде К+-каналов – инкубацией с тетраэтиламмонием (ТЕА), в комплексе с

блокатором NО-синтазы L-NAME (1 × 10–4 моль/л). По оси ординат – амплитуда релаксации при дей-

ствии ацетилхолина (ACh, 1 × 10–5 моль/л), выраженная в процентах от амплитуды вызванной фенил-

эфрином (1 × 10–6 моль/л) констрикции. Экспериментальные группы: DOX – крысы, получившие од-
нократное введение 4 мг/кг доксорубицина; Сontrol – контрольная группа. Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартная ошибка. p – значимость различий.
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В проведенном исследовании оценивались как эндотелийзависимые реакции
сосудов, так и не опосредованные эндотелием. До настоящего времени неясным
остается вопрос о влиянии DOX на реактивность ГМК, в частности о его влиянии
на величину ФЭ-индуцированной вазоконстрикции. Имеются сообщения как о
снижении вазоконстрикции на ФЭ у животных, получавших однократное введе-
ние DOX [22, 26], так и o увеличении [27], в частности сообщается об усилении
констрикторной реакции на ФЭ при инкубации сосудистых колец с DOX [18].

Полученные нами результаты показали, что однократное введение 4 мг/кг DOX
через 6 недель вызывало небольшое, но статистически значимое увеличение кон-
стрикторной реакции брыжеечных артерий на ФЭ. Такая повышенная реактив-
ность может приводить к изменению баланса между вазоконстрикторными и вазо-
дилатирующими влияниями и способствовать нарушению адекватных реакций со-
судистого тонуса в ответ на различные воздействия, например, на физическую
нагрузку. В отличие от исследований, проводимых на изолированных фрагментах
сосудов, в которых не отмечалось повышения констрикторной реакции артерий на
ФЭ у крыс, получавших DOX [22, 26], в нашем исследовании небольшое повыше-
ние реактивности на ФЭ у животных DOX-группы может быть следствием более
физиологических условий эксперимента, когда сохранен естественный кровоток
по исследуемому сосуду, что давало возможность участия всех вазоактивных аген-
тов, циркулирующих в крови, в регуляции сосудистого тонуса. Стоит учитывать,
что при исследовании на фрагментах сосудов in vitro меняется исходный тонус со-
суда, сосудистое кольцо растягивается до стандартного напряжения, и его реактив-
ность на вазоактивные агенты зависит в основном от физических характеристик
вырезанного из артерии кольца (длина сегмента, толщина стенок, жесткость) и
функционального состояния ГМК и эндотелия. В наших экспериментах введение
ФЭ в камеру, где располагалась кишечная петля с исследуемым сосудом, произво-
дилось на фоне сохраненного исходного тонуса брыжеечных артерий, когда по
всем сосудам продолжала циркулировать кровь, в которой изначально присутство-
вал определенный баланс различных вазоконстрикторных и вазодилатирующих
факторов. Можно предположить, что усиление реактивности на ФЭ у животных
DOX-группы, по сравнению с контрольной, опосредовано, в частности, различием
исходного уровня NO в ГМК, которое в условиях in vivo может различаться между
сосудами крыс разных групп. Это предположение подтверждается исследованиями,
которые показали, что у крыс, получавших DOX, повышение реактивности сосу-
дов на ФЭ коррелирует со снижением так называемого базального уровня NO
(процентного увеличения вызванного ФЭ сокращения при добавлении блокатора
NO-синтазы L-NAME) [28].

В наших экспериментах оценивалось влияние DOX на эндотелийзависимую ре-
активность артерий. Было показано, что введение DOX приводит к развитию эндо-
телиальной дисфункции, выраженной в снижении АХ-индуцированной релакса-
ции брыжеечных артерий DOX-крыс по сравнению с контрольной группой. По-
давляющий эндотелийзависимую вазорелаксацию эффект DOX отмечался и в
исследованиях [16, 23], проведенных на сосудах в условиях in vitro.

Для уточнения механизмов эндотелиальной дисфункции перед проведением
пробы на АХ мы использовали предварительную инкубацию сосудов с некоторыми
блокаторами, в частности L-NAME, индометацином и ТЭА. Поскольку основные
механизмы эндотелийзависимой дилатации связывают с синтезом NO, простацик-
лина и эндотелиальной гиперполяризацией [29, 30], в нашем исследовании мы
оценивали влияние DOX на эти механизмы вызванной АХ релаксации брыжееч-
ных артерий.

Одним из основных путей эндотелийзависимой вазодилатации считают NO-за-
висимый механизм [31]. Его влияние определяется как количеством продуцируе-
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мого эндотелием NO, так и чувствительностью ГМК к NO. Чтобы выявить причину
снижения эндотелийзависимой релаксации брыжеечных артерий, нами была оце-
нена реактивность сосудов на экзогенный источник NO – нитропруссид натрия.
Проведенные исследования показали, что введение крысам DOX приводило к сни-
жению амплитуды вазорелаксации на нитропруссид натрия. Подобный эффект от-
мечали и другие исследователи, например, после введения мышам однократно
4 мг/кг DOX [32]. Полученное нами у крыс DOX-группы уменьшение реактивно-
сти на нитропруссид натрия свидетельствует о снижении чувствительности ГМК к
NO, что может приводить к угнетению эндотелийзависимой релаксации сосуда
при действии различных вазоактивных агентов даже в случае достаточной продук-
ции NO эндотелием.

С другой стороны, мы также оценили влияние DOX на эндотелийзависимую ре-
лаксацию сосудов, связанную с активностью NO-синтаз, продуцирующих NO.
При использовании L-NAME, ингибирующего NO-синтазу, и, следовательно, пре-
кращающего продукцию NO эндотелием, мы обнаружили значительное снижение
величины АХ-индуцированного ответа брыжеечных артерий у животных обеих
групп. Однако DOX вызывал повреждение NO-зависимого механизма дилатации
брыжеечных артерий, которое отражалось в уменьшении разницы между амплиту-
дой вызванной АХ релаксации до и после блокады NO-синтазы у крыс DOX-груп-
пы по сравнению с сосудами контрольных животных. Следует отметить, что во-
прос о влиянии DOX на NO-зависимые механизмы вазодилатации неоднозначен.
Так, на сосудах in vitro отмечено отсутствие эффекта DOX на опосредованный ак-
тивностью эндотелиальной NO-синтазы механизм АХ-индуцируемой вазодилата-
ции [19, 32]. Но при этом сообщается о способности DOX увеличивать транскрип-
цию эндотелиальной NO-синтазы, что было показано при инкубации с DOX изо-
лированных эндотелиальных клеток аорты [33]. Кроме того, при моделировании
доксорубициновой кардиотоксичности отмечается повышение уровня активности
как нейрональной, так и индуцибельной NO-синтазы в миокарде [34], а введение
DOX животным приводило к повышению уровня NO в миокарде, но не в крови
[35]. Таким образом, существует потенциальная возможность DOX посредством
различных связанных с NO механизмов модулировать реактивность сосудов. Ре-
зультаты наших экспериментов на сосудах в условиях in vivo показали, что DOX на-
рушал NO-зависимые механизмы дилатации брыжеечных артерий, снижая участие
данного механизма в АХ-индуцированной вазорелаксации. При этом развитие эн-
дотелиальной дисфункции было опосредовано как снижением чувствительности
сосуда к NO, так и нарушением продукции NO эндотелием.

Учитывая, что NO оказывает модулирующее влияние на продукцию эндотелием
других вазодилататоров [36, 37], то оценку роли отличных от NO путей АХ-индуци-
рованной дилатации артерий мы проводили на фоне ингибирования NO-синтазы.

Оценивая влияние DOX на связанные с простагландинами механизмы эндоте-
лийзависимой вазодилатации, перед введением АХ проводили инкубацию сосудов
в растворе с индометацином, селективным блокатором циклооксигеназы, в усло-
виях ингибирования NO-синтазы. Циклооксигеназа ответственна за синтез про-
стациклина и некоторых других простаноидов из арахидоновой кислоты [38], бло-
када циклооксигеназы введением в омывающий раствор индометацина приводит к
прекращению продукции простагландинов. Показано, что основным простаглан-
дином, синтезируемым эндотелием, и участвующим в эндотелийзависимой вазоди-
латации, является простациклин [39]. Результаты наших экспериментов показали,
что DOX не оказывал влияния на опосредованные простациклином пути АХ-инду-
цированной релаксации брыжеечных артерий, так как блокада циклооксигеназы в
сосудах крыс обеих групп приводила к равному по величине снижению амплитуды
дилатации по сравнению с амплитудой в условиях применения только L-NAME.
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Таким образом, снижение реактивности брыжеечных артерий на АХ у животных,
получавших DOX, в наших исследованиях не было связано с изменением проста-
гландин-зависимых механизмов вазодилатации.

Кроме NO- и простагландин-зависимых путей, одним из важнейших механиз-
мов вазодилатации является эндотелиальная гиперполяризация. Независимо от
природы гиперполяризующего фактора, дилатация вследствие эндотелиальной ги-
перполяризации реализуется через активацию различных К+-каналов [40, 41], ло-
кализованных как в ГМК, так и в эндотелии [42]. Для оценки влияния DOX на
опосредованную активностью Са2+-активируемых К+-каналов АХ-индуцирован-
ную дилатацию было проведено исследование реакции брыжеечных артерий на АХ
после инкубации сосудов в физиологическом растворе, содержащем неспецифиче-
ский блокатор К+-каналов ТЭА, который использовали в комплексе с L-NAME и
индометацином для предупреждения влияния NO и простагландинов на эффек-
тивность других механизмов вазодилатации. Результаты показали, что после введе-
ния DOX роль блокируемых ТЭА К+-каналов в АХ-индуцированной релаксации
усиливается, так как у крыс DOX-группы снижение амплитуды вазодилатации по-
сле применения комплекса трех блокаторов, включая ТЭА, по сравнению с реак-
цией сосуда в условиях ингибирования только NO- и простагландин-зависимого
пути, было выражено значительно сильнее, чем в контрольной группе. Известно,
что ТЭА является неспецифическим блокатором как Са2+-активируемых К+-кана-
лов большой проводимости (ВКСа), так и различных потенциал-зависимых К+-ка-
налов (Кv) [43]. Считается, что роль ВКСа в дилатации, опосредованной эндотели-
альной гиперполяризацией, не столь значительна, как у Са2+-активируемых К+-кана-
лов промежуточной (IКСа) и малой проводимости (SКСа) [44, 45]. Однако
экспериментальные исследования с применением селективного блокатора ВКСа
ибериотоксина показали, что ВКСа могут вовлекаться в опосредованную эндотели-
альной гиперполяризацией дилатацию брыжеечных артерий, но степень их уча-
стия снижается по мере уменьшения размера сосуда [46]. При этом не было обна-
ружено различий в уровне экспрессии мРНК ВКСа в тканях брыжеечных артерий
1-го и 4-го порядков ветвления, то есть существует потенциальная возможность
экспрессии ВКСа в брыжеечных сосудах разного диаметра. Наши исследования
проводились преимущественно на сосудах 2-го порядка, поэтому можно предпо-
ложить, что у крыс, получавших DOX, ослабление NO-зависимых механизмов
АХ-индуцированной вазодилатации могло частично компенсироваться усилением
активности ВКСа. Условия проведения наших экспериментов не дают возможно-
сти судить о влиянии DOX на активность блокируемых ТЭА Кv, изоформы кото-
рых обнаружены в брыжеечных артериях крыс [47], при этом Кv могут модулировать ве-
личину вазодилатации [48, 49]. Считают, что при концентрации менее 10–3 ммоль/л
ТЭА достаточно селективен для ВКСа, [43] и используется для изучения участия
ВКСа в реактивности брыжеечных артерий [50, 51]. Несмотря на используемую в
нашем исследовании концентрацию ТЭА (1 × 10–3 моль/л), нельзя отрицать веро-
ятность одновременной блокады ВКСа и некоторых Kv, поэтому мы не можем ис-
ключать возможность модулирующего влияния Kv на АХ-индуцированную дилата-
цию сосудов при снижении связанных с NO механизмов.

О влиянии DOX на опосредованную IКСаи SКСа вазодилатацию судили по вели-
чине АХ-индуцированной релаксации, развиваемой сосудами после применения
комплекса трех блокаторов – L-NAME, индометацина и ТЭА. Результаты показа-
ли, что амплитуда релаксации сосудов после инкубации с комплексом блокаторов
не отличалась у крыс разных групп. Это свидетельствует об отсутствии влияния
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DOX на активность IКСаи SКСа в обусловленной эндотелиальной гиперполяриза-
цией релаксации сосудов, исследованных in vivo. Следует отметить, что в литерату-
ре имеются сведения, полученные в экспериментах на изолированных сосудах, в
которых показано уменьшение вазорелаксации, опосредованной эндотелиальной
гиперполяризацией, при снижении экспрессии IКСаи SКСа у животных, получав-
ших DOX [43]. Кроме того, показано, что DOX вызывает нарушение структуры эн-
дотелия [43], что приводит не только к нарушению продукции эндотелием вазоак-
тивных агентов, но и препятствует генерации и распространению эндотелиальной
гиперполяризации. Отсутствие влияния DOX на опосредованную активностью
IКСаи SКСа дилатацию в наших экспериментах можно объяснить существенно
меньшим количеством введенного крысам DOX (4 мг/кг однократно), поскольку в
работе Idris-Khodja и соавт. [43] крысам вводили DOX в значительно большем ко-
личестве (суммарно 15 мг/кг).

Таким образом, наши исследования показали, что DOX влияет на реактивность
брыжеечных артерий крыс, вызывая развитие эндотелиальной дисфункции: DOX
повышает констрикторные реакции на ФЭ и снижает эндотелийзависимую вазо-
релаксацию. При этом ослабление АХ-индуцированной дилатации у крыс, полу-
чавших DOX, опосредовано нарушением NO-зависимых механизмов. DOX не ока-
зывал влияния на эффективность опосредованных простагландинами механизмов
вызванной АХ вазодилатации, а также не изменял связанных с активностью IКСа и
SКСа путей АХ-индуцированной дилатации. Предполагается, что снижение эф-
фективности NO-зависимого пути регуляции сосудистого тонуса у крыс после вве-
дения DOX может, в некоторой степени, компенсироваться усилением роли ВКСа
в стимулированной АХ релаксации брыжеечных артерий.
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Effect of Doxorubicin on the Reactivity of the Mesenteric Arteries of Wistar Rats

G. T. Ivanova*
Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Scienes, St. Petersburg, Russia

*e-mail: ivanovagt@infran.ru

Doxorubicin is used as an anticancer agent, but it has a negative effect on the cardiovas-
cular system. The main attention is paid to the cardiotoxic effect, and the mechanisms of
its action on the vessels are not well understood. Our in vivo study evaluated the reactiv-
ity of rat mesenteric arteries to vasoactive agents, as well as the involvement of mecha-
nisms of endothelium-dependent vasodilation in rats treated with a single dose of
4 mg/kg of doxorubicin. The experimental group of Wistar rats was injected once intra-
peritoneally with doxorubicin (4 mg/kg), the control animals received physiological sa-
line in an equal volume. After 6 weeks, the reactivity of the mesenteric arteries to acetyl-
choline (ACh), sodium nitroprusside, and phenylephrine was examined. To clarify the
mechanisms of endothelium-dependent vasodilation, blockers were used: NO-synthase –
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L-NAME, Ca2+-activated K+-channels of high conductivity – tetraethylammonium.
To assess the reactivity of arteries in vivo, microphotographic and video recording of the
diameter of the mesenteric arteries of rats was performed (Biomed MC-1T-ZOOM mi-
croscope and Basler BASLER acA4600-10uc camera), the results were processed in the
MultiMedia Catalog program. Doxorubicin modified the reactivity of the mesenteric ar-
teries of rats: it increased the constrictor reactions of phenylephrine and inhibited endo-
thelium-dependent vasorelaxation on ACh. At the same time, the administration of
doxorubicin to rats led to a decrease in the efficiency of NO-dependent mechanisms of
regulation of vascular tone (estimated by the difference in the amplitude of ACh-in-
duced vasodilation before and after L-NAME application), as well as to a decrease in the
relaxation of arteries to sodium nitroprusside, compared with control animals. Doxoru-
bicin had no effect on the effectiveness of prostaglandin-mediated and Ca2+-activated
K+-channels of intermediate and low conduction mechanisms of endothelium-depen-
dent vasodilation.

Keywords: doxorubicin, mesenteric artery, endothelium, acetylcholine-induced dilata-
tion, vasoconstriction, phenylephrine, sodium nitroprusside, Wistar
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Исследование взаимосвязи между первичным ишемическим поражением и по-
следующими изменениями в церебральной сосудистой сети остается актуаль-
ным. Нарушение мозгового кровотока после ишемии/реперфузии (И/Р) может
быть обусловлено эндотелиальной дисфункцией, которая характеризуется дис-
балансом в высвобождении вазоактивных факторов, что приводит к изменению
сосудистого тонуса. Изменение функциональной активности кальций-чувстви-
тельных калиевых каналов промежуточной проводимости (IКCa) может влиять
на эндотелий сосудов, но данные о вазоактивной роли IКCa-каналов в сосудах
головного мозга после И/Р немногочисленны. Целью данной работы являлось
изучение вклада IKCa-каналов в регуляцию тонуса пиальных артерий после пе-
ренесенной ишемии/реперфузии у молодых крыс. Изучали изменение вклада
IКCa-каналов в поддержание сосудистого тонуса и индуцированную ацетилхо-
лином (АХ) дилатацию пиальных артерий крыс Вистар в возрасте 4 месяцев по-
сле однократной И/Р (пережатие обеих сонных артерий с одновременным сни-
жением и строгим поддержанием среднего АД на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. в тече-
ние 12 мин) в разные сроки постишемического периода. Исследование сосудов
проводили на 2-, 7-, 14- и 21-е сутки после И/Р. Методом прижизненной микро-
фотосъемки оценивали реакции артерий у крыс, перенесших ишемию, и ложно-
оперированных крыс. Изменение вклада IКCa-каналов в поддержание тонуса
пиальных артерий оценивали по изменению числа артерий, сузившихся в ответ
на действие блокатора IКCa-каналов (клотримазол, 10–7 М, 5 мин). Изменение
вклада IКCa-каналов в дилатацию сосудов оценивали, сравнивая число и степень
АХ-индуцированной (ацетилхолин хлорид, 10–7 М, 8 мин) дилатации артерий до
и на фоне блокады IКCa-каналов. Установлено, что однократная глобальная И/Р
коры головного мозга ведет к изменению вклада IKCa-каналов в поддержание
базального тонуса пиальных артерий крыс, сохраняющемуся в течение 21 сут по-
сле восстановления кровотока. Через 2 сут снижается вклад IKCa-каналов в тонус
крупных пиальных артерий. А в последующий постишемический период наблю-
дается последовательное усиление вклада этих каналов в поддержание тонуса со-
судов всех исследованных диаметров. Вклад IKCa-каналов в АХ-опосредованную
дилатацию пиальных артерий у перенесших ишемию крыс в разные сроки по-
стишемического периода также меняется и в большой степени зависит от диаметра
артериальных сосудов. Через 2 сут после И/Р увеличивается вклад IKCa-каналов в
дилатацию на АХ артерий среднего калибра. На 7-е сутки число IKCa-опосредован-
ных дилатаций снижается, и эти изменения наблюдаются в группах средних и круп-
ных артерий. В последующие 14 сут роль IKCa-каналов в АХ-индуцированной
дилатации крупных пиальных артерий восстанавливается до уровня показателей
у ложнооперированных крыс, а в группах мелких и средних артерий усиливается.
Таким образом, разная активность IKCa-каналов в АХ-опосредованной вазоди-
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латации продемонстрирована не только в артериях разного калибра, но и в раз-
ные сроки постишемического периода.

Ключевые слова: ишемия головного мозга, дилатация пиальных артерий, кальций
чувствительные калиевые каналы промежуточной проводимости
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Сосудистые заболевания головного мозга – актуальная медицинская и социаль-
ная проблема. Ишемия головного мозга становится все более распространенным
заболеванием, которое поражает не только пожилых, но и более молодых людей.
Данной проблеме уделяется много внимания, поскольку это заболевание является
одной из причин, ведущих к инсульту, деменции и инвалидности [1]. Даже кратко-
временное прекращение кровоснабжения головного мозга вызывает тканевую ги-
поксию. Последующая реперфузия хотя и восстанавливает кровоток, но не всегда
полностью, и часто приводит к дополнительным повреждениям ткани. Поэтому
исследование взаимосвязи между первичным ишемическим поражением и после-
дующими изменениями в церебральной сосудистой сети остается актуальным.

Церебральные коллатерали являются дублирующими сосудистыми путями, ко-
торые при блокировании магистральных сосудов могут частично поддерживать
приток крови к подвергшейся ишемии ткани [2, 3]. В изменениях мозгового крово-
тока после ишемии/реперфузии (И/Р) большую роль играет эндотелиальная дис-
функция мозговых сосудов, обусловленная нарушениями NO-опосредованных ме-
ханизмов сосудистой регуляции [4–6]. Компенсаторным сосудорасширяющим ме-
ханизмом в этом случае может являться эндотелиальная гиперполяризация (EDH)
[4, 7, 8], механизм которой пока до конца не выяснен, а на роль продуцируемых
эндотелием факторов EDH претендуют различные вещества. Считается, что зна-
чительный вклад в эндотелиальную гиперполяризацию вносят кальций-чувстви-
тельные калиевые каналы промежуточной проводимости (IKСa) [4, 7, 8]. Однако
некоторые исследователи считают, что EDH может вызвать электрическая связь,
возникающая между эндотелием и мышечной тканью через электрические щеле-
вые каналы, без участия химических медиаторов [9]. Можно ли нарушение перфу-
зии мозговой ткани в результате перенесенной И/Р объяснить изменением вклада
IKCa-каналов в эндотелий-зависимую дилатацию сосудов головного мозга, пред-
стоит выяснить. Авторы работы [4] полагают, что EDH и, следовательно, IKCa-ка-
налы играют большую сосудорасширяющую роль в сосудах малого и большого ка-
либра, однако необходимы дальнейшие исследования для изучения различий меж-
ду реакциями мозговых сосудов различного диаметра.

Целью данной работы являлось изучение вклада IKCa-каналов в регуляцию то-
нуса пиальных артерий после перенесенной ишемии/реперфузии у молодых крыс.
Задачей исследования было выяснить, как изменяется вклад IKCa-каналов в ба-
зальный тонус и в опосредованную ацетилхолином (АХ) дилатацию пиальных ар-
терий разных калибров у крыс в возрасте 4 месяцев в разные сроки постишемиче-
ского периода – на 2-, 7-, 14- и 21-е сутки после перенесенной животными ишемии
коры головного мозга.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на 4-месячных самцах крыс Вистар (n = 44) массой
250–350 г из ЦКП “Биоколлекция ИФ РАН”. Все процедуры, выполненные в ис-
следованиях с участием животных, соответствовали этическим стандартам, утвер-
жденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декларации и рекоменда-

EDN: PFZSRH
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циям Комиссии по контролю над содержанием и использованием лабораторных
животных при Институте физиологии им. И.П. Павлова РАН. Животных содержа-
ли в стандартных условиях вивария при свободном доступе к воде и пище по 6 осо-
бей в клетках Т4 на стандартной лабораторной диете в условиях искусственного
освещения (цикл: 12 ч свет/12 ч темнота).

Ишемию коры головного мозга воспроизводили путем окклюзии обеих сонных
артерий, сопровождавшейся управляемой гипотензией – техники, известной в ан-
глоязычной литературе как “2-vessel occlusion + hypotention model”, в авторской
модификации [10]. Наркотизированные хлоралгидратом (внутрибрюшинно,
43 мг/100 г массы тела) крысы подвергались 12-минутной окклюзии обеих сонных
артерий с одновременным снижением и точным поддержанием артериального давле-
ния (АД) на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. путем забора/реинфузии крови (1.2–1.7 мл/100 г
массы тела) в гепаринизированный шприц. АД измеряли инвазивно через катетер
в бедренной артерии, соединенный с датчиком DTXPlusTM (Argon Critical Care Sys-
tems, Сингапур), подключенным к микроконтроллеру (STMicroelectronics, США),
выход которого был соединен с компьютером через порт USB. Визуализация зна-
чений АД осуществлялась с помощью оригинальной программы, разработанной в
нашей лаборатории. Расчет среднего АД в реальном времени производился про-
граммой по классической формуле:

где Pср – среднее артериальное давление (мм рт. ст.), Pс – систолическое давление
(мм рт. ст.), Pд – диастолическое давление (мм рт. ст.).

По окончании периода ишемии производились полная реинфузия забранной
крови и ушивание операционных ран. До выхода из наркоза крысы содержались на
электрогрелках (S315, EcoSapiens, Россия) при температуре 38°С. Затем их возвра-
щали в клетки обычного содержания.

Постишемические изменения исследовали в отдельных группах крыс: на 2-, 7-,
14- и 21-е сутки после ишемии. Контролем служили ложнооперированные живот-
ные (ЛО). Этих крыс подвергали аналогичному оперативному вмешательству, но
без проведения ишемии. Исследования на ЛО крысах проводили в отдельных
группах также на 2-, 7-, 14- и 21-е сутки после операции.

Для прижизненного исследования реакций пиальных артерий крыс наркотизи-
ровали хлоралгидратом (внутрибрюшинно, 43 мг/100 г массы тела). В теменной об-
ласти черепа животного высверливали отверстие (S ≈ 1 см2), твердую мозговую
оболочку в пределах которого удаляли, тем самым открывая поле для дальнейшего
исследования. Поверхность мозга непрерывно орошали раствором Кребса (в мМ:
NaCl 120.4; KCl 5.9; NaHCО3 15.5; MgCl2 1.2; CaCl2 2.5; NaH2PO4 1.2; глюкоза 11.5;
pH 7.4), аэрированного карбогеном. Раствор для орошения, как и все другие при-
меняемые растворы, в течение всего эксперимента содержали в медицинском во-
дяном термостате (TW-2, SIA “ELMI”, Латвия) при температуре 37°C. На протяже-
нии всего эксперимента контролировали среднее АД, показатели которого остава-
лись примерно на одном уровне и составляли 127 ± 4 мм рт. ст. Температуру тела
животного поддерживали на уровне 38°C. Визуализацию пиальных артерий прово-
дили с помощью оригинальной установки, включающей в себя стереоскопический
микроскоп MC-2ZOOM (“Микромед”, Россия), камеру-видеоокуляр для микро-
скопа Basler acA 4600-10uc (Германия) и персональный компьютер.

При проведении эксперимента крыс разделяли на 8 отдельных групп: крысы на
2-, 7- (n = 5 в каждой группе), 14- (n = 6) и 21-е (n = 7) сутки после перенесенной
ишемии и ЛО крысы на 2-, 7-, 14- (n = 5 в каждой группе) и 21-е (n = 6) сутки после
оперативного вмешательства. Исследовали реакции сосудов на орошение поверх-
ности головного мозга раствором ацетилхолин хлорида (Acetylcholine chloride,

= + −ср д с д1 3( ),P P P P
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Sigma-Aldrich, 10–7 М, 5 мин) в отсутствие и на фоне блокады IKCa-каналов раство-
ром клотримазола (Акрихин, Польша) в концентрации 10–5 М (предварительное
орошение поверхности головного мозга в течение 5 мин с последующим добавле-
нием АХ в раствор блокатора). Фоновую реакцию на воздействие АХ в каждой
группе принимали за 100%. Проверка по критерию Краскела–Уоллеса показала
отсутствие значимых различий между отдельными животными в фоновых реакци-
ях на воздействие АХ внутри каждой из исследованных групп. Общая продолжи-
тельность эксперимента составляла 50–80 мин, после чего животных выводили из
эксперимента передозировкой раствора хлоралгидрата (60 мг/100 г массы тела).

Диаметр сосудов измеряли на статических изображениях с помощью оригиналь-
ной компьютерной программы “Blood Vessel Media Analyzer” (© Denis Chouvaev,
Швеция). В программе предусмотрен режим контраста и увеличения изображения,
а также калибровки для пересчета всех координат в метрические единицы. С ис-
пользованием программы измеряли ширину потока эритроцитов, соответствую-
щую внутреннему диаметру сосуда. Об изменении вклада IKCa-каналов в тонус со-
судов судили по изменению числа артерий, сузившихся в ответ на воздействие кло-
тримазола, блокатора IKCa-каналов. Изменение вклада данных каналов в
дилатацию артерий оценивали, сравнивая число дилатированных сосудов и сте-
пень их дилатации в ответ на воздействие АХ до и после применения блокатора.

У каждой крысы было измерено от 20 до 75 участков сосудов. В литературе име-
ются сведения о том, что вклад EDH в эндотелий-зависимые релаксации неодно-
роден и варьирует в зависимости от размера сосудов [11–13]. Поэтому для последу-
ющего анализа сосуды были разделены на группы в соответствии с их диаметрами:
мелкие артерии (диаметром менее 20 мкм), средние артерии (от 20 до 40 мкм) и
крупные артерии (более 40 мкм). Данные по отдельной группе сосудов усредняли
для каждого животного и использовали для статистических сравнений.

Изменение количества расширившихся и сузившихся артерий на воздействие
препарата выражали в процентах относительно общего числа исследованных арте-
рий в группе. Степень дилатации ΔД %: рассчитывали по формуле:

где Д1 – диаметр сосуда до воздействия АХ, Д2 – после воздействия.
Изменения диаметра в покое не превышали 5.0 ± 0.5%, поэтому при таких зна-

чениях считали, что реакция на воздействие отсутствует.
Статистический анализ данных проводили с использованием пакета статистиче-

ских программ Microsoft Excel 2019 и программы InStat 3.02 (“GraphPad Software Inc.”,
США). Для проверки выборки на нормальность распределения использовали тест
Колмогорова–Смирнова, уровень значимости составлял р ≥ 0.2, это свидетельству-
ет о том, что групповые выборки данных подчинялись закону нормального распре-
деления. Затем оценивали значения до и после аппликации препаратов, используя
парный критерий Стьюдента и двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA)
для факторов “контроль–препарат” и “подвергшиеся ишемии–ложнооперирован-
ные”. При распределении вариант в выборке отличном от нормального, при срав-
нении двух групп использовали U-критерий Манна–Уитни. Различия считали до-
стоверными при p < 0.05. Данные представлены в виде среднего арифметического
значения и его ошибки (M ± SE).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

На 2-е сутки постишемического периода у крыс наблюдалось угнетение АХ-ин-
дуцированной дилатации только крупных артерий, число дилатаций снизилось на
45% относительно показателей у ЛО крыс (ЛО: 56.8 ± 6.1 и И/Р: 31.2 ± 1.5%, р = 0.04,

( )Δ = − ×Д Д2 Д1 Д1 100,
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U-критерий = 36) (рис. 1а). На 7-е сутки после И/Р у перенесших это воздействие
крыс, по сравнению с ЛО, число АХ-индуцированных дилатаций снизилось на
40% в группе крупных артерий и на 30% в остальных группах исследованных арте-
рий. Уменьшение числа АХ-индуцированных дилатаций у подвергнутых И/Р
крыс, по сравнению с ЛО, наблюдалось также на 14-е (на 22, 32 и 42% у мелких,
средних и крупных артерий соответственно) и 21-е сутки (на 21, 19 и 28% у мелких,
средних и крупных артерий соответственно) постишемического периода во всех
группах исследованных артерий (рис. 1b–d). Достоверных изменений амплитуды
дилатаций артерий на АХ в течение исследованного постишемического периода
(2–21-е сутки) не отмечено.

Аппликация клотримазола у ЛО крыс на 2-е сутки после операции вызывала
констрикцию 58–64% артерий во всех группах исследованных сосудов (рис. 2а).

Рис. 1. Дилатация пиальных артерий на воздействие АХ. Косая штриховка – ЛО крысы; серая заливка –
крысы после И/Р (а – 2 сут; b – 7 сут; c – 14 сут; d – 21 сут). Различия статистически значимы: * – p < 0.05,
** – p < 0.01 (U-критерий Манна–Уитни).
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При блокировании IKCa-каналов уменьшалось число АХ-индуцированных дилата-
ций во всех группах артерий: мелких – на 70%, средних – на 45% и крупных – на
80% (рис. 3а). Амплитуда дилатации в группе мелких и крупных сосудов также зна-
чительно снижалась (примерно на 40 и 60% соответственно), тогда как у средних ар-
терий она увеличивалась примерно на 16% (рис. 4a). У крыс, перенесших ишемию,
на 2-е сутки после И/Р, по сравнению с ЛО животными, аппликация клотримазола
вызывала достоверно меньшее число констрикций только в группе крупных сосудов
(24.3 ± 4.5 по сравнению с 57.9 ± 8.4% у ЛО крыс; p = 0.03, U-критерий = 16)
(рис. 2а). Число АХ-индуцированных дилатаций на фоне введения клотримазола
во всех группах артерий снижалось примерно на 55–75% (рис. 3а). Амплитуда ди-
латации снижалась на 30–60% (рис. 4а).

Рис. 2. Констрикция пиальных артерий различных диаметров на воздействие блокатора IKCa-каналов
(клотримазола). Косая штриховка – ЛО крысы; серая заливка – крысы после И/Р (а – 2 сут; b – 7 сут,
с – 14 сут; d – 21 сут). Различия статистически значимы: * – p < 0.05, *** – p < 0.001 (U-критерий Ман-
на–Уитни).
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Аппликация клотримазола у ЛО крыс на 7-е сутки после операции приводила к
констрикции примерно 30% мелких и средних и 50% крупных артерий (рис. 2b).
На фоне введения клотримазола число дилатаций мелких артерий на воздействие
АХ уменьшалось на 22%, а в группах средних и крупных артерий – в среднем на 70
и 60% соответственно. Амплитуда АХ-индуцированной дилатации снижалась во
всех группах артерий (рис. 4b) по сравнению с реакцией на АХ в отсутствие бло-
кады IKCa-каналов. У подвергнутых ишемии крыс на 7-е сутки после И/Р ороше-
ние поверхности головного мозга раствором клотримазола приводило к кон-
стрикции примерно 40–47% всех исследованных артерий (рис. 2b). Число дилата-
ций на воздействие АХ на фоне блокады IKCa-каналов клотримазолом по сравнению

Рис. 3. Число дилатаций пиальных артерий на воздействие АХ на фоне блокады IKCa-каналов. Косая
штриховка – ЛО крысы; серая заливка – крысы после И/Р (а – 2 сут; b – 7 сут; c – 14 сут; d – 21 сут). Гори-
зонтальная линия — дилатация артерий в группе на воздействие АХ без применения блокатора, приня-
тая за 100%. Различия статистически значимы: * – p < 0.05, *** – p < 0.001 (U-критерий Манна–Уитни).
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с реакцией на АХ в отсутствие блокады в группе мелких сосудов снижалось в сред-
нем на 25% (рис. 3b). Число АХ-индуцированных дилатаций средних артерий на
фоне блокады было в 2 раза ниже, чем в ее отсутствие, а число дилатаций крупных
артерий снизилось на 40% (рис. 3b). Амплитуда АХ-индуцированной дилатации
мелких артерий на фоне блокады IKCa-каналов примерно соответствовала значе-
ниям, полученным без применения блокатора, была снижена на 40% у средних ар-
терий и увеличилась на 17% у крупных артерий (рис. 4b). У подвергнутых И/Р и ЛО
крыс число и амплитуда АХ-индуцированных дилатаций мелких артерий на фоне
предварительного введения клотримазола были выражены в равной степени; в
группе средних артерий при одинаковой амплитуде число дилатаций у И/Р крыс бы-

Рис. 4. Амплитуда дилатаций пиальных артерий на воздействие АХ на фоне блокады IKCa-каналов. Косая
штриховка – ЛО крысы; серая заливка – крысы после И/Р (а – 2 сут; b – 7 сут; c – 14 сут; d – 21 сут). Гори-
зонтальная линия – дилатация артерий в группе на воздействие АХ без применения блокатора, принятая
за 100%. Различия статистически значимы: * – p < 0.05, ** – p < 0.01, *** – p < 0.001 (U-критерий Манна–
Уитни).
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ло выше, чем у ЛО (50.2 ± 2.9 по сравнению с 29.7 ± 5.6%, р = 0.02, U-критерий = 12),
а в группе крупных артерий у перенесших ишемию крыс и число (62.5 ± 6.7 по
сравнению с 41.1 ± 3.0%, р = 0.03, U-критерий = 48), и амплитуда (117.1 ± 2.0 по
сравнению с 63.1 ± 5.9, р < 0.001, U-критерий = 10) дилатаций были больше, чем у
ЛО крыс (рис. 3b, 4b).

Аппликация клотримазола у ЛО крыс на 14-е сутки после операции вызывала
констрикцию 35.4 ± 2.2% мелких артерий и около 30% средних и крупных артерий
(рис. 2с). На фоне блокады IKCa-каналов во всех группах артерий снижалось число
дилатаций на воздействие АХ (примерно на 58, 80 и 46%, у мелких, средних и круп-
ных артерий соответственно) относительно реакции в отсутствие блокады (рис. 3с).
Также снижалась амплитуда дилатации мелких и средних артерий (примерно на
25%), но амплитуда дилатации крупных артерий увеличилась на 16% (рис. 4с).
У перенесших ишемию крыс на 14-е сутки после И/Р орошение поверхности го-
ловного мозга раствором клотримазола приводило к констрикции от 46 до 55% ар-
терий в разных группах (рис. 2с). Число дилатаций на воздействие АХ на фоне бло-
кады IKCa-каналов уменьшилось во всех группах артерий (примерно на 46–42% у
мелких и крупных артерий и на 82% у средних артерий) относительно реакции в
отсутствие блокады (рис. 3с). Амплитуда дилатаций после И/Р также снижалась
во всех группах артерий (рис. 4с). У подвергнутых И/Р и ЛО крыс число АХ-ин-
дуцированных дилатаций на фоне предварительного введения клотримазола бы-
ли выражены в равной степени во всех группах артерий; при этом амплитуды ди-
латаций также снижались и были одинаково выражены у И/Р и ЛО крыс у мелких
и средних артерий, а в группе крупных артерий амплитуда дилатации у И/Р крыс
была примерно в 2 раза меньше, чем у ЛО (53.8 ± 7.5 по сравнению с 115.6 ± 8.5%,
р = 0.002, U-критерий = 4) (рис. 4с).

На 21-е сутки после операции аппликация клотримазола вызывала у ЛО крыс
констрикцию всех исследованных артерий: 60% мелких, 53% средних и 38% круп-
ных (рис. 2d). Число АХ-индуцированных дилатаций на фоне блокады IKCa-кана-
лов у мелких и средних сосудов снижалось в среднем на 20 и 27% соответственно, а
у крупных артерий снизилось в 2 раза (рис. 3d). Амплитуда дилатации у ЛО крыс не
изменялась (рис. 4d). У подвергнутых И/Р крыс в ответ на аппликацию клотримазо-
ла сужалось 57% мелких артерий и около 70% средних и крупных артерий (рис. 2d).
Число дилатаций на воздействие АХ на фоне блокады IKCa-каналов у подвергнутых
И/Р крыс снижалось во всех группах артерий относительно реакции в отсутствие
блокады: примерно на 66% у мелких артерий, на 80% у средних и на 50% у крупных
(рис. 3d). Это снижение было наиболее выраженным (относительно числа дилата-
ций у ЛО крыс) в группах мелких (33.8 ± 6.9 по сравнению с 80.0 ± 6.5%, р = 0.0002,
U-критерий = 4) и средних артерий (18.8 ± 4.4 по сравнению с 73.7 ± 8.4, р = 0.0002,
U-критерий = 4). Амплитуда дилатаций также снижалась во всех группах артерий
(рис. 4d).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ишемия изменяла дилатацию пиальных артериальных сосудов крыс на воздей-
ствие АХ. На 2-е сутки после И/Р наблюдалось снижение числа АХ-индуцирован-
ных дилатаций относительно аналогичных показателей у ЛО крыс в группе круп-
ных артерий (в среднем на 45%, рис. 1а). На 7–21-е сутки у крыс, подвергнутых
И/Р, число дилатаций было снижено во всех группах исследованных артерий (рис. 1b–d).
Степень дилатации во всех группах сосудов в течение 21 сут постишемического периода
не отличалась от показателей у ЛО крыс. Данные результаты показывают, что од-
нократная глобальная И/Р коры головного мозга ведет к угнетению АХ-индуциро-
ванной дилатации пиальных артериальных сосудов крыс, сохраняющемуся в тече-
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ние 21 сут после восстановления кровотока. Основной механизм вазодилататорно-
го эффекта АХ связывают с его воздействием на мускариновые рецепторы ЭК, в
результате чего повышается ток Са2+ и активируется выработка NO по пути TRPV4
(канал транзиторного рецепторного потенциала валлиноидного типа) → eNOS → NO
[14, 15]. Угнетение вазодилатации после И/Р может быть обусловлено дисфункци-
ей сосудистого эндотелия [16] вследствие снижения синтеза и биодоступности NO.
Это, в свою очередь, может усилить вклад других механизмов в осуществление АХ-
опосредованной вазодилатации, в частности механизма эндотелиальной гиперпо-
ляризации, связанной с активацией IKCA-каналов [4, 6]. AХ индуцирует эндотели-
альную гиперполяризацию и последующую релаксацию сосудов через сигнальный
путь TRPV4 + Са2+→ IKCa [17].

Применение блокатора IKCa-каналов клотримазола в наших экспериментах на
2-е сутки после оперативного вмешательства у ЛО крыс вызывало сужение при-
мерно 60% пиальных артерий во всех группах сосудов. У подвергнутых ишемии
крыс на 2-е сутки после И/Р изменение числа констрикций по сравнению с пока-
зателями у ЛО крыс было обнаружено только в группе крупных артерий (снизи-
лось примерно вдвое относительно ЛО, рис. 2а). Отсюда следует, что IKCa-каналы
участвуют в поддержании базального тонуса пиальных артерий крыс, а И/Р снижа-
ет их вклад в поддержание тонуса только крупных пиальных артерий, что согласу-
ется с данными других исследований [18, 19]. Одним из факторов, вызывающих
снижение роли IKCa-каналов в поддержании тонуса крупных артерий, может быть
наличие более выраженного слоя гладкомышечных клеток, что затрудняет перенос
гиперполяризации [12]. Также это может быть связано с различиями в экспрессии
IKCa-каналов [6]. На 7-е сутки после И/Р у крыс, перенесших ишемию, по сравне-
нию с ЛО крысами число констрикций на воздействие клотримазола увеличива-
лось. Эти изменения наблюдались в группах мелких и средних артерий. Через 14 сут
увеличение числа констрикций на аппликацию клотримазола, по отношению к
аналогичным показателям у ЛО крыс наблюдалось во всех группах исследованных
артерий, а на 21-е сутки увеличение отмечалось преимущественно в группах
средних и крупных сосудов. Эти результаты свидетельствуют об усилении роли
IKCa-каналов в поддержании тонуса данных сосудов в период с 7-х по 21-е сутки
после И/Р и не противоречат данным других исследований [18, 19]. Считается,
что IKCa-каналы выполняют защитную функцию в поддержании базального тону-
са после И/Р [18, 20]. Например, блокада этих каналов в паренхиматозных арте-
риолах вызывала значительное повышение базального тонуса, который сохранялся
после повреждений, вызванных И/Р [20]. В большинстве исследований изменения
тонуса артерий после И/Р оценивались однократно, мы же предприняли попытку
оценить вклад IKCa-каналов в поддержание базального тонуса артерий на протяже-
нии 3 недель постишемического периода, что позволило продемонстрировать раз-
личный вклад IKCa-каналов в тонус артерий разного калибра и в разные сроки по-
сле И/Р.

Число и амплитуда АХ-индуцированных дилатаций артерий на фоне примене-
ния клотримазола по сравнению с реакцией на АХ в отсутствие блокады IKCa-ка-
налов у ЛО крыс снижались во все отрезки послеоперационного периода. Клотри-
мазол блокирует Са2+-чувствительные К+-каналы промежуточной проводимости
по пути воздействия на систему цитохрома Р450 →5,6-эпоксиэйкозатриеновая
кислота → TRPV4 → IKCa [21–24], увеличивая выход К+ из клетки и тем самым
снижая гиперполяризацию мембраны, что в итоге приводит к ослаблению вазоди-
латации. Наши результаты указывают на то, что вклад IKCa-каналов в АХ-индуци-
рованную дилатацию пиальных артерий ЛО крыс весьма значителен.
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В наших экспериментах у крыс, перенесших ишемию, число АХ-опосредован-
ных дилататорных реакций пиальных артерий на фоне предварительной блокады
IKCa-каналов снижалось относительно показателей в отсутствие блокады. Однако
по сравнению с показателями у ЛО крыс достоверные отличия наблюдались только
на 2-, 7- и 21-е сутки постишемического периода. На 2-е сутки после И/Р умень-
шались число и амплитуда дилатаций в группе средних артерий относительно ЛО.
Через 7 сут после И/Р уменьшение числа АХ-дилатаций на фоне применения бло-
катора IKCa-каналов у крыс, перенесших ишемию, по сравнению с ЛО крысами
было выражено в меньшей степени, что указывает на снижение роли EDHF-опо-
средованной дилатации в этот отрезок постишемического периода. Механизм, ре-
ализуемый АХ для активации IKCa каналов, осуществляется через активацию
TRPV4, вызванную притоком Са2+. TRPV4 опосредуют АХ-индуцированную дила-
тацию в мозговых артериях, но их функция нарушается при И/Р. Увеличение уров-
ня внутриклеточного Са2+ после И/Р может быть причиной активации TRPV4 ка-
налов, и связанной с этим гиперактивации IKCa-каналов [25, 26]. Гиперактивация
IKCa-каналов, в свою очередь, может уменьшать сопротивление клеточной мем-
браны и снижать возможности эндотелия при проведении электрического сигнала
[11], тем самым уменьшая вклад IKCa-каналов в АХ-индуцированную дилатацию
артерий. Кроме того, известно, что TRPV4 помимо вазодилатации могут также ре-
гулировать вазоконстрикцию по механизму отрицательной обратной связи [17, 27].
Это, в свою очередь, также может служить причиной угнетения АХ-опосредован-
ной вазодилатации у крыс, перенесших ишемию. К 14-м суткам постишемическо-
го периода на фоне блокады IKCa-каналов число АХ-индуцированных дилатаций у
крыс, перенесших ишемию, снижалось значительно, но достоверных отличий
между этими группами у ЛО животных и крыс после И/Р не отмечено. Однако к
21-м суткам постишемического периода вклад IKCa-каналов в АХ-индуцирован-
ную дилатацию мелких и средних артерий значительно усиливался по сравнению с
аналогичным вкладом у ЛО крыс, тогда как у более крупных сосудов он не менял-
ся, это согласуется с утверждением [4], что сосудорасширяющие эффекты EDHF
наиболее важны в сосудах малого калибра. Полученные нами результаты позволя-
ют утверждать, что в разные сроки постишемического периода изменение актив-
ности IKCa-каналов в АХ-опосредованной дилатации артерий разного калибра вы-
ражены в различной степени.

Таким образом, мы установили, что однократная глобальная И/Р коры головно-
го мозга ведет к изменению вклада IKCa-каналов в поддержание базального тонуса
пиальных артерий крыс, сохраняющемуся в течение 21 сут после восстановления
кровотока. Через 2 сут снижается вклад IKCa-каналов в тонус крупных пиальных
артерий. А в последующий постишемический период наблюдается последователь-
ное усиление вклада этих каналов в поддержание тонуса сосудов всех исследован-
ных диаметров. Вклад IKCa-каналов в АХ-опосредованную дилатацию пиальных
артерий у перенесших ишемию крыс в разные сроки постишемического периода
также меняется и в большой степени зависит от диаметра артериальных сосудов.
Через 2 сут после И/Р наблюдается увеличение вклада IKCa-каналов в дилатацию
на АХ артерий средних диаметров. К 7-м суткам число IKCa-опосредованных дила-
таций снижается, и эти изменения наблюдаются в группах средних и крупных ар-
терий. В последующие 14 сут роль IKCa-каналов в АХ-индуцированной дилатации
крупных пиальных артерий восстанавливается до уровня показателей у ЛО крыс, а
в группах мелких и средних артерий усиливается.
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Contribution of IKCa-Channels to Dilatation of Pial Arteries in Young Rats
after Ischemia/Reperfusion

V. N. Shuvaevaa, * and O. P. Gorshkovaa

aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
*e-mail: shuvaevavn@infran.ru

The study of the relationship between the primary ischemic lesion and subsequent
changes in the cerebral vasculature remains relevant. Impaired cerebral blood flow after
ischemia/reperfusion (I/R) may be due to endothelial dysfunction, which is character-
ized by an imbalance of vasoactive factors, which leads to a change in vascular tone.
Changes in the functional activity of calcium-sensitive intermediate conduction potassi-
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um channels (IKCa) can affect the vascular endothelium, but data on the vasoactive role
of IKCa in cerebral vessels after I/R are scarce. The aim of this work was to study the
contribution of IKCa channels to the regulation of pial artery tone after ischemia/reper-
fusion in young rats. Changes in the contribution of IKCa to the vascular tone and ace-
tylcholine (ACh)-induced the pial arteries dilatation of Wistar rats aged 4 months after a
single I/R (clamping of both carotid arteries with a simultaneous decrease and strict
maintenance of mean blood pressure at 45 ± 2 mm Hg for 12 minutes) at different times
of the postischemic period were studied. Vessels were examined on days 2, 7, 14, and 21
after I/R. The method of intravital microphotography was used to evaluate the reactions
of arteries in rats that underwent ischemia and sham-operated rats. The change in the
contribution of IKCa to the pial artery tone was assessed by the change in the number of
arteries that narrowed in response to the action of an IKCa blocker (clotrimazole, 10–7 M,
5 min). It was found that a single global I/R of the cerebral cortex leads to a change in
the contribution of IKCa to the basal tone of the pial arteries of rats, which persists for
21 days after the restoration of blood flow. After 2 days, the contribution of IKCa to the
tone of large pial arteries decreases. And in the subsequent post-ischemic period, there is
a consistent increase in the contribution of these channels to the tone of all diameters
vessels studied. The contribution of IKCa to ACh-mediated dilatation of pial arteries in
ischemic rats also varies at different times of the post-ischemic period and largely de-
pends on the diameter of arterial vessels. 2 days after I/R, the contribution of IKCa to dil-
atation on ACh of medium-sized arteries increases. On day 7, the number of IKCa-medi-
ated dilatations decreases, and these changes are observed in groups of medium and
large arteries. In the next 14 days, the role of IKCa in ACh-induced dilatation of large pi-
al arteries is restored to the level of indicators in SO rats, and intensifies in groups of
small and medium arteries. Thus, different activity of IKCa in ACh-mediated vasodila-
tion was demonstrated not only in arteries of different calibers, but also at different times
of the post-ischemic period.

Keywords: cerebral ischemia, dilatation of pial arteries, calcium-sensitive intermediate
conduction potassium channels
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Микробная ДНК крови – один из патоген-ассоциированных молекулярных пат-
тернов, сигнальные пути которого способны изменять экспрессию нейротрофи-
нов, таких как нейротрофический фактор мозга (BDNF) и фактор роста нервов
(NGF). Изучение нейротрофинов интересно при ожирении, так как оно сопря-
жено с риском развития нейропатий. При этом риск развития осложнений зави-
сит от метаболического типа ожирения: при метаболически нездоровом типе
(МНЗО) этот риск существенно выше, чем при метаболически здоровом (МЗО).
Целью работы стало изучение взаимосвязи между отдельными таксонами мик-
робиома крови и сывороточными концентрациями BDNF и NGF при различных
метаболических типах ожирения. У здоровых доноров содержание таксонов-
обитателей почв и вод было негативно взаимосвязано с содержанием BDNF, то-
гда как при ожирении, особенно МНЗО, эта связь носила положительный харак-
тер. У пациентов с ожирением с уровнем BDNF негативно ассоциировались таксо-
ны-представители флоры желудка (Helicobacter pylori) и кишечника (Sutterella spp.).
Содержание NGF у здоровых лиц было позитивно ассоциировано с Akkermansia
muciniphila – таксоном, участвующим в поддержании целостности кишечной
стенки и снижающим кишечную проницаемость. У пациентов с МНЗО положи-
тельная связь была отмечена между уровнем NGF и Ruminococcus bromii. Для здо-
ровых доноров и пациентов с МНЗО, но не с МЗО, были также выявлены много-
численные негативные взаимосвязи между таксонами-представителями кишеч-
ной флоры и концентрацией NGF. В целом, влияние микробной ДНК крови на
сывороточную концентрацию нейротрофинов зависит от источников транслока-
ции, проницаемости внешних барьеров, особенностей микробиомов (кишечни-
ка, кожи и т.д.), а также наличия или отсутствия метаболических нарушений у
пациентов с разной массой тела.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Распространенность ожирения в последние годы начала приобретать катастро-
фические масштабы. По оценкам исследования NCD-RisC к 2025 г. практически чет-
верть населения планеты может иметь индекс массы тела (ИМТ) свыше 30 кг/м2 [1].
В связи с этим, изучение патогенеза осложнений ожирения становится особенно
актуальным. Однако риск развития осложнений не одинаков у разных пациентов и
определяется метаболическим типом ожирения – метаболически нездоровое ожи-
рение (МНЗО) ассоциировано с высоким риском развития осложнений, тогда как
у пациентов с метаболически здоровым типом (МЗО) этот риск существенно ниже
[2]. Поражение центральной и периферической нервных систем (ЦНС и ПНС со-
ответственно) при ожирении снижает качество жизни пациентов и является одной
из причин их инвалидизации [3]. В связи с этим представляется интересным иссле-
дование нейротрофинов – белков, участвующих в дифференцировке, функциони-
ровании и выживании нейронов, при разных типах ожирения. Основными нейро-
трофинами являются фактор роста нервов (Nerve Growth Factor, NGF) и нейротро-
фический фактор мозга (Brain-Derived Neurotrophic Factor, BDNF). NGF и BDNF
играют значительную роль и в энергетическом гомеостазе, что также актуально у
пациентов с ожирением. В гипоталамусе действие BDNF связано с формировани-
ем чувства насыщения, в том числе и в рамках реализации анорексигенного эф-
фекта лептина [4]. Действие NGF способствует пластичности симпатических ней-
ронов в жировой ткани при охлаждении, что приводит к “бежевой” трансфдиффе-
ренцировке белых адипоцитов и рассеиванию энергии в виде тепла [5]. Кроме
того, и указанные нейротрофины и их рецепторы экспрессируются как белой, так
и бурой жировой тканью [6].

В последние десятилетия уделяется пристальное внимание роли кишечной мик-
робиоты в развитии ожирения, метаболического синдрома и сахарного диабета
II типа [7]. Многочисленные двусторонние взаимодействия между кишечной мик-
робиотой и нервной системой получили название оси “микробиота–кишечник–
мозг”. Наиболее изученными медиаторами в этой системе являются короткоцепо-
чечные жирные кислоты, серотонин и другие метаболиты триптофана, а также па-
тоген-ассоциированные молекулярные паттерны (pathogen-associated molecular
patterns, PAMPs), такие как липополисахариды [8, 9]

Ожирение также ассоциировано с увеличением кишечной проницаемости, что
приводит к увеличению альфа-разнообразия и изменению таксономического со-
става микробиома крови [10, 11]. Микробная ДНК представляет собой один из
PAMPs, способных стимулировать иммунный ответ через ряд внутриклеточных
сенсоров. Основным рецептором распознавания образов (pattern-recognition recep-
tors, PRRs) микробной ДНК является толл-подобный рецептор 9-го типа (toll-like
receptor 9, TLR9), локализованный на эндосомах и лизосомах [12]. Стимуляция
TLR9 приводит к активации ядерного фактора каппа-В (nuclear factor κB, NF-κB),
что усиливает продукцию фактора некроза опухоли альфа (tumor necrosis factor alpha,
TNFα) и других провоспалительных цитокинов [12]. Помимо клеток иммунной
системы, TLR9 присутствует и в адипоцитах, в которых его стимуляция приводит к
парадоксальному противовоспалительному эффекту [13]. Также TLR9 экспресси-
руется в нервной ткани микроглией, астроцитами и даже нейронами, что демон-

EDN: TCXMVC
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стрирует вовлеченность этих рецепторов в формирование нейровоспаления, кото-
рое является распространенным осложнением ожирения [14, 15].

Внутриклеточное распознавание ДНК не ограничено TLR9 и включает ряд ци-
тозольных сенсоров, таких как путь циклической ГМФ–АМФ синтазы (cyclic
GMP–AMP synthase, cGAS) и белок, отсутствующий при меланоме 2 (absent in mel-
anoma 2, AIM2) [16]. Путь cGAS связан с активацией NF-κB и усилением синтеза
провоспалительных цитокинов, в частности интерлейкина 6 (interleukin 6, IL6) и
TNFα [17]. Однако путь cGAS не является только прерогативой иммунных клеток
и может вносить свой вклад в патогенез ожирения. Было показано, что ожирение
приводит к высвобождению митохондриальной ДНК в цитозоль, что активирует
сигнальный каскад cGAS и способствует формированию хронического воспаления
в жировой ткани [18]. Также активация этого пути приводит к подавлению термо-
генеза и уменьшению рассеивания энергии при ожирении [19]. Взаимодействие
AIM2 с двухцепочечной ДНК приводит к сборке инфламмасомы, активирует кас-
пазу-1 и запускает процессинг интерлейкина 1β (interleukin 1β, IL1β) и интерлей-
кина 18 (interleukin 18, IL18) [20]. В контексте ожирения роль AIM2 неоднозначна.
Было показано, что IL1β вносит вклад в формирование системного воспаления и
инсулинорезистентности при ожирении [21]. С другой стороны, IL18, который так-
же продуцируется инфламмасомой AIM2, стимулирует липолиз и защищает от мета-
болической дисфункции, что было показано на модели мышей с ожирением [22].

Активация сигнальных путей и синтез провоспалительных цитокинов в ответ на
PAMPs способствует не только формированию иммунного ответа, но может регу-
лировать экспрессию нейротрофинов. Было показано, что активация NF-κB спо-
собствует усилению выработки NGF β-клетками и микроглией [23, 24]. Кроме того,
провоспалительные цитокины IL1β, TNFα и IL6 способны стимулировать синтез
NGF в различных типах клеток [25]. Экспрессия BDNF в ЦНС также регулируется
IL1β [26]. Наличие этих сигнальных путей позволяет рассматривать микробную
ДНК крови как один из медиаторов оси “микробиота–кишечник–мозг”, а нейро-
трофины – в качестве индукторов. Поэтому целью нашей работы стало изучение
взаимосвязи между отдельными таксонами бактериальной ДНК крови и сыворо-
точной концентрацией нейротрофинов BDNF и NGF у пациентов с разными ме-
таболическими типами ожирения.
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трансляционной биомедицины ООО “Центр молекулярного здоровья”, кафедры
внутренних болезней № 3, ФГБОУ ВО РостГМУ Минздрава России и ФГАОУ ВО
“Казанский (Приволжский) федеральный университет” в период 2018–2020 гг.
Группу 1 сформировали 114 здоровых доноров с ИМТ от 18.5 до 24.9 кг/м2, при от-
сутствии метаболических нарушений (дислипидемия, гипергликемия, гиперурике-
мия) и без признаков артериальной гипертензии. В Группу 2 вошли 98 пациентов с
ожирением (ИМТ ≥ 30 кг/м2), окружность талии которых превышала 102 см у муж-
чин или 88 см у женщин. Пациенты Группы 2 были разделены на подгруппы в за-
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висимости от метаболического типа ожирения в соответствии с критериями
NCEP-ATP III [27]. Ожирение считалось метаболически нездоровым, если для па-
циента были характерны три и более критериев: 1) объем талии (♂ > 102 см; ♀ > 88 см);
2) триглицериды сыворотки (≥1.7 ммоль/л); 3) холестерол ЛПВП (♂ < 1.03 ммоль/л;
♀ < 1.29 ммоль/л); 4) артериальное давление (sys ≥130 мм рт. ст.; dia ≥85 мм рт. ст.);
5) глюкоза натощак (≥ 5.6 ммоль/л). В подгруппу пациентов с МЗО вошли 36 чело-
век, тогда как подгруппу с МНЗО составили 53 пациента. Для 9 пациентов не было
получено убедительных данных для включения их в одну из подгрупп, поэтому ре-
зультаты их исследований не были включены в анализ влияния микробиома крови
на сывороточную концентрацию нейротрофинов при различных метаболических
типах ожирения.

У всех пациентов проводился отбор крови, в образцах сыворотки которой про-
водилось определение концентрации нейротрофинов BDNF и NGF методом муль-
типлексного иммуноферментного анализа на анализаторе Magpix (BioRad, США) с
использованием наборов Milliplex: Human Adipokine Magnetic Bead Panel 2 и Hu-
man Myokine Magnetic Bead Panel (Merck, Германия). Также из образцов крови
проводилось выделение бактериальной ДНК в соответствии с протоколом произ-
водителя QIAamp BiOstic Bacterimia DNA Kit (Qiagen, Германия). Секвенирование
вариабельного участка v3–v4 гена 16S рРНК проводили на платформе “Illumina
MiSeq” на базе Междисциплинарного центра коллективного пользования Казан-
ского федерального университета. Полученные последовательности генов были
проанализированы с помощью программы “QIIME v.1.9.1” с использованием ре-
ференсной базы данных “Greengenes v.13.8” с 97%-ным порогом сходства между
последовательностями. Данные представленности бактериальных таксонов в об-
щем пуле ридов были получены в долях (от 0 до 1), которые были рассчитаны на
основе количества картированных ридов для каждого таксона. Также для характе-
ристики альфа-разнообразия микробиома крови были рассчитаны стандартные
индексы: индекс Simpson, индекс Chao1, индекс Shannon, индекс филогенетиче-
ского разнообразия (Phylogenetic diversity, PD), а также общее количество наблюда-
емых операционных таксономических единиц (OTUs).

Статистический анализ проводился с помощью программного обеспечения
MedCalc (MedCalc Software Ltd, Бельгия). Все полученные массивы данных были
проверены на нормальность распределения с использованием критерия Шапиро–
Уилка. Содержание нейротрофинов в Группах 1 и 2 носило нормальный характер,
однако в подгруппах, ввиду меньшей выборки, распределение данных содержания
нейротрофинов и показателей альфа-разнообразия не всегда носило нормальный
характер, поэтому полученные данные были представлены в виде медианы и 25–
75 перцентилей, а сравнение групп/подгрупп между собой проводили с использо-
ванием критерия Манна–Уитни. Для установления наличия или отсутствия влия-
ния разнообразия микробиома крови на содержание нейротрофинов пациенты
Группы 1 и Группы 2, а также пациенты с МЗО и МНЗО были разделены на три
подгруппы: с высокими, средними и низкими показателями α-разнообразия. Раз-
деление по каждому из показателей альфа-разнообразия на подгруппы проводи-
лось по квантилям. Для выявления различий между содержанием нейротрофинов в
сформированных подгруппах использовался однофакторный дисперсионный анализ
(ANOVA) при условии нормального распределения и равенства дисперсий в под-
группах. В случае отсутствия нормального распределения или при неравенстве
дисперсий в сформированных подгруппах для выявления различий использовался
непараметрический критерий Краскела–Уоллиса. Для многих таксонов не было
характерно нормальное распределение, поэтому для установления взаимосвязи
между содержанием отдельных таксонов кишечного микробиома и концентрацией
нейротрофинов был проведен корреляционный анализ с расчетом коэффициента
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ранговой корреляции Спирмена. Коэффициенты корреляции (rho) принимались
во внимания, если они по модулю были более 0.3 (умеренная сила связи в соответ-
ствии со шкалой Чеддока) при уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее мы показали, что для пациентов с ожирением, вне зависимости от его ме-
таболического типа, характерна сниженная концентрация NGF по сравнению со
здоровыми донорами, на фоне неизменного содержания BDNF (табл. 1) [28]. При
этом МНЗО ассоциировано с увеличением альфа-разнообразия микробиома крови,
тогда как пациенты с МЗО не демонстрируют отличий от здоровых доноров [11].

Разделение исследуемых групп пациентов в зависимости от величин индексов
альфа-разнообразия показало, что подгруппы были сравнимы между собой по сы-
вороточным концентрациям нейротрофинов BDNF и NGF. Единственным близ-
ким к статистически значимому различию было сниженное содержание BDNF у
пациентов с МНЗО с высокими значениями индекса Simpson (рис. 1). Учитывая,
что МНЗО ассоциировано с высокими показателями индексов альфа-разнообра-
зия, можно предполагать, что высокие показатели этого индекса могут быть связа-
ны со снижением сывороточной концентрации BDNF. Подобное предположение
подтверждает слабая отрицательная корреляция между содержанием BDNF и ин-
дексом Shannon (rho = –0.267, p = 0.05). Следует отметить, что пациенты с МНЗО
были единственной подгруппой, для которой были характерны корреляции между
уровнем BDNF и характеристиками альфа-разнообразия микробиома крови.

Корреляционный анализ показал множественные взаимосвязи между отдель-
ными таксонами микробиома крови и сывороточным содержанием нейротрофи-
нов. Следует отметить, что среди таксонов, ДНК которых было выделено из крови
подавляющего большинства пациентов каждой из групп, не было отмечено корре-
ляции с уровнем BDNF и NGF. Таксоны, взаимосвязанные с содержанием нейро-
трофинов, в основном выделялись не более чем у трети пациентов каждой из ис-
следуемых групп. Подобное наблюдение дает основание предполагать, что ста-

Таблица 1. Содержание нейротрофинов в сыворотке и характеристики α-разнообразия мик-
робиома крови у исследуемых групп пациентов

Данные представлены в виде медианы [25 – 75 перцентили]; * – различия достоверны по сравнению с
Группой 1 (р ≤ 0.05); † – различия достоверны по сравнению с МЗО (р ≤ 0.05).

Группа 1 Группа 2 МЗО МНЗО

BDNF, нг/мл 7346.8
[5635.0–9589.9]

8063.2
[5525.63–
10272.13]

7821.1
[6301.3–9592.3]

8388.2
[5461.7–10489.0]

NGF, нг/мл 0.57
[0.34–1.38]

0.50*
[0.34–0.92]

0.47*
[0.33–0.66]

0.52*†

[0.34–0.93]
Индекс Simpson 0.975

[0.953–0.983]
0.977

[0.965–0.984]
0.972

[0.957–0.980]
0.980*†

[0.970–0.984]
Индекс Shannon 5.99

[5.26–6.72]
6.22

[5.53–6.66]
6.08

[5.53–6.56]
6.31*

[5.81–6.83]
Индекс Chao1 168.46

[114.50–280.50]
210.47*

[134.00–280.09]
205.03

[129.57–265.22]
220.80*

[141.46–343.35]
OTUs 125.50

[79.00–206.00]
148.00

[99.00–209.00]
140.00

[92.00–201.50]
149.00*

[109.25–233.00]
PD 12.12

[8.45–17.44]
14.32*

[10.69–18.57]
13.43

[9.78–16.92]
14.95*

[11.61–19.63]
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бильное, “конститутивное” ядро микробиома крови напрямую не влияет на синтез
и секрецию нейротрофинов в кровь. Однако среди менее часто выделяемых видов,
родов и семейств присутствовал спектр таксонов как положительно, так и отрица-
тельно коррелировавших с уровнем BDNF (табл. 2 и 3) и NGF (табл. 4 и 5).

Интересно, что среди таксонов, положительно взаимосвязанных с уровнем BDNF у
лиц Группы 1, присутствовали обитатели разных микробных сообществ человече-
ского организма – кишечника, вагинальной флоры, микробиома ротовой полости
и кожи. При этом таксоны, отрицательно коррелировавшие с содержанием этого
нейротрофина у здоровых доноров, преимущественно принадлежали к представи-
телям микробиомов почвы и воды. Подобная среда обитания может быть основа-
нием для предположения, что микробная ДНК этих таксонов могла быть трансло-
цирована в кровь с поверхности кожи и/или слизистых дыхательных путей. Воз-
можно, у здоровых лиц, не страдающих ожирением, микробная транслокация по
этим путям негативно взаимосвязана с сывороточной концентрацией BDNF.

Напротив, у пациентов Группы 2 некоторые таксоны-обитатели почв продемон-
стрировали положительную корреляцию с уровнем этого нейротрофина. Если
ДНК данных таксонов транслоцируется в кровь с поверхности кожи, подобное на-
блюдение может быть объяснимо взаимосвязью ожирения и дерматологических
патологий [29]. Ожирение повышает риск развития атопического дерматита, кото-
рый, в свою очередь, ассоциирован с усиленной продукцией BDNF эозинофилами
[30, 31]. Кроме того, ожирение является одним из факторов риска развития брон-
хиальной астмы, при которой также наблюдается повышение плазменной концен-
трации BDNF [32, 33]. Появление положительной взаимосвязи у пациентов с ожи-
рением между BDNF и таксонами-обитателями почв, является объяснимой, учи-
тывая, что микробиомы кожи, легких и желудочно-кишечного тракта вовлечены в
развитие аллергических заболевания, включая атопический дерматит и бронхиаль-
ную астму [34]. Если предположить, что ДНК таксонов, обитающих в почве, попа-
дает в кровь с поверхности кожи, остается непонятным, почему подобная трансло-
кация у здоровых доноров отрицательно взаимосвязана с содержанием BDNF, а у
пациентов с ожирением – положительно. Возможно, эта взаимосвязь находится
под влиянием специфических факторов, характерных для пациентов с ожирением,
таких как гипергликемия, гиперинсулинемия или гиперлептинемия. Например,

Рис. 1. Содержание BDNF в сыворотке крови у исследуемых групп в зависимости от величины индекса
Simpson.
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лептин является одним из факторов, стимулирующих экспрессию BDNF в ЦНС, а
также вовлечен в патогенез атопического дерматита и бронхиальной астмы [35–
37]. Учитывая, что эти патологии взаимосвязаны с изменением в микробных сооб-
ществах организма и гиперпродукцией BDNF, лептин может выступать одним из
факторов, регулирующих выявленную связь между BDNF и транслокацией ДНК
таксонов-обитателей почв.

Среди таксонов, отрицательно коррелировавших с уровнем BDNF в Группе 2,
присутствовал Helicobacter pylori, представитель патогенной флоры желудка. Вместе
с H. pylori, негативно с содержанием BDNF были связаны таксоны, характерные
для пищевых продуктов – Microbacterium spp. и Thermus spp. Можно предполагать,
что ожирение сопровождается увеличением проницаемости стенки желудка для
бактериальной ДНК на фоне гиперфагии и перерастяжения желудка. Косвенно это
подтверждает работа Rohm и соавт., которые отметили, что ожирение ассоциирова-
но с увеличением количества провоспалительных макрофагов в стенке желудка [38].

Таблица 2. Таксоны, доля которых в микробиоме крови положительно коррелировала с сы-
вороточной концентрацией BDNF

1 Неидентифицированные таксоны порядка, не принадлежащие к семействам Aurantimonadaceae, Bei-
jerinckiaceae, Bradyrhizobiaceae, Brucellaceae, Hyphomicrobiaceae, Methylobacteriaceae, Phyllobacteriaceae,
Rhizobiaceae, Xanthobacteraceae; 2 неидентифицированные таксоны семейства, не принадлежащие к ро-
дам Adlercreutzia, Atopobium, Collinsella, Eggerthella, Slackia; 3 неидентифицированные виды, не принадле-
жащие к видам P. aminovorans, P. marcusii; 4 неидентифицированные таксоны, не принадлежащие к се-
мействам Chitinophaga, Flavihumibacter, Flavisolibacter, Niabella, Sediminibacterium.

Группа Таксон Среда обитания

Группа 1 Micrococcus spp. rho = 0.692, p < 0.01, n = 13 Кожа, почва, вода
Lactobacillus iners rho = 0.551, p < 0.005, n = 26 Вагинальная флора
Haemophilus parainfluenzae rho = 0.463, p = 0.05, n = 18 Ротовая полость, дыхательные пути
Clostridium spp. rho = 0.334, p < 0.06, n = 33 Кишечник, почва, вода
Gemellaceae rho = 0.622, p < 0.05, n = 12 Ротовая полость

Группа 2 Rickettsiales f. mitochondria rho = 0.709, p < 0.005, n = 16 Внутриклеточные паразиты

Rhizobiales1 rho = 0.537, p < 0.05, n = 17 Почва

Coriobacteriaceae2 rho = 0.636, p < 0.005, n = 20 Ротовая полость, кишечник, 
половые пути

Providencia spp. rho = 0.503, p < 0.05, n = 18 Вода, кишечник
Nocardioidaceae rho = 0.327, p < 0.05, n = 42 Почва, вода, кожа
Rhodococcus spp. rho = 0.436, p < 0.005, n = 48 Почва

Paracoccus spp.3 rho = 0.455, p < 0.005, n = 40 Почва

Lachnospira spp. rho = 0.369, p < 0.05, n = 36 Толстый кишечник

Chitinophagaceae4 rho = 0.369, p < 0.05, n = 36 Почва, вода, кишечник

МЗО Micrococcus spp. rho = 0.457, p < 0.05, n = 22 Кожа, почва, вода
МНЗО Rhodococcus spp. rho = 0.499, p < 0.01, n = 26 Почва

Lachnospira spp. rho = 0.482, p < 0.05, n = 23 Кишечник
Providencia spp. rho = 0.794, p < 0.01, n = 10 Вода, кишечник
Streptophyta rho = 0.565, p < 0.01, n = 20 Вода

Paracoccus spp.3 rho = 0.509, p < 0.05, n = 23 Почва

Rhizobiales1 rho = 0.721, p < 0.05, n = 10 Почва

Rickettsiales f. mitochondria rho = 0.673, p < 0.05, n = 10 Внутриклеточные паразиты
Nocardioidaceae rho = 0.499, p < 0.01, n = 26 Почва, вода, кожа
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Возможно, усиление микробной транслокации из желудка может негативно сказы-
ваться на концентрации BDNF сыворотки.

После разделения пациентов Группы 2 на подгруппы по метаболическому типу
ожирения было выявлено, что для пациентов с МНЗО, так же, как и для общей
группы пациентов с ожирением, характерна позитивная связь между таксонами-
обитателями почвы и воды и сывороточной концентрацией BDNF. В целом, боль-
шее разнообразие микробиома крови, характерное для пациентов с МНЗО, обуслав-

Таблица 3. Таксоны, доля которых в микробиоме крови отрицательно коррелировала с сы-
вороточной концентрацией BDNF

1 Неидентифицированные таксоны семейства, не принадлежащие к родам Arthrobacter, Kocuria, Microbis-
pora, Micrococcus, Nesterenkonia, Renibacterium и Rothia; 2 неидентифицированные виды, не принадлежа-
щие к виду D. formicigenerans; 3 неидентифицированные таксоны порядка, не принадлежащие к семей-
ствам Conexibacteraceae, Patulibacteraceae, Solirubrobacteraceae; 4 неидентифицированные виды, не при-
надлежащие к видам P. fragi и P. viridiflava.

Группа Таксон Среда обитания

Группа 1 Hymenobacter spp. rho = 0.636, p < 0.05, n = 11 Почва

Micrococcaceae1 rho = –0.441, p < 0.01, n = 34 Почва, кожа

Dorea spp.2 rho = –0.392, p < 0.05, n = 35 Кишечник

Chryseobacterium spp. rho = –0.366, p < 0.05, n = 30 Почва, вода, пища
Geodermatophilaceae rho = –0.437, p < 0.05, n = 27 Почва, вода

Группа 2 Microbacterium spp. rho = –0.756, p < 0.001, n = 16 Пища
Thermus spp. rho = –0.608, p < 0.01, n = 17 Минеральные источники
Helicobacter pylori rho = –0.587, p < 0.05, n = 12 Желудок

Solirubrobacterales3 rho = –0.523, p < 0.05, n = 20 Почва, вода

Sutterella spp. rho = –0.330, p = 0,05, n = 35 Кишечник
МЗО Pseudomonas spp.4 rho = –0.709, p < 0.05, n = 10 Почва, вода, пища

[Eubacterium] spp. rho = –0.697, p < 0.05, n = 10 Кишечник
Bacteroides uniformis rho = –0.566, p = 0,05, n = 12 Кишечник
Leuconostocaceae rho = –0.624, p = 0,05, n = 10 Пища, кишечник

МНЗО Microbacterium spp. rho = –0.714, p < 0.05, n = 8 Пища
Clostridium spp. rho = –0.521, p < 0.05, n = 16 Кишечник, почва, вода
Gaiellaceae rho = –0.709, p < 0.05, n = 10 Почва, вода

Таблица 4. Таксоны, доля которых в микробиоме крови положительно коррелировала с сы-
вороточной концентрацией NGF

1 Неидентифицированные виды, не принадлежащие к виду D. formicigenerans.

Группа Таксон Среда обитания

Группа 1 Akkermansia muciniphila rho = 0.495, p < 0.005, n = 38 Кишечник
Dorea spp.1 rho = 0.399, p < 0.05, n = 35 Кишечник, почва
Aerococcus spp. rho = 0.661, p < 0.05, n = 10 Кожа, пыль

Группа 2 Ruminococcus bromii rho = 0.640, p < 0.01, n = 17 Кишечник
МЗО [Prevotella] spp. rho = 0.706, p < 0.05, n = 9 Кишечник
МНЗО Ruminococcus bromii rho = 0.619, p < 0.05, n = 14 Кишечник
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ливает большее количество таксонов, для которых была выявлена связь с содержа-
нием BDNF, по сравнению МЗО. У пациентов с МЗО единственным таксоном, про-
демонстрировавшим положительную корреляцию с содержанием этого нейротрофина
был Micrococcus spp. Для пациентов с МЗО, как и для пациентов с МНЗО, был харак-
терен уникальный спектр таксонов с отрицательной корреляцией с уровнем BD-
NF. Преимущественно эти таксоны были представлены обитателями кишечника, а
также таксонами, характерными для продуктов питания. Следует отметить, что вы-
деленная негативная взаимосвязь “Eubacterium–BDNF” у пациентов с МЗО не яв-
ляется новой, Kim и соавт. показали, что содержание Eubacterium в микробиоме
кишечника также отрицательно коррелирует с содержанием BDNF [39].

Анализ взаимосвязи содержания отдельных таксонов микробиома крови и NGF
показал, что у пациентов Группы 1 одним из основных таксонов, положительно
коррелировавших с концентрацией этого нейротрофина, был Akkermansia muciniphila.
В последние годы роли A. muciniphila в кишечном микробиоме уделяется присталь-
ное внимание. Являясь облигатным анаэробом, A. muciniphila обитает непосред-
ственно в толще муцина, в отличие от других представителей кишечного микро-
биома, которые в основном формируют микробный барьер поверх муцинового
слоя [40, 41]. Было показано, что A. muciniphila участвует в поддержании целостно-
сти эпителиоцитов кишечника и нормальной толщины слизистого слоя, а также
регулирует экспрессию генов в энтероцитах и иммунокомпетентных клетках [42].
Применение этого микроорганизма в качестве пробиотика представляется пер-
спективным с целью уменьшения проницаемости кишечника и нормализации ме-
таболического гомеостаза у пациентов с ожирением и сахарным диабетом II типа,
для которых характерно снижение содержания A. muciniphila [43]. Микробная

Таблица 5. Таксоны, доля которых в микробиоме крови отрицательно коррелировала с сы-
вороточной концентрацией NGF

1 Неидентифицированные таксоны семейства, не принадлежащие к родам Cupriavidus, Janthinobacterium,
Oxalobacter, Polynucleobacter, Ralstonia; 2 неидентифицированные таксоны семейства, не принадлежащие
к родам Chitinophaga, Flavihumibacter, Flavisolibacter, Niabella, Sediminibacterium; 3 неидентифицированные
таксоны семейства, не принадлежащие к родам Aeromicrobium, Friedmanniella, Kribbella, Nocardioides, Pim-
elobacter, Nocardiopsis; 4 неидентифицированные виды, не принадлежащие к видам B. acidifaciens, B. bar-
nesiae, B. caccae, B. coprophilus, B. eggerthii, B. fragilis, B. ovatus, B. plebeius, B. uniformis.

Группа Таксон Среда обитания

Группа 1 Clostridium spp. rho = –0.386, p < 0.05, n = 35 Кишечник, почва, вода
Oxalobacteraceae1 rho = –0.409, p < 0.05, n = 34 Кишечник, почва, вода
Pirellulaceae rho = –0.636, p < 0.05, n = 11 Кишечник, почва, вода

Chitinophagaceae2 rho = –0.709, p < 0.01, n = 13 Кишечник, почва, вода

Nocardioidaceae3 rho = –0.450, p < 0.05, n = 21 Почва, вода
[Eubacterium] spp. rho = –0.297, p < 0.05, n = 49 Кишечник
Hyphomicrobiaceae rho = –0.548, p < 0.05, n = 17 Почва, вода

МЗО Christensenellaceae rho = –0.929, p < 0.001, n = 8 Кишечник
МНЗО Bacteroides spp.4 rho = –0.446, p < 0.005, n = 46 Кишечник

Thermus spp. rho = –0.756, p < 0.05, n = 8 Минеральные источники
[Barnesiellaceae] rho = –0.492, p < 0.05, n = 19 Кишечник
Bifidobacterium adolescentis rho = –0.490, p < 0.05, n = 19 Кишечник
Roseburia spp. rho = –0.479, p < 0.05, n = 26 Кишечник
Oxalobacteraceae rho = –0.433, p < 0.05, n = 26 Кишечник, почва, вода
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транслокация из кишечника, очевидно, происходит из муцинового слоя, находя-
щегося непосредственно поверх кишечного эпителия. Можно предполагать, что
большее содержание A. muciniphila препятствует проникновению других микроор-
ганизмов в слой слизи и их транслокации из просвета кишечника (рис. 2). Появле-
ние положительной взаимосвязи “A. muciniphila–NGF” у здоровых доноров свиде-
тельствует о том, что деятельность этого микроорганизма, направленная на под-
держание целостности стенки кишечника, ассоциирована с более высокими
уровнями NGF. По-видимому, микробная транслокация ряда представителей ки-
шечной флоры негативно сказывается на содержании NGF. Подобное предполо-
жение подтверждают многочисленными негативными взаимосвязями между уров-
нем этого нейротрофина и представителями кишечной флоры, такими как [Eubac-
terium] spp., Clostridium spp. и Oxalobacteraceae.

У пациентов с ожирением и, в частности, с МНЗО, единственным таксоном, по-
ложительно коррелировавшим с уровнем NGF, был Ruminococcus bromii. Следует
отметить, что R. bromii является одним из основных бутират-продуцирующих бак-
терий кишечника, который, в свою очередь, способен усиливать экспрессию NGF
[45, 46]. Возможно, появление связи “R. bromii–NGF” обуславливается бутиратом
и объяснимо повышенной проницаемостью кишечника, характерной для ожире-
ния, особенно метаболически нездорового типа. У пациентов с МЗО такой связи
выявлено не было, что, скорее всего, связано с более редкой представленностью
этого таксона в микробиоме крови. ДНК R. bromii было выделено почти у полови-
ны (n = 17) пациентов с МНЗО, тогда как в группе лиц с МЗО ДНК данного вида

Рис. 2. Возможное влияние A. muciniphila на транслокацию других представителей кишечного микро-
биома и формирование пула NGF сыворотки у пациентов Группы 1, комментарии в тексте. Рисунок со-
здан с частичным использованием изображений Servier Medical Art, распространяемых по лицензии
Creative Commons Attribution 3.0 Unported License [44].
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определялась только у 2 пациентов. Так же, как и у здоровых доноров, у пациентов
с МНЗО был выделен ряд таксонов, характерных для кишечного микробиома, и
негативно коррелировавших с содержанием NGF. Однако у пациентов с МЗО по-
добные таксоны практически отсутствовали. Ранее мы высказывали предположе-
ние, что более разнообразный кишечный микробиом, характерный для лиц с МЗО
обуславливает меньшую проницаемость кишечной стенки для микробной ДНК [11].

Несмотря на то, что PAMPs и провоспалительные цитокины, такие как IL1β, IL6
и TNFα, способствуют продукции NGF [25], полученные нами данные предпола-
гают, что транслокация бактериальной ДНК некоторых таксонов из кишечника, в
целом, негативно взаимосвязана с содержанием NGF в плазме. При этом подобная
динамика наблюдается как у здоровых лиц, так и у пациентов с ожирением. Можно
предполагать, что влияние транслокации кишечной микробиоты на уровень NGF
не ограничивается потенцированием воспаления, а включает пока не установлен-
ные сигнальные молекулы и/или сигнальные пути.

ВЫВОДЫ

Транслокация бактериальной ДНК в кровь может оказывать влияние на сыво-
роточную концентрацию нейротрофинов BDNF и NGF. Транслокация ДНК так-
сонов-обитателей почв и вод у здоровых доноров оказывает негативное влияние на
содержание BDNF, тогда как при ожирении – позитивное. Подобная взаимосвязь
характерна для пациентов с метаболически нездоровым ожирением, но не для лиц
с метаболически здоровым типом. Ожирение также ассоциировано с появлением
негативной взаимосвязи между сывороточным уровнем BDNF и представленно-
стью ДНК таксонов-обитателей желудка в микробиоме крови.

Среди таксонов микробиома крови, взаимосвязанных с сывороточной концен-
трацией NGF, наибольшим влиянием обладают представители микробного сооб-
щества кишечника. Как у здоровых лиц, так и у пациентов с ожирением, по-види-
мому, транслокация бактериальной ДНК из кишечника оказывала преимуще-
ственно негативное влияние на содержание этого нейротрофина. У здоровых
доноров была выделена положительная ассоциация между уровнем NGF и Akker-
mansia muciniphila – таксоном, участвующим в поддержании целостности кишеч-
ной стенки. Для пациентов с ожирением, особенно с метаболически нездоровым
типом, была характерна позитивная связь NGF с Ruminococcus bromii, который
представляет один из основных бутират-продуцирующих таксонов кишечника.

В целом, взаимосвязь микробной ДНК крови и сывороточной концентрации
нейротрофинов зависит от источников транслокации, проницаемости внешних
барьеров, особенностей микробиомов (кишечника, кожи и т.д.), а также наличия
или отсутствия метаболических нарушений у пациентов с разной массой тела.
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Blood bacterial DNA is one of the pathogen-associated molecular patterns whose sig-
naling pathways can alter the expression of neurotrophins such as brain-derived neuro-
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trophic factor (BDNF) and nerve growth factor (NGF). The study of neurotrophins is
interesting in the context of obesity, which is associated with a risk of neuropathy. At the
same time, the risk of complications depends on the metabolic type of obesity: in the
metabolically unhealthy type (MUHO), this risk is significantly higher than in the meta-
bolically healthy (MHO). The aim was to study the relationship between the blood mi-
crobiome and serum BDNF and NGF in different metabolic types of obesity. Healthy
non-obese donors (n = 114) and obese patients (n = 98) were examined. Obese patients
were divided into subgroups depending on the obesity metabolic type: patients with
MHO (n = 36) and patients with MUHO (n = 53). Serum concentrations of neurotro-
phins were measured, and the blood microbiome qualitative assessment was determined
by sequencing of the variable region of the 16S rRNA gene. In healthy donors, taxa
translocated from the skin and respiratory tract were negatively associated with BDNF,
but in obesity, especially MUHO, this relationship was positive. Taxa translocated from
the stomach (Helicobacter pylori) and from the intestine (Sutterella spp.) were negatively
associated with BDNF in obese patients. NGF in healthy donors was positively associat-
ed with Akkermansia muciniphila, which supports intestinal integrity and reduces intesti-
nal permeability. Patients with MUHO had a positive relationship between NGF and
Ruminococcus bromii. Numerous negative relationships between taxa of the intestinal
flora and NGF were found in healthy donors and in patients with MUHO, but not with
MHO. In general, the effect of blood bacterial DNA on serum neurotrophins depends
on the translocation sources, the barriers permeability, the characteristics of microbi-
omes (gut, skin, etc.), as well as the presence or absence of metabolic disorders in pa-
tients with different weight.

Keywords: neurotrophins, blood microbiome, blood bacterial DNA, nerve growth factor,
NGF, brain-derived neurotrophic factor, BDNF, obesity, metabolically healthy obesity,
metabolically unhealthy obesity
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У крыс линии WAG c высоким уровнем вазопрессина и у вазопрессин-дефицит-
ной линии крыс Brattleboro в условиях гипотиреоза исследована роль почечного
аутакоида оксида азота (NO) в механизмах структурных изменений интерстиция
почечной медуллы, влияющих на внеклеточную проницаемость матрикса для
воды и ионов. Установлено, что гипотиреоз у крыс WAG не приводит к суще-
ственным изменениям параметров гидроуретической функции, тогда как для
крыс Brattleboro характерна антидиуретическая реакция вследствие активации
реабсорбции осмотически свободной воды. Предполагается, что отсутствие из-
менений параметров гидроуреза у крыс WAG при гипотиреозе обусловлено уве-
личением в медуллярной зоне почки содержания гиалуронана, основного ком-
понента интерстиция, образующего барьер на пути диффузии воды и ионов. В то
же время у крыс Brattleboro стимуляция концентрирующей функции при моде-
лировании гипотиреоза не сопровождается существенными изменениями состо-
яния внеклеточного матрикса, который для данной линии крыс в интактном со-
стоянии характеризуется практически полным отсутствием гиалуронана. Уста-
новлено, что NO играет существенную роль в изменении структуры почечного
интерстиция у крыс WAG в условиях гипотиреоза. Блокада синтеза NO с помо-
щью L-NAME приводит к устранению выявленных при гипотиреозе изменений
внеклеточного матрикса сосочка почки в связи с изменением до базальных зна-
чений контрольной группы уровня экспрессии гена гиалуронансинтазы-2
(HAS2), кодирующего фермент синтеза гиалуронана. Результаты исследования
позволяют заключить, что гипотиреоз приводит к нарастанию содержания гиа-
луронана в интерстиции почечной медуллы, причем ключевую роль в проявле-
нии данного эффекта играет NO, базальная активность которого в сосочке почки
зависит от уровня вазопрессина в крови.

Ключевые слова: гиалуронан, гипотиреоз, оксид азота, вазопрессин, реабсорбция
воды, крысы линии WAG и Brattleboro
DOI: 10.31857/S0869813922110097

Процесс осмотического концентрирования реализуется в зоне почечной медул-
лы, где барьер, разделяющий элементы концентрирующего механизма, представ-
лен не только эпителием канальцев, но и экстрацеллюлярным матриксом, опреде-
ляющим внеклеточную проницаемость для диффузии воды и ионов [1]. Одним из
главных компонентов почечного интерстиция является кислый гликозаминогли-
кан (ГАГ), гиалуронан (ГН) [2, 3], формирующий в сосочке почки гель с высоким
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сопротивлением для диффузии жидкости [4]. Процесс биосинтеза ГН в соматиче-
ских тканях млекопитающих, в том числе в интерстициальных клетках почки, осу-
ществляется с участием ключевого фермента гиалуронансинтазы (НАS) [5], тогда
как основную роль в деградации полимера играет семейство ферментов гиалурони-
даз (HYAL1, 2) [6]. Нейрогипофизарный гормон вазопрессин, основной регулятор
осмотического гомеостаза, реализует антидиуретический эффект не только путем
стимуляции факультативной реабсорбции воды [7], но также посредством контроля
проницаемости внеклеточного матрикса, регулируя гиалуронидазную активность
[8, 9] и экспрессию генов метаболизма ГН [10]. Установлена тесная зависимость
эффективности осмотического концентрирования от взаимодействия системных
гормонов и тканевых аутакоидов в регуляции содержания ГН в интерстиции со-
сочка почки [11, 12]. Однако механизм вовлечения ГН интерстиция почки в про-
цесс осмотического концентрирования остается дискуссионным и требует даль-
нейших исследований [13].

Тиреоидные гормоны (ТГ), секретируемые щитовидной железой, являются од-
ним из главных факторов в системе регуляции водно-электролитного гомеостаза,
влияющих как на почечную гемодинамику [14], так и на реабсорбцию солей и воды
[15, 16]. Гипотиреоз сопровождается снижением скорости клубочковой фильтра-
ции [17] и нарушением водовыделительной функции на фоне гиперсекреции ВП
[18, 19], однако изменения внеклеточного матрикса почечной медуллы, определя-
ющего скорость диффузии воды и ионов между элементами концентрирующего
механизма, при гипотиреозе остается неизученными. Данные о развитии тканевых
отеков при гипотиреозе вследствие увеличения содержания муцинов и ГН [20, 21]
позволяют предположить, что дисфункция щитовидной железы приводит к изме-
нению содержания ГН в интерстиции почки, образующего барьер на пути диффу-
зии воды и ионов из просвета канальцев в кровоток.

Адекватность работы любой регуляторной системы зависит от факторов, моду-
лирующих эффект основного гормона, и в последние годы значительное внимание
уделяется роли местных, аутакоидных агентов, синтез которых нередко активиру-
ется самим гормоном, формирующим отрицательную обратную связь [22]. При
хроническом гипотиреозе наблюдается увеличение уровня почечного аутакоида
NO в сосочке почки [23], что позволяет предположить участие данного фактора в
регуляции состояния внеклеточного матрикса почечной медуллы при подавлении
синтеза ТГ. Целью данной работы явилось исследование роли NO в механизмах
структурных изменений интерстициального матрикса почечной медуллы в услови-
ях гипотиреоза у крыс с различным уровнем эндогенного вазопрессина в крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на крысах инбредной линии WAG (Wistar Albino
Glaxo) с высоким уровнем вазопрессина в крови, а также на гомозиготных крысах
Brattleboro, лишенных вазопрессина вследствие мутации гена, кодирующего пред-
шественник гормона [24]. В опытах использованы крысы в возрасте 60 дней и мас-
сой 150–200 г из вивария конвенциональных животных Института цитологии и ге-
нетики СО РАН, содержавшиеся в условиях стандартного рациона со свободным
доступом к питьевой воде и сухому корму. Все процедуры, выполненные в иссле-
дованиях с участием животных, соответствовали этическим стандартам, утвер-
жденным правовыми актами РФ (Приложение к Приказу Министерства здраво-
охранения РФ № 267 от 19.06.2003), а также с учетом международных рекоменда-
ций по работе с экспериментальными животными.

Животные каждой линии были разделены на 3 экспериментальные группы (по 9
особей в каждой): 1) контрольная группа; 2) крысы в условиях блокады синтеза ти-
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реоидных гормонов раствором метимазола; 3) гипотиреоидные крысы с блокадой
синтеза NO путем введения L-NAME. Крысы WAG в течение 6 недель потребляли
0.05%-ный раствор метимазола (Тирозол, Merk, Германия), блокирующего перок-
сидазу, участвующую в йодировании ТГ [25]. Учитывая межлинейные различия в
суточном объеме потребляемой жидкости, для уравнивания суточной дозы препа-
рата особи Brattleboro, характеризовавшиеся полидипсией, получали для питья
0.01%-ный раствор метимазола. Контрольные особи двух линий потребляли ди-
стиллированную воду. Принимая во внимание увеличение в условиях гипотиреоза
уровня NO во многих тканях [26, 27], в том числе в почке [23], для выявления зна-
чимости NO при гипотиреозе была предпринята серия экспериментов, в которых
блокада синтеза NO при внутрибрюшинном введении L-NAME – неселективного
ингибитора синтаз NO – дважды в день в течение последних 2 сут в дозе 3 мг на
100 г массы тела [28] осуществлялась на фоне подавления синтеза ТГ метимазолом.

По окончании экспериментального периода животных взвешивали и на 2 ч по-
мещали в индивидуальные клетки с проволочным дном для сбора спонтанно экскре-
тируемой мочи, затем животных анестезировали тиопенталом натрия (10 мг/100 г мас-
сы тела, внутрибрюшинно) и забирали пробы крови и образцы почечной ткани для
гистохимического и молекулярно-генетического анализа.

Осмоляльность мочи и сыворотки крови определяли криоскопическим методом
(миллиосмометр ОСКР-1М КИВИ, Россия). Концентрацию креатинина в моче и
сыворотке крови определяли методом Яффе на спектрофотометре (BioPhotometr
plus, “Eppendorf”, Германия, 490 нм), скорость клубочковой фильтрации рассчи-
тывали по клиренсу эндогенного креатинина. Расчет почечных функций проводи-
ли по стандартным формулам на 100 г массы тела. Концентрацию общего уровня
тетрайодтиронина (T4) в сыворотке крови определяли иммуноферментным мето-
дом (Rat thyroxine (T4) ELISA Kit, Сusabio, CSB-E05082r).

Пробоподготовку почечной ткани для гистохимического анализа проводили по
стандартному протоколу [29]. Окрашивание срезов толщиной 5 мкм для специфи-
ческого выявления кислых ГАГ производили альциановым синим (БиоВитрум,
Россия). Гистологические препараты изучали с использованием светового микро-
скопа Axioscop 40 (Carl Zeiss), морфометрическое исследование высоты эпителио-
цитов собирательных трубок середины сосочка проводили с помощью программы
AxioVision 4.5.

Уровень экспрессии генов, кодирующих ферменты метаболизма гиалуроновой
кислоты (HAS2, Hyal2) в почечной медулле, определяли методом ПЦР в реальном
времени (ПЦР-РВ). В качестве внутреннего стандарта использовались праймеры
для гена, кодирующего белок “домашнего хозяйства” гипоксантинфосфорибозил-
трансферазу-1 (HPRT1). Выделенные образцы ткани почки помещали в стериль-
ные пробирки, замораживали в жидком азоте и хранили при –70°C. Тотальную
РНК из ткани почек выделяли при помощи набора реагентов Aurum Total RNA
Mini kit (Bio-Rad, США) на спин-колонках согласно прилагаемому протоколу.
Концентрацию РНК в полученном образце измеряли на спектрофотометре Bio-
Photometer plus (“Eppendorf”, Германия). Для получения кДНК использовали ком-
мерческий набор “MMLV RT Kit” (“Евроген”, Россия): смешивали 0.5–1 мкг то-
тальной РНК в 20 мкл реакционной смеси. Реакционная смесь инкубировалась в те-
чение 60 мин при 42°C, для остановки реакции смесь прогревали в течение 10 мин
при 70°C. ПЦР-РВ проводили в присутствии красителя EVA Green (Синтол, Рос-
сия) объемом 20 мкл, содержащей 2 мкл кДНК, 8 мкл 2.5× реакционной смеси,
8 мкл деионизированной воды, 1 мкл MgCl2 25 мМ, по 0.5 мкл прямого и обратного
праймеров с концентрацией 8 пкмоль/мкл (Биосинтез, Новосибирск, Россия).
Амплификацию проводили в системе CFX96 (BioRad, США) по следующей схеме:
1) денатурация 95°C – 5 мин; 2) денатурация 95°C – 10 с, отжиг при оптимальной
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температуре для выбранных праймеров (60°C) – 30 с, элонгация 72°C – 20 с, 39 цик-
лов; 3) определение кривых плавления продуктов амплификации в диапазоне тем-
ператур от 65 до 95°C при шаге в 0.5°C для подтверждения специфичности ампли-
фикации и отсутствия димерных праймеров. Ген-специфичные праймеры, синте-
зированные в группе олигонуклеотидного синтеза Института химической
биологии и фундаментальной медицины СО РАН, представлены в табл. 1. После
проведения ПЦР-РВ данные анализировали в пакете программ CFX Manager Soft-
ware ver. 3.1 (Bio-Rad, США). Каждое измерение нормировали относительно экс-
прессии гена HPRT1 и рассчитывали по методу ΔΔCt [30].

Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего (M ± SEM).
Достоверность различий оценивали в программе Statistica 8.0 с помощью апостери-
орного LSD критерия Фишера для множественных сравнений. Для парного срав-
нения средних между линиями крыс применялся критерий Стьюдента для незави-
симых выборок. Различия считались статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Параметры осмотического концентрирования у контрольных крыс линий WAG
и вазопрессин-дефицитных Brattleboro, содержавшихся на стандартном водно-пи-
щевом рационе, существенно различались (табл. 2). У крыс WAG установлена низ-
кая скорость мочеотделения, тогда как интактные вазопрессин-дефицитные особи
Brattleboro характеризовались полиурией вследствие снижения реабсорбции осмо-
тически свободной воды (табл. 2) при увеличении скорости клубочковой фильтра-
ции (рис. 1). У крыс обеих линий, содержавшихся в течение 6 недель в условиях

Таблица 1. Последовательность ген-специфичных олигонуклеотидных праймеров

Ген Последовательность праймера Длина ампликона, 
п.н. Тm(°C) Источник

Has2 F: 5'-CTTCCGAGAGTGGCTATACAATGC-3'
198

61  [31]
R: 5'-GCGAAAGACGACTTGATGAGACC-3' 62

Hyal2 F: 5'-CGTTACGTCAAGGCAGTCAG-3'
188

59  [32]
R: 5'-AGGTACACGGAGGGAAAGAG-3' 58

HPRT1 F: 5'-AGTTTGTTGTTGGATATGCCCTTG-3'
126

60  [33]
R: 5'-TGTAGATTCAACTTGCCGCTGTC-3' 61

Таблица 2. Влияние блокады NO (L-NAME) на параметры гидроуретической функции у 
крыс линий WAG и Brattleboro в условиях моделирования гипотиреоза

Все значения представлены как M ± SEM. Различия достоверны при *** p < 0.001 – сравнение с кон-
трольной группой крыс линии WAG; &&p < 0.01 – сравнение с гипотиреоидной группой WAG; ## p < 0.01,
### p < 0.001 – сравнение с контрольными показателями линии Brattleboro; ^ p < 0.05 – сравнение с ги-
потиреоидной группой крыс линии Brattleboro.

Параметр

Экспериментальные группы

WAG Brattleboro

контроль метимазол метимазол +
L-NAME контроль метимазол метимазол +

L-NAME

Диурез (V), мкл/мин 1.66 ± 0.25 1.25 ± 0.1 2.04 ± 0.16 31.23 ± 1.49*** 20.32 ± 1.41### 12.27 ± 2.89^

Реабсорбция осмотиче-
ски свободной воды 

, мкл/мин

9.04 ± 1.1 7.38 ± 0.3 5.06 ± 0.61&& –13.6 ± 1.5*** –7.4 ± 1.1## –1.9 ± 1.5^

2H O
CT
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подавления метимазолом синтеза ТГ, было выявлено значительное снижение об-
щего уровня тетрайодтиронина (Т4) как у крыс WAG (152.6 ± 3.9 нг/мл в контроле;
66.8 ± 13.4 нг/мл при гипотиреозе, р < 0.001), так и у крыс Brattleboro (158.5 ± 3.7 нг/мл
в контроле; 28.8 ± 8.7 нг/мл при гипотиреозе, р < 0.001). Моделирование гипоти-
реоза вызвало снижение скорости клубочковой фильтрации у крыс обеих линий
(рис. 1), тогда как параметры гидроуретической функции почек достоверно изме-
нились лишь у вазопрессин-дефицитной линии Brattleboro (табл. 2). У гипотирео-
идных крыс Brattleboro, в отличие от линии WAG, была зафиксирована антидиуре-
тическая реакция: снижение диуреза вследствие увеличения реабсорбции осмоти-
чески свободной на фоне замедления скорости клубочковой фильтрации. Вместе с
тем устранение действия NO при введении L-NAME на фоне гипотиреоза способ-
ствовало у крыс WAG снижению реабсорбции осмотически свободной воды, тогда
как у линии Brattleboro, напротив, установлена стимуляция концентрирующей
функции почек (табл. 2).

С изменением параметров осмотического концентрирования у эксперименталь-
ных крыс коррелируют морфологические перестройки эпителиоцитов собиратель-
ных трубок гормон-чувствительной области средней трети сосочка, анализ состояния
которых представляет существенный интерес, поскольку высота клеток зависит от
осмоляльности интерстициальной и внутриканальцевой жидкости и является от-
ражением изменений уровня осмотического концентрирования. Высота эпителио-
цитов собирательных трубок различалась у контрольных групп: у крыс линии WAG
эпителий был заметно уплощен (5.51 ± 0.03 мкм) по сравнению с особями линии
Brattleboro (5.88 ± 0.04 мкм). У гипотиреоидных крыс WAG при отсутствии измене-
ний параметров гидроуреза высота эпителиоцитов не изменялась (5.51 ± 0.03 мкм в
контроле; 5.62 ± 0.04 мкм при гипотиреозе), тогда как блокада синтеза NO на фоне
диуретического ответа приводила к увеличению высоты эпителиоцитов собиратель-
ных трубок почечной медуллы (6.03 ± 0.06 мкм, р < 0.001). Между тем у крыс Brattle-
boro при гипотиреозе антидиуретическая реакция сопровождалась уплощением эпи-
телиоцитов собирательных трубок (5.88 ± 0.04 мкм в контроле; 4.67 ± 0.04 мкм при

Рис. 1. Скорость клубочковой фильтрации (СКФ) в условиях блокады синтеза NO введением L-NAME на
фоне моделирования гипотиреоза у крыс линий WAG и Brattleboro (M ± SEM). Достоверность различий:

***p < 0.001 – сравнение с контрольной группой WAG; ###p < 0.001 – сравнение с контрольной группой
Brattleboro.
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гипотиреозе, р < 0.001), которое частично нивелировалось при введении L-NAME
(5.44 ± 0.03 мкм, р < 0.001).

Барьер на пути движения воды и солей из почечных канальцев в кровоток пред-
ставлен не только эпителием, но также внеклеточным матриксом, основным ком-
понентом которого является ГН, разделяющий элементы концентрирующей си-
стемы и определяющий скорость диффузии воды и солей по осмотическому гради-
енту [1, 10]. У контрольных крыс WAG, экскретирующих мочу с осмоляльностью
выше 2000 мОсм/кг H2O, выявлена типичная для высокого уровня секреции вазо-
прессина структура медуллярной зоны почек: уплощенный эпителий собиратель-
ных трубок, открытая дренажная сеть множества капилляров и окрашивание кислых
ГАГ интерстиция почечной медуллы (рис. 2a). Между тем гомозиготные вазопрес-
син-дефицитные крысы Bralleboro, экскретирующие гипотоничную мочу, характе-
ризовались практически полным отсутствием ГАГ в интерстиции гормон-чувстви-
тельной части средней трети сосочка почки (рис. 2b).

Подавление синтеза тиреоидной системы при потреблении раствора метимазола
сопровождалось структурными перестройками интерстиция почечной медуллы
только у крыс WAG с высоким уровнем эндогенного вазопрессина в крови. Соглас-
но качественному гистохимическому анализу у гипотиреоидных крыс WAG, не-
смотря на отсутствие изменений параметров гидроуреза, установлено увеличение
интенсивности окрашивания ГН в интерстиции сосочка по сравнению с контролем
(рис. 2с). Качественные изменения экстрацеллюлярного матрикса почки у крыс
WAG сопровождались увеличением содержания мРНК HAS2 гена, кодирующего
фермент синтеза ГН (рис. 3a), в то время как уровень экспрессии гена Hyal2, ключе-
вого фермента его катаболизма, увеличился незначительно (рис. 3b). Вместе с тем
блокада синтеза NO с помощью L-NAME приводила к восстановлению внеклеточ-
ного матрикса до базального эутиреоидного состояния у гипотиреоидных крыс
WAG (рис. 2e) в связи со снижением уровня экспрессии HAS2 в сосочке почки до
базальных значений контрольной группы с нормальным уровнем секреции ТГ
(рис. 3a). Моделирование гипотиреоза у крыс Brattleboro не вызывало существенных
изменений состояния интерстиция почечной медуллы (рис. 2d), несмотря на сниже-
ние уровня экспрессии HAS2 в сосочке почки, устранявшееся при блокаде синтеза
NO (рис. 3a). Вместе с тем при введении L-NAME крысам Brattleboro на фоне по-
требления метимазола не установлено качественных изменений интерстициального
матрикса сосочка почки по сравнению с гипотиреоидной группой (рис. 2f).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В осморегулирующий процесс вовлекается не только эпителий почечных ка-
нальцев и сосудистая система почки, но также интерстициальный матрикс, разде-
ляющий элементы концентрирующего механизма и определяющий внеклеточную
проницаемость для воды и ионов [1]. Учитывая ранее полученные данные об уве-
личении содержания ГН в почечной медулле на фоне диуретического ответа и его
снижении при дегидратации [34, 35], в последние годы активно обсуждается во-
прос о роли внеклеточного матрикса в регуляции диффузии воды между структура-
ми концентрирующего механизма [12, 36]. ТГ участвуют в регуляции осмотическо-
го концентрирования, и нарушение уровня их секреции приводит к существенным
перестройкам этого процесса вследствие изменений почечной гемодинамики [14]
и экскреции солей и воды [16]. Несмотря на прогресс в понимании молекулярных
событий, индуцируемых ТГ в эпителии почечных канальцев [37], выявление новых
звеньев в регуляции концентрирующей функции почек представляется актуаль-
ным, поскольку дает возможность разработки новых подходов к коррекции тубу-
ло-интерстициальных нарушений в почках при дисфункции щитовидной железы.
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При снижении уровня ТГ повышается чувствительность эпителиоцитов собира-
тельных трубок к вазопрессину, что приводит к усилению реабсорбции воды [38]
вследствие увеличения экспрессии AQP1-3 в ткани почки [25, 39]. Как известно,
при связывании вазопрессина с V2-рецепторами стимулируется по цАМФ-зависи-
мому каскаду транслокация тканеспецифичного белка AQP2 в апикальную мем-
брану эпителиоцитов собирательных трубок [40]. Вместе с тем при гипотиреозе
усиливается секреция тиреотропного гормона (ТТГ), рецепторы к которому экс-

Рис. 2. Локализация гиалуронана (ГН) средней трети сосочка в условиях блокады синтеза NO введени-
ем L-NAME на фоне гипотиреоза у крыс линий WAG и Brattleboro.
(a) – WAG контроль (2050 мОсм/кг Н2О); (b) – Brattleboro контроль (197 мОсм/кг Н2О); (c) – гипоти-
реоидная группа WAG (2130 мОсм/кг Н2О); (d) – гипотиреоидная группа Brattleboro (300 мОсм/кг Н2О);
(e) – гипотиреоидные WAG + L-NAME (1083 мОсм/кг Н2О); (f ) – гипотиреоидные Brattleboro + L-NAME
(458 мОсм/кг Н2О).
Примечание: в скобках дано значение осмоляльности мочи; окрашивание срезов алциановым синим,
увеличение объектива ×63. Снимки выполнены с помощью цифровой фотонасадки AxioCam.

WAG Brattleboro
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прессируются в почечной ткани [41] и сопряжены с Gs-белком, стимулирующим
цАМФ-путь [42]. Предполагается, что механизм, стимулирующий транскрипцию
AQP2 в почечной ткани при гипотиреозе, обусловлен не только увеличением сек-
реции вазопрессина, но также действием ТТГ. В то же время нами было выявлено,
что изменения параметров гидроуреза при моделировании гипотиреоза были су-
щественны лишь у крыс линии Brattleboro, лишенных эндогенного вазопрессина.
У гипотиреоидных крыс WAG с высоким уровнем вазопрессина в крови параметры
гидроуреза оставались на уровне контрольной группы, тогда как у вазопрессина-
дефицитных крыс Brattleboro был установлен антидиуретический ответ вследствие
усиления реабсорбции осмотически свободной воды. С изменением гидроуретиче-
ской функции у гипотиреоидных крыс Brattleboro коррелирует реакция эпителия
собирательных трубок гормон-чувствительной зоны сосочка: зафиксировано упло-
щение эпителиоцитов, обусловленное увеличением гипертоничности внутрика-
нальцевой жидкости [43]. В то же время у крыс WAG в условиях гипотиреоза высота
эпителия собирательных трубок не изменялась вследствие отсутствия достоверной
реакции диуретической функции и осмоляльности внутриканальцевой жидкости.
Следует заметить, что у гипотиреоидных крыс Brattleboro осмотическое концен-
трирование оставалось на достаточно низком уровне, что, по всей видимости, свя-
зано со сниженным базальным уровнем экспрессии AQP2. Известно, что введение
крысам Brattleboro агониста V2R, DDAVP, приводит к увеличению транслокации
AQP2 в апикальную мембрану, при этом общее содержание AQP2 в клетке не изме-
няется [44].

Недостаток гормонов щитовидной железы нередко сопровождается развитием
микседемы, которая характеризуется накоплением ГН в межклеточном простран-
стве [21] и является одной из причин задержки жидкости в организме при гипоти-
реозе [45, 46]. В почке млекопитающих высокая концентрация ГН характерна для
мозговой зоны [47], где в интерстиции почечной медуллы формируется гель, физи-
ко-химические свойства которого определяют возможность связывания больших

Рис. 3. Влияние блокады синтеза NO (L-NAME) на уровень экспрессии мРНК генов гиалуронансинта-
зы-2 (HAS2) (a), гиалуронидазы-2 (Hyal2) (b) в сосочке почки у гипотиреоидных крыс WAG и Brattleboro.
Уровень экспрессии мРНК HAS2, Hyal2 приведен относительно гена домашнего хозяйства HPRT1. Дан-
ные представлены как M ± SEM. Достоверность различий: *p < 0.05; ***p < 0.001 – сравнение с кон-

трольной группой WAG; &&p < 0.01 – сравнение с гипотиреоидной группой WAG; ##p < 0.01 – сравне-
ние с контрольной группой Brattleboro; ^p < 0.05 – сравнение с гипотиреоидной группой крыс линии
Brattleboro.
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объемов воды и положительно заряженных ионов [1]. Подавление синтеза ТГ у
крыс WAG раствором метимазола приводило к увеличению интенсивности окра-
шивания ГН интерстиция гормон-чувствительной средней трети сосочка почки.
Такая реакция интерстиция у гипотиреоидных крыс WAG может свидетельство-
вать о количественном росте компонентов внеклеточного матрикса, что подтвер-
ждается увеличением в сосочке мРНК HAS2 вследствие устранения ингибирующе-
го влияния ТГ на экспрессию гена HAS2, кодирующего фермент синтеза ГН. В ис-
следованиях in vitro на неонатальных фибробластах ранее было найдено, что
добавление в среду трийодтиронина (Т3) приводит к подавлению синтеза ГН путем
снижения уровня экспрессии HAS2 [48, 49]. Предполагается, что у крыс WAG в
условиях гипотиреоза при нарастании в сосочке почки гистохимически выявляе-
мого ГН формируется барьер на пути диффузии воды из просвета собирательных
трубок в почечный кровоток, снижая стимулирующий эффект гипотиреоза на ре-
абсорбцию воды. Одной из наиболее существенных морфологических особенно-
стей почек гомозиготных вазопрессин-дефицитных крыс Brattleboro является сни-
жение плотности ГН в интерстиции почечной медуллы [50], которое, как предполага-
ют, является следствием повышенной гиалуронидазной активности в почечной
ткани [10, 51]. Нами было установлено, что подавление синтеза ТГ раствором ме-
тимазола не вызывает у крыс Brattleboro качественных изменений состояния ин-
терстиция сосочка почки, несмотря на увеличение мРНК HAS2, уровень экспрес-
сии которого, тем не менее, оставался на достаточно низком уровне. Учитывая, что
содержание ГН может регулироваться не только на уровне экспрессии генов, а так-
же на посттранскрипционном и посттрансляционном уровне [52], отсутствие каче-
ственных изменений внеклеточного матрикса у гипотиреоидных крыс Brattleboro
связано, по всей видимости, со сниженной активностью HAS2.

При снижении уровня ТГ помимо возникновения синдрома неадекватной сек-
реции вазопрессина, приводящего к гипонатриемии в связи с задержкой воды в
организме [19], установлено увеличение уровня NO в сосочке почки [23], который,
как известно, является почечным аутакоидом, модулирующим процесс осмотиче-
ского концентрирования [53]. Ранее нами было выявлено, что в модуляцию осмо-
регулирующего эффекта вазопрессина оксидом азота вовлекаются структуры интер-
стиция почки, реструктуризация которых приводит к модуляции концентрирующей
функции почек вследствие изменений внеклеточной диффузии [54]. Установлено,
что NO играет существенную роль в преобразованиях почечного интерстиция у
крыс WAG в условиях гипотиреоза: введение ингибитора синтеза NO (L-NAME)
приводит у крыс WAG к восстановлению внеклеточного матрикса почки до кон-
трольного эутиреоидного состояния. Снижение интенсивности окрашивания аль-
циановым синим ГН у гипотиреоидных крыс WAG в условиях введения L-NAME,
вероятно, явилось следствием установленного снижения мРНК HAS2 до значений
контрольной группы. Предполагается, что увеличение уровня NO в условиях по-
давления синтеза ТГ является ключевым фактором, стимулирующим ферментную
активность и уровень экспрессии HAS2, способствуя увеличению биосинтеза ГН
экстрацеллюлярного матрикса почки у крыс WAG.

Поскольку, как известно, синтез NO в почечной медулле стимулируется вазо-
прессином [55], представляло интерес сравнить морфофункциональные особенно-
сти почек крыс WAG и вазопрессин-дефицитных особей Brattleboro в условиях
блокады синтеза NO с помощью введения L-NAME на фоне гипотиреоза. У крыс
Brattleboro при гипотиреозе введение L-NAME не приводило к качественным из-
менениям внеклеточного матрикса сосочка почки, что, по-видимому, явилось
следствием сниженного базального уровня активности синтеза NO в сосочке поч-
ки у данной линии крыс [56]. Отсутствие существенных качественных изменений
интерстиция почки у крыс Brattleboro при введении L-NAME на фоне гипотиреоза
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предполагает важность вазопрессин-зависимого механизма в регуляции оксидом
азота внеклеточной проницаемости почечной медуллы при подавлении синтеза ТГ.

Таким образом, результаты исследований позволяют заключить, что ключевую
роль в нарастании содержания ГН в интерстициальном матриксе почечной медул-
лы в условиях гипотиреоза играет NO, базальная активность которого в сосочке
почки зависит от уровня эндогенного вазопрессина в крови.
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Role of Nitric Oxide (NO) in the Mechanisms of Structural Changes in the Renal
Medullary Interstitium under Conditions of Hypothyroidism in Rats 

with Different Blood Vasopressin Levels

P. D. Pravikovaa, * and L. N. Ivanovaa

aInstitute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,
Novosibirsk, Russia

*e-mail: PollyPravi@yandex.ru

The role of nitric oxide (NO), renal autocoid, in the mechanisms of structural changes
in the renal medullary interstitium, affecting the extracellular permeability for water and
ions, was studied in WAG rats with high blood vasopressin (AVP) level and AVP-defi-
cient Brattleboro rats under conditions of hypothyroidism. Nо significant changes in the
parameters of the renal hydruretic function were observed in hypothyroid WAG rats,
while in Brattleboro rats an antidiuretic response was established due to activation of sol-
ute-free water reabsorption. It is assumed that the absence of changes in the parameters
of hydruresis in WAG rats with hypothyroidism is due to the increase of the main com-
ponent of the еxtracellular matrix content in the renal medulla, hyaluronan (HA), which
forms a barrier to the diffusion of water and ions. At the same time, in Brattleboro rats,
the stimulation of the concentrating renal function during hypothyroidism modeling is
not accompanied by significant structural changes in the extracellular matrix, which in the
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intact state is characterized by the almost total absence of HA in this strain. It was found
that NO plays a significant role in changing the structure of the renal interstitium in WAG
rats under conditions of hypothyroidism. Blockade of NO synthesis with L-NAME leads
to the elimination of changes in the extracellular matrix of the renal papilla revealed
during hypothyroidism due to a change in the level expression of gene hyaluronan syn-
thase-2 (HAS2) encoding the main enzyme catalyzing the synthesis of HA, to the basal
values of the control group. The results allow us to conclude that hypothyroidism leads
to an increase in the content of HA in the renal medullary interstitium, and the key role
in the manifestation of this effect is played by NO, the basal activity of which in the renal
papilla depends on the blood AVP level.

Keywords: hyaluronan, hypothyroidism, nitric oxide, vasopressin, water reabsorption,
WAG, Brattleboro
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Проведено исследование гипоталамуса у половозрелых самцов двух линий крыс
с генетической предрасположенностью к различным формам эпилептической
активности: линия Крушинского–Молодкиной (КМ) с аудиогенной судорож-
ной активностью и линия WAG/Rij с абсансной эпилепсией. Результаты ПЦР
демонстрируют у крыс КМ повышенный уровень мРНК Д1- и Д2-рецепторов
дофамина, у крыс WAG/Rij не выявлено отличий в уровне экспрессии Д1-рецеп-
торов, но показано достоверно меньший уровень мРНК Д2 рецепторов по срав-
нению с крысами Вистар. У крыс КМ и WAG/Rij выявлен более высокий уровень
мРНК препро-орексина и белка орексина-А в нейронах перифорникальной об-
ласти. У крыс КМ не обнаружено отличий в уровне экспрессии орексиновых ре-
цепторов, а у крыс WAG/Rij уровень мРНК OX2R был выше, чем у крыс Вистар.
Полученные данные обсуждаются в связи с участием орексинергической систе-
мы мозга в регуляции дофаминергической системы и энергетического баланса
организма при эпилептической активности, а также вероятной функции орекси-
нов как факторов адаптации при патологических состояниях.

Ключевые слова: гипоталамус, орексин, орексиновые рецепторы, дофамин, дофа-
миновые рецепторы, аудиогенная и абсансная эпилепсия
DOI: 10.31857/S0869813922110073

Гипоталамус – отдел мозга, который участвует в регуляции висцеральных функ-
ций, в контроле адаптивных реакций организма как при изменении внешних воз-
действий, так и при патологических состояниях [1]. Нейроны гипоталамуса про-
ецируются в различные области мозга и выполняют интегративную роль. Одной из
функций гипоталамуса является контроль энергетического баланса организма [2, 3].
В реализацию этой функции вовлечены различные типы гипоталамических нейро-
нов, в частности вырабатывающие орексины [4–6].

Орексины (A и B) – два нейропептида, которые образуются из общей молекулы
препро-орексина [4, 5]. В мозге экспрессия препро-орексина осуществляется пре-
имущественно в гипоталамусе в нейронах перифорникальной области. Эффекты
орексинов опосредуются двумя типами G-протеин-связанных рецепторов: перво-
го (OX1R) и второго (OX2R) типа [7–9]. Показано, что OX1R селективен только

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

EDN: ABTYZN



1512 МОРИНА и др.

для орексина-А, а через OX2R осуществляют действие оба типа орексинов [4, 5].
Отростки орексинергических нейронов и рецепторы орексинов выявлены в раз-
личных областях мозга (гипоталамусе, таламусе, гиппокампе, ядрах среднего мозга,
префронтальной коре, ядрах шва и др.), что свидетельствует об участии орексинов
в регуляции различных функций мозга [10, 11]. Общепризнано, что орексины во-
влечены в регуляцию пищевого поведения, энергетического баланса, бодрствова-
ния и пробуждения [4, 5, 12, 13], иммунного ответа [14–16] и др.

Тесные морфофункциональные взаимосвязи выявлены между орексинергиче-
скими нейронами гипоталамуса и моноаминергическими системами мозга. Про-
екции орексинергических нейронов, OX1R и OX2R обнаружены в дофаминергиче-
ских структурах среднего мозга [17], в телах орексин-иммунопозитивных нейронов
выявлены рецепторы к дофамину [18]. В связи с этим можно предположить, что
дисбаланс дофамина, развивающийся при различных патологиях, должен оказы-
вать влияние и на функциональную активность орексинергической системы гипо-
таламуса.

Эпилепсия – неврологическое заболевание, которое широко распространено в
обществе и является большой проблемой современной медицины. Этиология эпи-
лепсии чрезвычайно разнообразна. При этом некоторые формы эпилепсии связы-
вают с дисбалансом моноаминов, в частности дофамина [19–21]. В эксперименталь-
ных исследованиях на животных распространены фармакологические подходы, моде-
лирующие эпилептическую активность. Однако существуют и естественные
модели животных с генетической предрасположенностью к развитию эпилептиче-
ской активности. Исследование таких животных необходимо для разработки под-
ходов возможной фармакологической коррекции этих форм патологии.

Крысы линии Крушинского–Молодкиной (КМ) характеризуются генетической
предрасположенностью к аудиогенной судорожной активности. Максимальная су-
дорожная готовность у крыс КМ формируется к 3-месячному возрасту [22], прояв-
ляясь в виде однофазных или двухфазных генерализованных клонико-тонических
судорожных припадков продолжительностью от 1.5 до 2.5 мин [22–25]. Обнаруже-
но, что структурой мозга, где осуществляется запуск судорожной активности, в
частности у крыс с наследственной предрасположенностью к аудиогенным судоро-
гам, являются нижние бугры четверохолмия [26, 27], а дофаминергические нейро-
ны черной субстанции, контролирующие двигательную активность, вовлечены в
развертывание судорог [26].

Крысы линии Wistar Albino Glaxo rats, выведенной в Нидерландах в городе Ri-
jswijk (WAG/Rij), являются моделью генетической генерализованной абсансной
эпилептиформной активности. Причиной абсансной эпилепсии являются спон-
танные пик-волновые комплексы (ПВК), которые инициируются в глубоких слоях
соматосенсорной коры больших полушарий [28, 29], быстро распространяются в
кортикально-таламокортикальную сеть [30, 31]. У крыс линии WAG/Rij первые
ПВК начинают появляться в возрасте 2–3 мес. и полностью разворачиваются к
5–6 мес. За один день у крыс могут развиться сотни ПВК с частотой 7–10 Гц. Бы-
ли обнаружены ПВК нескольких типов: тип 1 (7.5–9.5 Гц длительностью 3–4 с) и
тип 2 (частота 8 Гц длительностью около 1 с), которые спонтанно возникают в кор-
ковой ЭЭГ [29, 32]. Известно, что в популяции крыс WAG/Rij встречаются особи
со смешанной формой эпилепсии: в дополнение к абсансной проявляется и аудио-
генная эпилептиформная активность [33].

Развитие абсансной эпилепсии у человека связывают, в частности, с мутацией
гена, кодирующего субъединицу GABA-A рецептора [34, 35]. Нарушение функцио-
нирования системы GABA, связанное с дефицитом нейротрансмиттера, отмечает-
ся в ряде структур мозга как у крыс WAG/Rij [36], так и у крыс КМ [37, 38]. Также у
крыс КМ и WAG/Rij в различных отделах головного мозга отмечается дисбаланс
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моноаминов по сравнению с крысами Вистар [39–43]. Однако эти данные получе-
ны на разных возрастных группах животных, при этом не было проведено анализа
состояния орексинергической и дофаминергической систем в гипоталамусе.

Гипоталамус не является структурой мозга, непосредственно вовлеченной в ге-
нерацию эпилептической активности. Однако изменения в функционировании
различных его систем при таких патологиях может носить адаптивный характер.
Цель настоящего исследования состояла в том, чтобы в гипоталамусе провести
анализ уровня орексина и орексиновых рецепторов у крыс с различными формами
эпилептической активности (крысы линий КМ и WAG/Rij), а также сопоставить
полученные данные с характером изменения в гипоталамусе активности дофами-
нергической системы.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты были выполнены согласно дизайну исследования, одобренному
Этическим комитетом Института эволюционной физиологии и биохимии им.
И.М. Сеченова РАН, European Communities Council Directive 1986 (2010/63/EEC) и
согласно правилам, изложенным в “Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals”. Объектом исследований были самцы крыс КМ (возраст 4.5 мес.) аутбредной
популяции, которая поддерживается в виварии Института эволюционной физио-
логии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН [25]. У крыс КМ в 3-месячном возрасте
были подтверждены двухфазные генерализованные клонико-тонические судорож-
ные припадки в ответ на звуковое воздействие (синусоидальный тон частотой
8 кГц, интенсивность 90 дБ). Контролем для крыс КМ служили нечувствительные
к действию указанной звуковой стимуляции самцы крыс Вистар (4.5 мес.).

Также для исследования использованы самцы крыс WAG/Rij (6.5–7 мес.), попу-
ляция которых поддерживается в виварии Башкирского государственного универ-
ситета. У использованных для исследования крыс WAG/Rij ПВК эпилептиформ-
ная активность была предварительно подтверждена энцефалографически с помо-
щью подкожно вживляемых электродов. Отсутствие у этих крыс генерализованных
судорожных припадков проверяли, предъявляя им звуковой стимул с указанными
выше параметрами. Контролем для крыс WAG/Rij были самцы крыс Вистар того
же возраста, у которых в ответ на действие звука аудиогенные эпилептиформные
припадки не проявлялись.

Эксперименты проводили с 9:00 до 10:00 ч. После наркоза хлоралгидратом (400 мг/кг,
внутрибрюшинно) крыс декапитировали, извлекали мозг и 1) либо замораживали
в сухом льду, n = 7–8 в каждой группе; 2) либо погружали в 4%-ный раствор пара-
формальдегида, разведенного на 0.2 М фосфатном буфере (PB, рН 7.4), для имму-
ногистохимических исследований (n = 5 в каждой группе).

Из замороженного мозга в криостате (при –20°С для избежания разморозки) во
фронтальной плоскости вырезали область с гипоталамусом по координатам атласа
мозга крысы [44] и делили ее вдоль на две половины: одну использовали для опре-
деления катехоламинов методом высокоэффективной жидкостной хроматографии
(ВЭЖХ), вторую половину – для анализа уровня экспрессии генов методом ПЦР в
реальном времени. У крыс Вистар и WAG/Rij для анализа уровня экспрессии генов
также вырезали область префронтальной коры, которая, как известно, вовлечена в
развитие абсансной эпилепсии.

Уровень дофамина (ДА) и его метаболита диоксифенилуксусной кислоты
(ДОФУК) определяли методом обращеннофазной ВЭЖХ с электрохимической
детекцией на хроматографе Beckman Coulter (США) [45]. Протокол приготовле-
ния проб и условий детекции подробно описан ранее [46]. Конечная концентра-
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ция ДА и ДОФУК выражена в процентах относительно соответствующего уров-
ня у крыс Вистар (100%).

Для оценки экспрессии генов, кодирующих препро-орексин (pOX), рецепторы
орексина (OX1R и OX2R) и дофамина (D1R, D2R – Lage form) использовали коли-
чественную ПЦР в реальном времени. Тотальную РНК выделяли из ткани гипота-
ламуса с помощью TRI-reagent (Invitrogen, США) согласно инструкции производи-
теля. Чистоту (A260/A280 ≥ 1.6) и концентрацию РНК определяли с помощью
“Nanophotometer C40” (Implen, Германия). Синтез обратной транскрипции (ОТ)
проводили с помощью ОТ MMLV RT kit (Evrogen, Россия) с 1 мкг тотальной РНК
по инструкции производителя. Амплификацию проводили в смеси (25 мкл), со-
держащей 10 нг ОТ-продукта, по 0.4 мкМ прямого (F – forvard) и обратного (R –
reverse) праймеров (табл. 1), qPCRmix-HS SYBR + LowROX (“Евроген”, Россия) в
96-луночных ПЦР-планшетах (в триплетах) с помощью прибора “7500 Real-Time
PCR System” (“Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.”, США). Протокол
циклов амплификации ранее был подробно описан [47]. Для количественной
оценки относительного уровня мРНК использовали метод delta-delta Ct.

Чистоту ПЦР-продукта проверяли с помощью электрофореза в 30%-ном агароз-
ном геле с бромистым этидием. Свечение продукта в геле анализировали с помо-
щью гель-документирующей системы (Chemidoc, Biorad, Великобритания).

Для иммуногистохимических исследований мозг фиксировали в течение 4 сут
(4°С), далее промывали в 0.02 M фосфатном буфере c 0.9% NaCI (PBS, рН 7.4) и
после криопротекции в 30%-ном растворе сахарозы, растворенной в PBS, замора-
живали при –42°С с помощью изопентана. Чередующиеся серии фронтальных
срезов (20 мкм) из ткани гипоталамуса с перифорникальной областью [44] изготав-
ливали с помощью криостата (Leiсa СМ-1510, Германия). Каждый одиннадцатый
срез монтировали на стекла SuperFrost/plus (Menzel, Германия), высушивали и
хранили при –20°С. Перед проведением иммуногистохимических реакций стекла
высушивали, промывали в PBS, кипятили 5 мин в цитратном буфере (pH 6.0) для
демаскировки антигена, промывали в PBS, в течение 30 мин обрабатывали 0.6%-
ной перекисью водорода, разведенной в РВS. После промывки в PBS с 0.1% Triton
X-100 (PBST) срезы инкубировали 1 ч при комнатной температуре в блокирующем
растворе (2% сыворотки быка и 3% сыворотки козы, разведенные в PBST) для
предотвращения неспецифического связывания. Срезы инкубировали 48 ч при

Таблица 1. Характеристики праймеров, использованных для ПЦР в “реальном времени”

* – контрольный ген (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).

Ген Положение Последовательность (5'–3') Длина продукта, пн NCBI номер

pOX F GTTCCTGCCGTCTCTАCGА 72 NM_013179.2
R GCTTTCCCАGАGTGАGGАTG

Oх1r F TGCGGCCААCCCTАTCАTCTА 137 NM_013064.1
R АCCGGCTCTGCААGGАCАА

Oх2r F АCTGTCTАCGCCTGGTTCАC 183 NM_013074.1
R CTCTGTАCTTGTGCGTCCCC

D1r F АCАTCTGGGTАGCCTTTGАCАTC 76 NM_012546.3
R TАCCTGTCCАCGCTGАTCАCG

D2r(L) F GCАGCАGTCGАGCTTTCАGА 124 NM_012547.1
R CGCCTGTTCАCTGGGАААCT

Gаpdh* F GTGTTCCTАCCCCCААTGTАTCC 74 NM_017008.4
R GАTGTCАTCАTАCTTGGCАGGTTT
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4°С с первичными антителами кролика к орексину-А (Sigma, США) в разведении
1 : 1000 на 2%-ном блокирующем растворе. После тщательной промывки срезы ин-
кубировали 1 ч при комнатной температуре со вторичными Ig козы против кроли-
ка, коньюгированными с биотином (“VectorLabs”, CША), разведенные 1 : 600 в
PBST. Стекла тщательно промывали и наносили комплекс стрептовидин–перок-
сидаза (Sigma, США) в разведении 1 : 1000 на PBS. Визуализацию проводили с по-
мощью 0.05%-ного раствора диаминобензидина (Sigma, США) и 0.015%-ного рас-
твора перекиси водорода. Реакцию останавливали дистиллированный водой и по-
сле тщательной промывки и стандартной гистологической обработки срезы
заключали под покровное стекло и высушивали. Изображения получали с помо-
щью микроскопа “Сarl Ziess” Axio A1 (Германия) со встроенной телевизионной
камерой и программы Axio-Vision 4.8. С помощью программы Image J на каждом из
снимков (8–10 для каждого животного) в нейронах определяли оптическую плот-
ность орексина-А в условных единицах (у. е.).

Статистический анализ данных биохимических и иммуногистохимических ис-
следований выполнен с помощью программы STATISTICA.10, при уровне значи-
мости p < 0.05. Оценку нормальности распределения данных проводили с исполь-
зованием теста D’Agostino–Pearson. Сравнение двух независимых групп проводи-
лось с помощью U-критерия Манна–Уитни. Результаты представлены как медиана
(М) 50% данных с интерквартильными размахами. Статистический анализ результа-
тов ПЦР выполняли с помощью программного обеспечения “GraphPad Prism 7”
(“GraphPad Software”, США). Оценку нормальности распределения данных прово-
дили с использованием теста D’Agostino–Pearson. В случае нормального распреде-
ления (α = 0.05) различия между группами оценивали с помощью непарного t-те-
ста и рассматривали как статистически значимые при р < 0.05. Результаты ПЦР
представлены как M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У крыс КМ с наследственной предрасположенностью к аудиогенной эпилепти-
формной активности в гипоталамусе отмечался более высокий уровень дофамина
М = 577 (379; 693) и ДОФУК М = 160 (120; 180) по сравнению с крысами Вистар со-
ответственно М = 100 (69; 314), р < 0.05 и М = 100 (80; 120), р < 0.05. Таким образом,
катаболический коэффициент ДОФУК/ДА крыс КМ М = 0.29 (0.17; 0.27) по срав-
нению с крысами Вистар М = 1.0 (0.56; 1.4) был снижен (р < 0.05).

Результаты ПЦР демонстрируют в гипоталамусе повышенный уровень мРНК
Д1- (в 3.5 раза, р < 0.05) и Д2-рецепторов дофамина (в 5.3 раза, р < 0 .05) по сравне-
нию с крысами Вистар (рис. 1a). Полученные данные свидетельствуют о том, что
дофаминергическая система в гипоталамусе крыс КМ находится в более активном
состоянии по сравнению с крысами Вистар.

Результаты ПЦР демонстрируют в гипоталамусе крыс КМ более высокий уро-
вень мРНК препро-орексина (в 2 раза, р < 0.05) по сравнению с крысами Вистар,
при этом не выявлено отличий в уровне мРНК OX1R и OX2R (рис. 1а).

Анализ орексин-А-иммунопозитивных нейронов перифорникальной области
гипоталамуса на препаратах мозга свидетельствует о более интенсивной реакции в
телах нейронов и отростках у крыс КМ по сравнению с крысами Вистар (рис. 2a, 2b).
Количественный анализ демонстрирует более высокий уровень оптической плот-
ности орексина-А в телах нейронов (М = 0.56; 0.47, 0.66, р < 0.05, рис. 2с) по срав-
нению с крысами Вистар (М = 0.52; 0.37, 0.54).

Таким образом, в гипоталамусе у крыс КМ на фоне более высокого уровня до-
фамина, экспрессии Д1- и Д2-рецепторов наблюдается более высокий уровень как
экспрессии гена препро-орексина, так и его белка в нейронах, в частности орекси-
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на-А. Но при этом в гипоталамусе не выявлено изменения экспрессии генов, коди-
рующих орексиновые рецепторы (OX1R и OX2R).

Результаты ВЭЖХ демонстрируют в гипоталамусе меньший уровень дофамина у
крыс WАG/Rij (М = 87; 78, 92) по сравнению с крысами Вистар (М = 100; 84, 115) на
13% (р < 0.001). Но достоверных отличий уровня ДОФУК (М = 82; 69, 116 и М = 100;
91, 188, р > 0.05) и катаболического коэффициента ДОФУК/ДА (М = 0.79; 0.63, 1.58
и М = 1.0; 0.96, 0.41, р > 0.05) у крыс WАG/Rij по сравнению с крысами Вистар, не-
смотря на тенденцию к снижению, не выявлено.

Результаты ПЦР демонстрируют в гипоталамусе у крыс линии WАG/Rij отсут-
ствие отличий в уровне мРНК Д1 и более низкий (на 40%, р < 0.05) уровень мРНК
Д2-рецепторов дофамина по сравнению с крысами Вистар (рис. 1b). Полученные
данные свидетельствуют о том, что у крыс линии WАG/Rij в гипоталамусе наблю-
дается снижение активности дофаминергической системы по сравнению с крыса-
ми Вистар.

Рис. 1. Aнaлиз экспрессии генов в гипотaлaмусе крысы КМ (a) и Wag/Rij (b) по сравнению с крысами
Wistar соответствующего возраста. Обознaчения: гены, кодирующие препро-орексин (рOx), орексино-
вый рецептор 1 и 2 (Ox1r и Ox2r), дофаминовые рецепторы 1 и 2 (D1r и D2r); * – достоверность отличий
(р < 0.05) от соответствующей группы Wistar. Результaты предстaвлены в условных единицaх (arbitrary
units – a.u.).
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ных единицaх (arbitrary units – a.u.). * – достоверность отличий (р < 0.05). Мaсштaб 100 мкм.
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Результаты ПЦР демонстрируют в гипоталамусе у крыс WАG/Rij по сравнению
с крысами Вистар более высокий уровень мРНК препро-орексина (в 1.5 раза, р < 0.05)
и OX2R (в 2.7 раз, р < 0.05), а изменение уровня мРНК OX1R (увеличение на 45%)
не было статистически достоверным (рис. 1b). В области префронтальной коры
больших полушарий не выявлено достоверных отличий в уровне мРНК OX1R меж-
ду крысами WАG/Rij (0.77 ± 0.13 у. е.) и Вистар (1.0 ± 0.08 у. е.). Однако в этой об-
ласти у крыс WАG/Rij выявлено уменьшение (более низкий уровень) уровня преп-
ро-орексина (на 65%, р < 0.05) и OX2R (на 69%, р < 0.05) по сравнению с крысами
Вистар.

Анализ препаратов мозга крыс WАG/Rij свидетельствует о более интенсивной
реакции к орексину-А в нейронах перифорникальной области гипоталамуса по
сравнению с крысами Вистар (рис. 3a, b). Количественный анализ выявил у крыс
WАG/Rij увеличение оптической плотности орексина-А в телах нейронов на 40%
(М = 0.60; 0.55, 0.69, р < 0.05) по сравнению с крысами Вистар (М = 0.43; 0.41, 0.44,
рис. 3с).

Таким образом, в гипоталамусе у крыс WАG/Rij на фоне снижения уровня до-
фамина и экспрессии гена, кодирующего рецепторы Д2, наблюдается увеличение
экспрессии генов, кодирующих препро-орексин и OX2R, а также увеличение уров-
ня белка орексина-А в нейронах перифорникальной области.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании был проведен анализ орексинергической системы
гипоталамуса у крыс, генетически предрасположенных к эпилептической активно-
сти различного генезиса: аудиогенной эпилепсии (крысы линии КМ), которая сопро-
вождается развитием судорог, и абсансной эпилепсией (крысы линии WAG/Rij). Ис-
пользованные линии животных рассматривались нами как модели дисбаланса мо-
ноаминов в структурах головного мозга [39, 40, 43]. Полученные нами данные с
помощью методов ВЭЖХ и ПЦР подтверждают изменение активности дофами-
нергической системы в гипоталамусе, однако направленность этих изменений у
исследованных животных была различной.

У крыс КМ в гипоталамусе отмечается активация дофаминергической системы,
что выражается в повышенном уровне дофамина и его метаболита ДОФУК, мень-
шим значением метаболического коэффициента. Выявлены более высокие уровни

Рис. 3. Иммуногистохимическaя реaкция к орексину-A в перифорникaльной облaсти гипотaлaмусa
крысы Wistar (a) и Wag/Rij (b) и количественный анализ оптической плотности орексина-А в нейронах
(с). Бокс-плоты соответствуют 50% дaнных (от 25 до 75%), чернaя точкa внутри боксa – медиaнa, линии
пределa – интерквaртильный рaзмaх. Результaты предстaвлены в условных единицaх (arbitrary units – a.u.).
* – достоверность отличий (р < 0.05). Мaсштaб 100 мкм.

а b

*

0.5
0.4
0.3

0.8
0.7
0.6

0.2
0.1

Wistar Wag/Rĳ

c

O
pt

ic
al

 d
en

si
ty

, a
.u

.



1518 МОРИНА и др.

мРНК Д1- (активирующих) и Д2- (тормозных) рецепторов дофамина, что может
быть связано как с повышенной чувствительностью структур гипоталамуса к дофа-
мину, так и быть направлено на уравновешивание его эффектов. У крыс WAG/Rij в
гипоталамусе, напротив, выявлен статистически достоверно меньший уровень до-
фамина, но достоверных отличий уровня ДОФУК и катаболического коэффици-
ента от соответствующих показателей у крыс Вистар не обнаружено. Это сопро-
вождалось отсутствием отличия в уровне мРНК Д1- и меньшим уровнем мРНК
Д2-рецепторов (p < 0.05), что может быть связано с повышенной чувствительно-
стью структур гипоталамуса к действию дофамина в условиях его дефицита по
сравнению с крысами Вистар.

Ранее у крыс WAG/Rij меньший уровень Д1-рецепторов дофамина был показан
в прилежащем ядре, дорзальном стриатуме, а также меньший уровень Д2-рецепто-
ров дофамина выявлен в моторной и соматосенсорной областях коры больших по-
лушарий, дорзальном стриатуме, гиппокампе [41]. В другом исследовании у крыс
WAG/Rij 6-месячного возраста в гипоталамусе не выявлено достоверных отличий
уровня дофамина и ДОФУК по сравнению с крысами Вистар, однако показано
статистически достоверно меньшее значение катаболического коэффициента.
В других структурах мозга (префронтальная кора, прилежащее ядро, стриатум) у
этих животных также выявлено меньшее значение уровня дофамина, однако его
уровень отличался в зависимости от возраста животных (36 дней, 3 и 6 мес.) [43].
Поэтому в настоящем исследовании нам было важно определить уровень дофами-
на и его метаболита у исследованных нами крыс.

У крыс КМ и WAG/Rij, несмотря на разные уровни дофамина в гипоталамусе,
результаты ПЦР и иммуногистохимии свидетельствуют о более высоком уровне экс-
прессии гена, кодирующего препро-орексин, так и уровня его белка орексина-А.
У крыс КМ повышенный уровень орексина не сопровождался изменением уровня
мРНК рецепторов орексина, что, по-видимому, указывает на то, что мишенями
орексинов при аудиогенной эпилепсии структуры гипоталамуса являются в мень-
шей степени, чем другие отделы мозга, куда приходят проекции орексинергиче-
ских нейронов, возможно структуры, вовлеченные в эпилептогенез. У крыс
WAG/Rij в гипоталамусе нами выявлен статистически достоверно повышенный
уровень мРНК OX2R и лишь тенденция к увеличению мРНК OX1R, что, по-види-
мому, свидетельствует об активном участии орексинов в регуляции структур гипо-
таламуса при данной патологии. При этом в префронтальной коре у крыс WAG/Rij
в отличие от гипоталамуса, напротив, выявлен меньший уровня мРНК препро-
орексина и OX2R, а результаты, полученные другими авторами [43], демонстриру-
ют уменьшение уровня дофамина в этой структуре мозга.

Известно, что дофамин может оказывать прямое влияние на орексинергические
нейроны гипоталамуса: Д1- и Д2-рецепторы дофамина выявлены непосредственно
в телах орексин-иммунопозитивных нейронов [18]. Однако следует отметить, что
характер действия дофамина на орексинергические нейроны определяется способ-
ностью дофаминовых рецепторов образовывать Д1/Д2 гетеродимерные комплексы
[18]. Полученные нами данные свидетельствуют о том, что активация орексинер-
гической системы гипоталамуса наблюдается при изменении биосинтеза дофами-
на независимо от его увеличения или снижения.

Интересно отметить тот факт, что одной из общепризнанных функций орекси-
нов является их участие в регуляции цикла бодрствование–сон [48, 49]. Ранее было
показано, что структура цикла бодрствование–сон как у крыс КМ [50], так и крыс
WAG/Rij [51] существенно не отличается от таковой у крыс Вистар. Таким обра-
зом, повышение уровня орексина у этих животных может быть связано с другими
функциями этого белка в мозге.
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Экспрессия рецепторов орексинов выявлена в структурах мозга, вовлеченных в
инициацию и распространение эпилептиформной активности [10, 52]. Так, увели-
чение количествa орексин-иммунопозитивных нейронов показано при эпилепсии
[53], что дало основание предполагать участие орексинов в эпилептогенезе. В свя-
зи с этим появились исследования, демонстрирующие применение антагонистов
орексиновых рецепторов в качестве терапевтических и противосудорожных препа-
ратов [54–57]. Уменьшение судорог показано после введения aнтaгонистов орек-
синовых рецепторов в гиппокaмп [58].

Гипоталамус – важнейший отдел мозга, вовлеченный в регуляцию адаптивных
реакций организма. Различные формы эпилепсии являются неврологическими
рaсстройствами, рaзвитие которых может быть следствием энергетического кри-
зисa в нейронaх мозгa и рaзвития в них гипометaболизмa [59–61]. Поскольку орек-
сины вовлечены в регуляцию энергетического бaлaнсa, то их aктивaция при эпи-
лепсии рaзличного генезисa может рaссмaтривaться и кaк мехaнизм компенсации,
нaпрaвленный нa поддержание энергетического бaлaнсa в нейронaх.

Изменение метaболических процессов в нейронaх мозга, повреждение их струк-
тур, их дегенерaция и гибель отмечaется после эпилептических припaдков, в
чaстности в пилокaрпиновой модели эпилепсии [53, 62, 63]. В то же время высказы-
вается гипотезa, предполагающая, что наблюдавшаяся при височной эпилепсии ре-
оргaнизaция слоев гиппокaмпa является результaтом дифференцировки популяции
новых пирaмидных клеток, a не ремоделировaнием зрелых нейронов [64]. В контек-
сте этой гипотезы орексины могут являться непосредственными учaстникaми
рaзвития эпилепсии, поскольку известна их роль в нейроногенезе клеток гип-
покaмпa [65–67]. Однако нейрохимические и молекулярные основы участия орек-
синов в патогенезе различных форм эпилепсии не изучены. В связи с этим пред-
ставленные нами данные об увеличении уровня орексина в гипоталамусе при
аудиогенной и абсансной эпилепсии может свидетельствовать о его роли в адап-
тивных реакциях организма при данных патологиях.
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Analysis of the Orexinergic System of the Hypothalamus in Rats with Various Forms 
of Genetically Due to Epilepsy

I. Yu. Morinaa, A. L. Mikhrinaa, E. V. Mikhailovaa, S. I. Vataeva,
Z. R. Hismatullinab, and I. V. Romanovaa, *

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
St. Petersburg, Russia

bBashkir State University, Ufa, Russia
*e-mail: irinaromanova@mail.ru

The hypothalamus was studied in mature males of two lines of rats with a genetic predis-
position to various forms of epileptic activity was carried out: the Krushinsky-Molodki-
na (KM) with audiogenic convulsive activity and the WAG/Rij with absence epilepsy.
The PCR results demonstrated an increased level of D1 and D2 mRNA of dopamine re-
ceptors in KM rats; in WAG/Rij rats no differences in the expression level of D1-recep-
tors were found, but a significantly lower level of D2-receptor mRNA was shown com-
pared to Wistar rats. In KM and WAG/Rij rats a higher level of prepro-orexin mRNA
and orexin-A protein was found in the perifornical area neurons. In KM rats no differ-
ences were found in the level of orexin receptors expression and in WAG/Rij rats, the
level of OX2R mRNA was higher than in Wistar rats. The data obtained are discussed in
connection with the participation of the brain orexinergic system in the regulation of the
dopaminergic system and the energy balance of the body during epileptic activity, as well
as the likely function of orexins as adaptation factors in pathological conditions.

Keywords: hypothalamus, orexin, orexin receptors, dopamine, dopamine receptors, au-
diogenic and absence epilepsy
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Углеродные нанотрубки (УНТ) очень перспективны для использования в разных
областях деятельности человека, в том числе и в медицине, но могут оказывать
негативное воздействие на организм, в частности на нервную систему. УНТ в
больших дозах в экспериментах на животных часто вызывают тревожно-депрес-
сивные расстройства. Влияние малых доз УНТ на поведение животных мало изу-
чено. В настоящей работе исследовали показатели поведения в тестах на тревож-
ность у крыс, которым интраназально ежедневно в течение 4 дней вводили
взвесь однослойных углеродных нанотрубок (ОСУНТ) в небольших дозах – 5.2
или 52 мкг/кг. Оказалось, что обе дозы ОСУНТ однонаправленно изменяли сле-
дующие показатели поведения у крыс: в тесте “открытое поле” снижалась иссле-
довательская активность (стойки), в тесте “свет–темнота” увеличивались ла-
тентный период захода в темный отсек и выглядывания из него, в тесте “припод-
нятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) активировалось поведение в открытом
рукаве. Однако, если доза 5.2 мкг/кг вызывала у крыс поведение с признаками
ажитации (в тестах “свет–темнота” и ПКЛ усиление исследовательской актив-
ности, а в тесте ПКЛ и двигательной активности при частых посещениях разных
отсеков лабиринта), то доза 52 мкг/кг, наоборот, тормозила ряд поведенческих
реакций, что выражалось в усилении тревожности (увеличение показателей за-
мирания в открытом поле и ПКЛ) и увеличении латентного периода входа в за-
крытый рукав ПКЛ. Предполагается, что разные небольшие дозы ОСУНТ, попа-
дая при интраназальном введении в мозг крыс, могут неодинаково нарушать
структурно-функциональное состояние клеток нервной ткани и/или вызывать
нейровоспаление в структурах, задействованных в механизмах тревожности и
сопутствующих состояний, в результате чего по-разному изменяется и поведе-
ние крыс в тестах на тревожность.
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зальное введение, поведение крыс, тест “открытое поле”, тест “свет–темнота”,
тест “приподнятый крестообразный лабиринт”
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В настоящее время отмечается бурный рост производства углеродных нанотру-
бок (УНТ), которые, обладая уникальными свойствами – значительно повышен-
ными электро- и теплопроводностью, прочностью, гибкостью и другими, востре-
бованы в самых различных областях деятельности человека и очень перспективны
для медицины. В экспериментальных работах in vivo и in vitro было показано, что
УНТ могут быть использованы для адресной доставки лекарств и биологически-
активных веществ для диагностики и лечения опухолевых процессов, для регене-
рации тканей, для усиления механических свойств имплантатов [1, 2]. Они могут
применяться для создания биосенсорных систем [3], а также быть задействованы в
генной терапии и тканевой инженерии. В нейромедицине на УНТ возлагают на-
дежды для лечения опухолей мозга и нейродегенеративных заболеваний [4, 5]. На-
нотрубки можно использовать как основу для роста нервных волокон при повре-
ждениях мозга. В их присутствии ускоряется рост и дифференцировка нейральных
стволовых клеток [6]. В области инсульта мозга в присутствии гидрофобных УНТ
улучшается дифференцировка трансплантированных прогениторов из субвентри-
кулярной зоны [7]. УНТ бывают однослойные и многослойные. В России особое
внимание уделяют производству однослойных углеродных нанотрубок (ОСУНТ) [8].
Однако вместе с развитием производства углеродных нанотрубок возрастает воз-
можность их негативного воздействия на здоровье человека и среду его обитания.
В группы риска попадают не только работники, задействованные в производстве
УНТ, и население, проживающее недалеко от таких производств, но и потребители
продукции, содержащей УНТ. Токсичное влияние УНТ на организм животных ак-
тивно исследуется, данные противоречивы, и неполная ясность в этом вопросе
тормозит использование УНТ в медицинской практике. Из обстоятельного обзора
по токсичности ОСУНТ у лабораторных животных известно, что у грызунов при
ингаляциях, глоточной аспирации и интратрахеальном введении ОСУНТ наиболь-
шее токсическое воздействие оказывается на легкие и, как следствие, приводит к
сердечно-сосудистым заболеваниям. При инъекциях они проникают в разные ор-
ганы и ткани, в том числе и мозг, задерживаются в легких, селезенке и печени и
выводятся через почки и желчные протоки. Предполагается, что при пероральном
введении ОСУНТ всасываются из желудочно-кишечного тракта в кровоток у крыс
и мышей [9]. При однократном интратрахеальном введении коротких и длинных
ОСУНТ в больших дозах (0.2–1 мг/кг) у крыс были обнаружены патологические
изменения в легких даже через 104 нед. [10]. Многочисленные токсические эффек-
ты на плаценту и потомство были обнаружены при введении УНТ беременным
самкам мышей [11]. На модельном объекте (пекарские дрожжи – Saccharomyces cer-
evisiae) было показано, что ОСУНТ могут прямо или путем эндоцитоза проникать в
клетки и распространяться в цитоплазме, везикулах, лизосомах и клеточных ядрах.
Кроме того, ОСУНТ (188.2 и 376.4 мг/л) могут вызывать апоптоз в клетках дрож-
жей, в активации которого участвует окислительный стресс [12].

Особое внимание уделяется нейротоксичности наноматериалов [13]. Так, в экс-
периментах in vitro и in vivo показано, что под действием УНТ в больших дозах мо-
гут развиваться нейродегенеративные процессы, тормозиться клеточная пролифе-
рация, усиливаться апоптоз, развиваться оксидативный стресс, снижаться мем-
бранный потенциал митохондрий, усиливаться перекисное окисление липидов,
подавляться функции астроцитов, нарушаться поведенческие реакции [14]. Дан-
ные о поведении животных под действием УНТ немногочисленны и противоречивы.
Так, длительное пероральное введение крысам разных доз (0.01; 0.1; 1 и 10 мг/кг)
многослойных углеродных нанотрубок (МСУНТ) приводило к снижению массы
тимуса и увеличению массы головного мозга и надпочечников, но не влияло на
уровень тревожности и когнитивные показатели при выработке условного рефлекса
пассивного избегания [15]. В другой работе при получении МСУНТ (в дозе 500 мг/кг) с
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пищей у крыс показана динамика увеличения тревожности и снижения исследова-
тельской активности в тесте “открытое поле” [16]. Усиление тревожно-депрессив-
ного поведения было показано и у детенышей при внутрибрюшинном введении
разных доз (1–10 мг/кг) МСУНТ и ОСУНТ беременным мышам [17, 18]. Внутри-
брюшинные инъекции МСУНТ и ОСУНТ в дозах 80 и 800 мг/кг также приводили
к тревожно-депрессивному поведению взрослых мышей [19]. Нейротоксичность,
главным образом, была продемонстрирована при использовании больших доз
УНТ. Как влияют небольшие дозы УНТ на поведение животных, мало изучено.
Появилась работа, в которой МСУНТ вводили мышам однократно в малых дозах –
20 мкг при фарингеальной аспирации и 0.2 мкг внутривенно. Было показано, что
через 24 ч в открытом поле при интрафаренгиальной аспирации у мышей развива-
лось эмоциональное напряжение и ослабление ориентировочно-исследователь-
ских реакций, тогда как при внутривенном введении, наоборот, повышалась дви-
гательная и исследовательская активность [20].

Интраназальное введение низкомолекулярных веществ и различных частиц, в
том числе и наноматериалов считают наиболее эффективным путем для их достав-
ки в мозг через обонятельную луковицу со слабым гематоэнцефалическим барье-
ром [21, 22]. Есть надежда успешно доставлять в мозг лекарственные пептиды с по-
мощью нанотрубок [23]. Ранее мы показали, что однократное интраназальное вве-
дение крысам взвеси ОСУНТ в малой дозе (4 мкг/кг) через сутки приводило к
угнетению продукции мРНК большинства цитокинов в селезенке, а также к сни-
жению суммарной активности транскрипции цитокинов в селезенке и мозге, то
есть оказывало иммуносупрессивный эффект. При этом наблюдалось усиление
экспрессии раннего гена c-fos в обонятельной луковице и тесно связанной с ней
пириформной области неокортекса, то есть происходила активация этих структур
мозга [24]. Мы предположили, что ОСУНТ в небольших дозах при интраназальном
введении могут частично проникать в клетки мозга и, благодаря своим уникаль-
ным свойствам (сверхпрочности, повышенными электро- и теплопроводности)
нарушать их структурно-функциональную целостность, что может привести к ней-
родегенеративным процессам и нейровоспалению и, как следствие, к изменению
поведения животных. Поэтому в данном исследовании было решено использовать
две небольшие дозы ОСУНТ для проверки влияния их непродолжительного интра-
назального введения на поведение крыс в тестах на тревожность.

Задача настоящей работы состояла в сравнительном анализе показателей пове-
дения крыс в тестах на тревожность – “открытое поле”, “свет–темнота”, “припод-
нятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) – при непродолжительном интраназаль-
ном введении ОСУНТ в двух небольших дозах (5.2 или 52 мкг/кг).

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа проведена на 25 крысах-самцах Вистар с массой тела 230–280 г. Живот-
ные были разделены на 3 группы. Крысам двух экспериментальных групп по раз-
работанной нами ранее методике [24] вводили интраназально один раз в день
(в течение 4 дней) по 100 мкл взвеси двух доз ОСУНТ – 5.2 мкг/кг (доза 1) или
52 мкг/кг (доза 2) в физиологическом растворе (ФР) (группы ОСУНТ-1, n = 9 и
ОСУНТ-2, n = 8 соответственно). Контролем служили крысы, которым аналогич-
но раз в день (в течение 4 дней) интраназально вводили по 100 мкл ФР (группа
Контроль, n = 8).

В настоящем исследовании была использована паста к-ОСУНТ-90А (производ-
ство “Углерод ООО Чг”), любезно предоставленная А.В. Крестининым (Институт
проблем химической физики РАН, Черноголовка, Россия). Эту пасту мы исполь-
зовали и в предыдущей работе, где подробно описаны ее характеристики [24]. Про-



1528 ЛОСЕВА и др.

центное содержание ОСУНТ (диаметр – 1.4–1.6 нм, длина – 0.5–1.5 мкм) в твер-
дой фазе в пасте составляло более 90%. После автоклавирования при 1 атм и 120°C
в течение 30 мин из 1 г пасты была приготовлена 1%-ная взвесь ОСУНТ в 100 мл
физиологического раствора (ФР) (0.9%-ный NaCl), которую затем разводили в
1000 раз (для получения дозы 1) или в 100 раз (для получения дозы 2). Для одно-
кратного введения использовали по 100 мкл каждого раствора, что в перерасчете на
массу тела крыс составляло 5.2 или 52 мкг/кг соответственно.

Для исследования показателей поведения всех крыс оценивали в общепринятых
в мировой практике тестах на тревожность – “открытое поле”, “свет–темнота”,
“приподнятый крестообразный лабиринт” (ПКЛ) [25]. Для регистрации показате-
лей поведения во всех тестах использовали компьютерную программу RealTimer,
разработанную ООО “НПК Открытая Наука” (Россия). Тест “открытое поле” вы-
полняли через сутки после 1-го введения препаратов (ОСУНТ в обеих дозах или
ФР), тест “свет–темнота” – через сутки после 3-го, а тест ПКЛ – через сутки после
4-го введения препаратов. То есть, препараты вводили непродолжительно в тече-
ние всех поведенческих экспериментов. Более продолжительное интраназальное
введение ОСУНТ и оценка его влияния на поведение животных планируется нами
в будущем. Особенности использованных поведенческих установок подробно опи-
саны нами ранее [26]. Тест в каждой установке проводили в течение 5 мин для каж-
дой крысы.

Для проведения теста “открытое поле” использовали квадратную камеру (100 × 100 см),
пол которой разделен на 25 квадратов (20 × 20 см) – 1 центральный, 8 медиальных,
14 периферических, а высота стенок составляла 40 см. Крыс сажали на периферию
открытого поля боком к стенке камеры. Определяли латентные периоды (с) выхода
в центральный квадрат и медиальную зону, число пересеченных центрального, ме-
диальных и периферических квадратов, а также общее число пересеченных квадра-
тов. Кроме того, подсчитывали число актов, общую продолжительность (с) и
среднюю продолжительность (с) стоек, груминга (умываний и чесаний отдельно)
и принюхивания, число периодов неподвижности и замираний (подавление всех
движений, кроме дыхательных), а также их общую и среднюю продолжитель-
ность (с). Полагают, что чем больше выходов в медиальные и центральный квадра-
ты и продолжительность нахождения в них, тем меньше выражена тревожность, и
наоборот.

Для выполнения теста “свет–темнота” использовали стандартную установку,
состоящую из светлого и темного отсеков с отверстием в перегородке. Животных
сажали в светлый отсек (СО) камеры хвостом к отверстию. Определяли латентные
периоды (с) входа в темный отсек (ТО) и выхода в СО, первого выглядывания и
вытягивания из ТО; число выходов в СО, продолжительность (с) пребывания в СО
при выходах из ТО. Также оценивали число, общую и среднюю продолжитель-
ность (с) актов груминга, выглядывания (только весь нос и часть головы или голо-
ва) и вытягивания (задние лапы в ТО, голова и передние лапы в СО) из ТО. Кроме
того, измеряли число, общую и среднюю продолжительность (с) стоек с опорой и
без опоры, всех стоек, а также стоек до первого захода в ТО и при выходах из него в
СО. Кроме того, определяли число болюсов в ТО и СО. Считается, что чем больше
времени крыса находится в светлом отсеке камеры и выглядывает из темного отсе-
ка, тем меньше уровень тревожности.

Для проведения теста ПКЛ использовали установку “Приподнятый крестооб-
разный лабиринт” (НПК Открытая Наука, Россия). Крыс помещали в центр камеры
боками к закрытым рукавам (ЗР). Регистрировали латентный период (с) первого
захода в ЗР и латентный период (с) первого выхода в открытый рукав (ОР). Каж-
дый рукав делили на 3 квадрата – ближний, средний и дальний от центра лабирин-
та. Регистрировали число разных пересеченных квадратов в ОР и ЗР, число и время (с)
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посещений центральной зоны, число заходов в ЗР и выходов в ОР, а также общую
и среднюю продолжительность (с) пребывания в них. Кроме того, определяли чис-
ло актов, общую и среднюю продолжительность (с) стоек, груминга (умываний и
чесаний отдельно), принюхивания, выглядывания из ЗР (только весь нос и часть
головы или голова), вытягивания (задние лапы в ЗР, голова и передние лапы в цен-
тре или в ОР), свешивания с ОР. Также оценивали число периодов, общее и сред-
нее время (с) замирания и неподвижности. Кроме того, определяли число болюсов
в разных отсеках ПКЛ – ЗР, ОР и центре. Принято считать, что чем больше време-
ни крыса проводит в открытом рукаве и выглядывает из закрытого рукава, тем она
менее тревожна (если не увеличена общая двигательная активность).

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принци-
пам Базельской декларации и рекомендациям биоэтического комитета ИВНД и
НФ РАН (протокол № 3 от 10.07.2020 г.).

Для проверки выборок показателей поведения на нормальность распределения
был проведен анализ Колмогорова–Смирнова. Поскольку большинство выборок
не имело нормального распределения, статистический анализ показателей поведе-
ния во всех тестах был проведен с помощью непараметрического критерия Краске-
ла–Уоллиса для нескольких независимых переменных (альтернатива однофактор-
ного межгруппового ANOVA) с последующим сравнением по критерию Манна–
Уитни, используя программу STATISTICA 7.0. Различия считали статистически
значимыми при p < 0.05 и на уровне статистической тенденции при p < 0.1. По кри-
терию Манна–Уитни проверяли межгрупповые отличия только по тем показате-
лям, в которых были выявлены статистически значимые или в виде тенденции от-
личия по критерию Краскела–Уоллиса.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В тесте “открытое поле” дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса выявил ста-
тистически значимые или в виде тенденции отличия между тремя группами крыс
по числу стоек (H (2.25) = 5.73, p = 0.06), их общей и средней продолжительности
(с) (H (2.25) = 7.85, p = 0.02 и H (2.25) = 5.11, p = 0.08 соответственно); по числу за-
мираний (H (2.25) = 5.49, p = 0.06), их общей и средней продолжительности (с)
(H (2.25) = 8.46, p = 0.01 и H (2.25) = 10.87, p = 0.01 соответственно); по общей и
средней продолжительности (с) умываний (H (2.25) = 5.96, p = 0.05 и H (2.25) = 4.67,
p = 0.09 соответственно). Сравнение групп по критерию Манна–Уитни проводили
только по этим показателям. Результаты этого анализа представлены на рис. 1.

Было обнаружено, что в тесте “открытое поле” число стоек уменьшалось только
в группе ОСУНТ-2 (р = 0.03), а общее время стоек и средняя продолжительность
акта стойки уменьшались в обеих группах – ОСУНТ-1 (р = 0.02 и р = 0.06 соответ-
ственно) и ОСУНТ-2 (р = 0.01 и р = 0.04 соответственно). По показателям груминга
снижалось общее время умывания только в группе ОСУНТ-1 (р = 0.1). Остальные
показатели груминга в обеих группах не изменялись. Число замираний снижалось
в группе ОСУНТ-1 (р = 0.09), а общая и средняя их продолжительность возрастала
в группе ОСУНТ-2 (р = 0.07 и р = 0.01 соответственно).

Таким образом, в тесте “открытое поле” в группе ОСУНТ-1, по сравнению с
контролем, уменьшались общая и средняя продолжительность стоек, длительность
умываний и число замираний. В группе ОСУНТ-2 уменьшались число, общая и
средняя продолжительность стоек, и увеличивались общая и средняя продолжи-
тельность акта замирания. То есть группы, получавшие разные дозы ОСУНТ, от-
личались от контроля по-разному. При этом у группы ОСУНТ-2, по сравнению с
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Рис. 1. Сравнение некоторых показателей поведения у групп крыс Контроль, ОСУНТ-1 и ОСУНТ-2 в
тесте “открытое поле”.
Показатели поведенческих реакций: стоек (Rears), умываний (Grooming, washing) и замираний (Freez-
ing), по которым выявлены статистически значимые (p < 0.05) или в виде тенденции (p < 0.1) различия
между группами крыс по критерию Краскела–Уоллиса. Группы крыс: 1 – Контроль (n = 8), 2 –
ОСУНТ-1 (n = 9). 3 – ОСУНТ-2 (n = 8). Описание групп дано в разделе “Методика исследования”.
(а) Число стоек, умываний и замираний. (b) Общая продолжительность тех же событий, с. (с) Средняя
продолжительность тех же событий, с. Данные представлены в mean ± SEM. ** – p < 0.01 и * – p < 0.05 –
различия статистически значимы или *t – p < 0.1 – на уровне статистической тенденции по сравнению с
группой Контроль; ^^ – p < 0.01, ^ – p < 0.05 – различия статистически значимы или ^t – p < 0.1 на уров-
не тенденции по сравнению с группой ОСУНТ-1. Критерий Манна–Уитни.
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группой ОСУНТ-1, было меньше число стоек (р = 0.08), но больше число (р = 0.09),
общая (р = 0.04) и средняя (р = 0.01) продолжительность замираний.

То есть группа ОСУНТ-2 демонстрировала в открытом поле более тревожное
поведение по сравнению с контролем (больше общая и средняя продолжитель-
ность замираний) и с группой ОСУНТ-1 (больше все показатели замираний).
В группе ОСУНТ-1 число замираний и длительность умываний, по сравнению с
контролем, снижались, следовательно по этим признакам тревожность была мень-
ше. В то же время, вертикальная исследовательская активность (показатели стоек)
уменьшалась на фоне обеих доз ОСУНТ, но в группе ОСУНТ-2 в большей степени,
чем в группе ОСУНТ-1.

В тесте “свет–темнота” дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса выявил ста-
тистически значимые или в виде тенденции отличия между группами Контроль,
ОСУНТ-1 и ОСУНТ-2 по числу стоек до первого входа в темный отсек (ТО)
(H (2.25) = 6.52, p = 0.04) и их средней продолжительности (с) (H (2.25) = 4.88, p =
= 0.09); по числу выглядываний из ТО (H (2.25) = 4.94, p = 0.09); по латентным пери-
одам (с) входа в ТО (H (2.25) = 8.49, p = 0.01) и выглядывания из ТО (H (2.25) = 6.95,
p = 0.03). Сравнение групп по критерию Манна–Уитни проводили только по этим
показателям. Результаты этого анализа представлены на рис. 2.

В тесте “свет–темнота” по сравнению с контролем, в группах ОСУНТ-1 и
ОСУНТ-2 увеличивались латентные периоды первого входа в ТО (р = 0.04 и р = 0.05
соответственно) и выглядываний из него (р = 0.05 и р = 0.05 соответственно) (рис. 2a).
При этом в группе ОСУНТ-1 увеличивалось число стоек до первого входа в ТО
(р = 0.05). Группа ОСУНТ-2, по сравнению с группой ОСУНТ-1, меньшее количе-
ство раз выглядывала из ТО (p = 0.08) (рис. 2b). По остальным показателям значи-
мых различий между группами не обнаружено. Однако следует отметить, что толь-
ко по критерию Манна–Уитни средняя продолжительность периода нахождения в
ТО была меньше в группе ОСУНТ-1, по сравнению с группой Контроль (р = 0.04) и
больше в группе ОСУНТ-2, по сравнению с группой ОСУНТ-1 (р = 0.08).

Итак, после помещения в камеру “свет–темнота” обе группы крыс, получавших
ОСУНТ, долго не заходили в темный отсек, а группа ОСУНТ-1 (но не ОСУНТ-2)
еще и делала при этом много стоек, демонстрируя повышенную вертикальную ис-
следовательскую активность, а также у нее был меньше средний период посещения
ТО. Обе группы дольше, чем в контроле, в первый раз не выглядывали из ТО, а
группа ОСУНТ-2 еще и меньше раз выглядывала из ТО. То есть, обе эксперимен-
тальные группы крыс, наряду с повышенной активностью в СО, которая проявля-
лась в большей степени в группе ОСУНТ-1, демонстрировали тревожное поведе-
ние в ТО, которое проявлялось в большей степени в группе ОСУНТ-2.

Для теста ПКЛ результаты сравнения по критерию Манна–Уитни тех показате-
лей поведения, которые по критерию Краскела–Уоллиса показали статистически
значимые или в виде тенденции различия между группами Контроль, ОСУНТ-1 и
ОСУНТ-2, представлены в табл. 1. Далее проанализированы межгрупповые срав-
нения этих показателей по критерию Манна–Уитни. Оказалось, что в группе
ОСУНТ-1, по сравнению с контролем, увеличивалось число посещений центра, но
уменьшалось среднее время пребывания в нем, увеличивалось число заходов в ЗР и
выходов в ОР. В группе ОСУНТ-2, по сравнению с контролем, не изменялось чис-
ло посещений центра и ЗР, а в ОР этот показатель увеличивался. При этом общая
продолжительность пребывания увеличивалась в ОР, а среднее время пребывания
уменьшалось в центре и увеличивалось в ОР. Латентные периоды первого посеще-
ния ОР уменьшались в обеих группах с ОСУНТ, но в группе ОСУНТ-2 это уменьше-
ние было выражено гораздо в большей степени (ОСУНТ-1 – р = 0.06, ОСУНТ-2 –
р = 0.01). При этом латентный период первого посещения ЗР был значительно уве-
личен только в группе ОСУНТ-2. При определении двигательной активности в
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ПКЛ было обнаружено больше пересечений центральной зоны и ближних квадра-
тов в ОР только у группы ОСУНТ-1. В группе ОСУНТ-2 эти показатели, по сравне-
нию с контролем, не изменялись. В группах ОСУНТ-1 и ОСУНТ-2, по сравнению
с контролем, была увеличена средняя продолжительность стоек. При этом у крыс
из группы ОСУНТ-2 увеличивались число и общая продолжительность замира-
ний, а увеличение среднего времени акта замирания приблизилось к уровню ста-
тистической тенденции (р = 0.11).

При сравнении групп, получавших ОСУНТ, оказалось, что группа ОСУНТ-2
меньше раз и времени посещала центр, и меньше раз посещала ЗР, чем группа

Рис. 2. Анализ некоторых показателей поведения у групп крыс Контроль, ОСУНТ-1 и ОСУНТ-2 в тесте
“свет–темнота”.
Показатели поведения, по которым обнаружены статистически значимые (p < 0.05) или в виде тенден-
ции (p < 0.1) различия между группами крыс по критерию Краскела–Уоллиса. Группы крыс: 1 – Кон-
троль (n = 8), 2 – ОСУНТ-1 (n = 9), 3 – ОСУНТ-2 (n = 8). Описание групп дано в разделе “Методика ис-
следования”. (а) Латентные периоды событий – первого входа в темный отсек (ТО) и первого выгляды-
вания из ТО, с. (b) Число событий – стоек до первого входа в ТО и выглядываний из ТО. Описание
групп дано в разделе “Методика”. Данные представлены в mean ± SEM. * – p < 0.05 – различия стати-
стически значимы по сравнению с группой Контроль; ^t – p < 0.1 различия на уровне статистической
тенденции по сравнению с группой ОСУНТ-1. Критерий Манна–Уитни.
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ОСУНТ-1. Суммы пересечений квадратов в ЗР и пересечений всех квадратов
(в ОР, ЗР и центре) по критерию Манна–Уитни, р = 0.08 у группы ОСУНТ-2 были
меньшими, чем в группе ОСУНТ-1. Кроме того, в группе ОСУНТ-2 были больши-
ми общее и среднее время замираний, а увеличение числа замираний приблизи-
лось к уровню тенденции (р = 0.11).

Таким образом, группа ОСУНТ-1 демонстрировала повышенную активность в
тесте ПКЛ, что выражалось в частом посещении всех рукавов камеры и централь-
ной зоны, в повышенной двигательной и вертикальной исследовательской актив-
ности. В противоположность этому, в группе ОСУНТ-2 наблюдалась активность,
характеризующаяся уменьшением нахождения в центре, но увеличением показате-
лей пребывания в ОР, увеличением всех показателей замираний, при этом латент-
ный период выхода в ОР был очень мал, а первого посещения ЗР очень велик, по
сравнению с контролем и группой ОСУНТ-1. То есть, животные группы ОСУНТ-2
после помещения в центр сразу же выходили в СО и долго не заходили в ТО. Сово-
купность показателей поведения в группе ОСУНТ-2 может свидетельствовать не
только об увеличении тревожно-подобного поведения у крыс, но и о торможении
их способности адекватно оценить обстановку в ПКЛ, и соответственно снижении
скорости принятия решения быстро спрятаться в ТО от света, как обычно поступа-
ют животные контрольной группы.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, наше предположение о нарушении поведения крыс в тестах на
тревожность под действием непродолжительного интраназального введения
ОСУНТ в небольших дозах подтвердилось. Однако изменения показателей поведе-
ния под влиянием ОСУНТ в дозах 1 (5.2 мкг/кг) и 2 (52 мкг/кг) были большей ча-
стью не одинаковы.

Так, в группе ОСУНТ-1, которой вводили интраназально ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг,
при сравнении с контролем, по показателям груминга и замираний снижалась тре-
вожность, а по показателям стоек уменьшалась исследовательская активность в те-
сте “открытое поле”. В тестах “свет–темнота” и ПКЛ наблюдали также усиление
исследовательской и двигательной активности, а в тесте ПКЛ еще и частые пере-
бежки из одного отсека в другой. При этом животные больше времени, чем в кон-
троле, проводили в светлых отсеках камер “свет–темнота” и ПКЛ, что может ука-
зывать на снижение тревожности (анксиолитический эффект) [27]. Однако хоро-
шо известно, что анксиолитики не вызывают беспорядочную двигательную
активность, которая наблюдалась в группе ОСУНТ-1, а наоборот, снижают ее, по-
этому говорить об анксиолитическом действии ОСУНТ в данном случае не кор-
ректно. Вероятнее всего, в тесте ПКЛ у крыс, получавших 5.2 мкг/кг ОСУНТ в те-
чение 4 дней и демонстрирующих увеличение двигательной и исследовательской
активности, частые беспорядочные побежки в разные отсеки, длительное пребы-
вание в светлых отсеках, мы имеем дело с ажитацией, пространственной дезориен-
тацией и нерациональной поисковой активностью.

Для ориентации в пространстве важную роль играют несколько областей не-
окортекса (теменная, ретроспленальная и префронтальная), гиппокамп и некото-
рые другие структуры мозга. Механизмы дезориентации в пространстве активно
изучаются [28]. Известно, что ажитация может сопровождаться дисбалансом ос-
новных нейромедиаторных систем и чрезмерной активацией лимбико-ретикуляр-
ных структур мозга при недостаточности контроля коры [29]. Кроме того, при ажи-
тации у больных психозами изменяются уровни цитокинов в сыворотке крови [30],
что свидетельствует о важной роли иммунной системы в ее механизмах. Согласно
нашим предыдущим данным, при однократном интраназальном введении крысам
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взвеси ОСУНТ в сходной малой дозе (4 мкг/кг) через сутки наблюдалось усиление
экспрессии раннего гена c-fos в лимбических структурах – обонятельной луковице
и пириформной области неокортекса, свидетельствующее об их активации [24].
Кроме того, в той же работе было показано иммуносупрессивное влияние ОСУНТ
в дозе 0.4 мкг/кг через сутки после введения на экспрессию мРНК большинства
цитокинов (интерферонов α, β и γ, интерлейкинов 1β, 2, 5, 6, 8, 13, 17, фактора не-
кроза опухолей α) в селезенке, при этом в мозге снижалась суммарная экспрессия
генов цитокинов [24]. Можно предположить, что в настоящей работе у крыс, полу-
чавших ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг в течение 4 дней, также имели место активация
обонятельной луковицы, пириформной коры и снижение иммунного ответа, что
могло привести к ажитации некоторых поведенческих реакций у этой группы жи-
вотных. Не исключено, что при этом имел место и дисбаланс нейромедиаторных
систем мозга. Дальнейшие иммуногистохимические, иммунологические и биохи-
мические исследования влияния малых доз ОСУНТ на нервную и иммунную си-
стемы помогут разобраться в правомерности этих предположений.

При интраназальном введении большей дозы ОСУНТ (52 мкг/кг) крысы из
группы ОСУНТ-2, так же как из группы ОСУНТ-1, много времени проводили в
светлых помещениях камер “свет–темнота” и ПКЛ. Но в группе ОСУНТ-2 были
выявлены и другие изменения в структуре поведения, по сравнению с группой
ОСУНТ-1. Во всех тестах у этих крыс не повышалась двигательная и исследова-
тельская активность. Наоборот, в тесте “свет–темнота” были выражены признаки
тревожного поведения, а в тестах “открытое поле” и ПКЛ – тревожного и депрес-
сивного поведения. В тесте ПКЛ в группе ОСУНТ-2 также был очень длительный
латентный период захода в закрытый рукав и увеличивались, как и в тесте “откры-
тое поле”, показатели замираний. Это может свидетельствовать о том, что скорость
оценки обстановки и принятия адекватного решения у этих животных снизилась, а
тревожность усилилась. Возможно, они испытывали больший стресс в ПКЛ, чем
контрольные крысы. Мы предполагаем, что интраназальное введение ОСУНТ в
дозе 52 мкг/кг могло привести к нарушению целостности и функциональной ак-
тивности клеток в структурах мозга, ответственных за механизмы оценки обста-
новки и принятия решения, например, хабенулу [31], орбитофронтальную кору
[32, 33], стриатум [34]. При этом могло измениться и морфофункциональное со-
стояние стресс-реактивных структур [35].

Следует отметить, что на некоторые сходные по природе поведенческие реакции
в настоящей работе ОСУНТ оказывали разнонаправленное влияние в разных те-
стах. Например, в открытом поле все показатели стоек снижались на фоне обеих
доз ОСУНТ, однако в тесте “свет–темнота” число стоек до первого входа в темный
отсек увеличивалось на фоне ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг, а в тесте ПКЛ увеличива-
лась средняя продолжительность стоек на фоне обеих доз ОСУНТ. Такие разнона-
правленные изменения могут быть связаны с разными сроками проведения тестов
и с разными дозировками введенных к этим срокам ОСУНТ. Так, тест “открытое
поле” проводили через сутки после однократного введения ОСУНТ, а тесты
“свет–темнота” и ПКЛ, где направленность изменений этих показателей была
сходной – через сутки после трех- и четырехкратного введения ОСУНТ. Сходным
образом латентный период входа в темный отсек светло-темной камеры увеличи-
вался по сравнению с контролем, на фоне обеих доз ОСУНТ, а латентный период
входа в темный рукав ПКЛ увеличивался только на фоне ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг.
То есть, направленность изменений была сходна в обоих этих тестах, проведенных
с интервалом всего один день и на фоне ежедневного введения трех или четырех
порций обеих доз ОСУНТ. Из литературы известно, что комплексное исследование
поведения крыс в трех тестах на тревожность (“открытое поле”, “свет–темнота”,
ПКЛ) по множеству показателей позволяет достаточно полно дать оценку их эмо-
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циональному состоянию [25]. В этой работе все три установки были соединены
между собой, и все три теста проводили в течение 15 мин, последовательно по
5 мин на каждый тест, то есть условия проведения тестов были максимально уни-
фицированы. Возможно, использование в нашей работе такой модели позволило
бы избежать в разных тестах, проведенных одновременно, разнонаправленных из-
менений некоторых поведенческих реакций под влиянием интраназального введе-
ния, например, четырехкратно разных доз ОСУНТ.

Нарушения поведения, полученные в данной работе, возможно, связаны с тем,
что ОСУНТ могут оказывать на клетки мозга значительное воздействие. Так, обна-
ружено, что субстрат из ОСУНТ может поддерживать и стимулировать электриче-
скую активность в сетях культивируемых нейронов гиппокампа, соединяясь с ними
[36]. Это может быть связано со способностью ОСУНТ образовывать тесные кон-
такты с мембранами нейронов [37]. Возможно, что и в нашей работе электропро-
водность клеток мозга за счет соединившихся с ними ОСУНТ тоже могла увели-
читься. При этом мог нарушиться баланс возбуждения и торможения, необходи-
мый для адекватной работы нервной системы. Не исключено, что, благодаря
большой теплопроводности ОСУНТ, температура мозга в их присутствии также
может увеличиваться.

Известно, что УНТ могут проникать в клетки и клеточные органеллы – лизосо-
мы, митохондрии, ядра, механически нарушая целостность их мембран [38, 39].
В опытах на культуре клеток микроглии было показано, что МСУНТ дозозависимо
нарушают пролиферацию и миграцию микроглии, препятствуют фагоцитарной
активности этих клеток и вызывают их апоптоз [40]. Показано, что МСУНТ могут
вызывать в мозге нейровоспаление, сопровождающееся активацией астроцитов [41].

Предполагается, что в нашей работе ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг, попадая в мозг,
могут увеличивать его электрическую и тепловую проводимость. Это может быть
одной из причин повышенной активации поведенческих реакций в группе
ОСУНТ-1. Но количества ОСУНТ в этой дозе недостаточно, чтобы повредить зна-
чительное число клеток мозга. В то же время ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг, попадая в
мозг, могли не только изменить электро- и теплопроводность ткани, но и значи-
тельно повредить клетки мозга и вызвать в нем воспалительную реакцию, отсюда
выраженное тревожное поведение и снижение скорости адекватной оценки обста-
новки и принятия решения в группе ОСУНТ-2. Подтвердить или опровергнуть эти
предположения могут помочь дальнейшие морфофункциональные исследования
мозга крыс, получавших ОСУНТ в разных небольших дозах в течение разных ин-
тервалов времени.

Литературные данные свидетельствуют о том, что токсические эффекты нано-
трубок зависят от многих факторов – их размеров, склонности к агрегации, хими-
ческого состава поверхности, растворимости в воде, введенной дозы, способа вве-
дения и так далее [42, 43]. Например, чем лучше дисперсированы УНТ и меньше их
размеры, тем менее проявляется токсичность [44, 45]. Поскольку УНТ очень пер-
спективны для использования в медицине и биологии, наряду с работами по выяв-
лению их токсичности ведется активный поиск способов ее уменьшения. Напри-
мер, создаются функционализированные УНТ, поверхность которых покрывается
биосовместимыми молекулами – белками, РНК, ДНК, углеводами. Такие УНТ об-
ладают меньшим повреждающим действием на клетки, чем очищенные [46, 47].
Именно функционализированные УНТ с большой вероятностью будут применять-
ся в медицинской практике, в том числе и в нейромедицине. В нашей работе были
использованы карбоксилированные очищенные ОСУНТ (диаметр – 1.4–1.6 нм,
длина – 0.5–1.5 мкм), поэтому, вероятно, даже небольшие их дозы при интрана-
зальном введении привели к нарушению поведения крыс в тестах на тревожность.
Возможно, что ОСУНТ, поверхность которых покрыта биосовместимыми молеку-
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лами, не оказали бы сходного эффекта на поведение крыс при том же способе вве-
дения и тех же дозах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В тесте “открытое поле” крысы через сутки после однократного введения обеих
доз ОСУНТ демонстрировали снижение исследовательской активности (стойки).
При этом крысы, которым вводили ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг меньше умывались,
меньше замирали, а при введении ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг среднее время замира-
ний, наоборот, увеличивалось.

В тесте “свет–темнота” крысы через сутки после трехкратного введения ОСУНТ
в обеих дозах, по сравнению с контролем, позже в первый раз посещали темный
отсек и выглядывали из него. При этом у крыс, получавших ОСУНТ в дозе
5.2 мкг/кг, сокращалось среднее время пребывания в темном отсеке и возрастало
число стоек в светлом отсеке перед первым заходом в темный отсек (исследова-
тельская активность).

В тесте “ПКЛ” у крыс через сутки после четырехкратного введения обеих доз
ОСУНТ наблюдалась активация поведения в открытом рукаве, что выражалось в
более частом и длительном его посещении, чем в контроле. Под влиянием ОСУНТ
в дозе 5.2 мкг/кг также увеличивалась вертикальная исследовательская активность
(стойки), двигательная активность (пересечения квадратов) и частые перебежки в
разные рукава, а под влиянием ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг при увеличении длитель-
ности замираний наблюдался долгий латентный период захода в закрытый рукав,
но очень быстрый латентный период выхода в открытый рукав.

Таким образом, даже непродолжительное интраназальное введение ОСУНТ в
небольших дозах может изменить поведение крыс в тестах на тревожность, причем
по ряду показателей эти изменения разные для исследованных доз. Обе дозы
ОСУНТ вызывали, по сравнению с контролем, в тесте “открытое поле” снижение
исследовательской активности (стойки), в тесте “свет–темнота” увеличение ла-
тентного периода захода в темный отсек, в ПКЛ активацию поведения в открытом
рукаве. При этом на фоне ОСУНТ в дозе 5.2 мкг/кг у крыс в тестах “свет–темнота”
и ПКЛ наблюдалась ажитация некоторых поведенческих реакций (усиление двига-
тельной активности при частых посещениях разных отсеков камер, увеличение ис-
следовательской активности). В то же время на фоне ОСУНТ в дозе 52 мкг/кг на-
блюдалось тревожное поведение (увеличение длительности замираний в тестах
“открытое поле” и ПКЛ), и уменьшалась скорость оценки обстановки и принятия
адекватного решения, свойственного крысам, спрятаться от света в темноту (позд-
ний первый заход в темные рукава ПКЛ). Предполагается, что изменения в пове-
дении крыс могли быть связаны с тем, что после интраназального введения
ОСУНТ частично попадают в мозг, приводя в разных дозах к разной степени нару-
шения структурно-функционального состояния клеточных элементов и/или ней-
ровоспалению в областях, ответственных за адекватное поведение в тестах на тре-
вожность.
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Behavior of Rats in Tests for Anxiety after a Short Intranasal Injection 
of Single-Walled Carbon Nanotubes in Two Small Doses

E. V. Losevaa, *, N. A. Loginovaa, L. I. Russub, and M. V. Mezentsevab

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology of the Russian Academy of Sciences,
Moscow, Russia

bIvanovskii Institute of Virusology, Gamaleya Federal Research Center for Epidemiology
and Microbiology, Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, Russia

*e-mail: losvnd@mail.ru

Carbon nanotubes (CNTs) are very promising for use in various areas of human activity,
including medicine, but they can have a negative effect on the body, in particular on the
nervous system. CNTs in large doses in animal experiments often cause anxiety and de-
pressive disorders. The effect of low doses of CNTs on the behavior of animals has been
little studied. In the present work, we studied behavioral parameters in tests for anxiety
in rats, which were intranasally injected daily for 4 days with a suspension of single-
walled carbon nanotubes (SWCNTs) in small doses, 5.2 or 52 μg/kg. It turned out that
both doses of SWCNTs unidirectionally changed the following indicators of behavior in
rats: in the open field test exploratory activity (rears) decreased; in the light-dark test the
latency of entering to the dark box and peeping out of the dark box are increased; in the
elevated plus maze test (EPM) behavior in the open arm was activated. However, if a
dose of 5.2 μg/kg induced the rat behavior with signs of agitation (increased exploratory
motor activity in the light-dark and EPM tests, and motor activity with frequent visits to
different boxes or arms and exploratory activity in the light-dark and EPM tests), then a
dose of 52 μg/kg, on the contrary, inhibited a number of behavioral responses, which
was expressed in increased anxiety (increased the freezing in the open field and EPM)
and in increased the latency of entry into the closed arm of the EPM. It is assumed that
SWCNTs in small doses, when injected intranasally into the brain of rats, can dose-de-
pendently disrupt the structural and functional state of nervous tissue cells and/or cause
neuroinflammation in the structures involved in the mechanisms of anxiety and related
conditions, as a result, the behavior of rats in tests for anxiety also changes in a dose-de-
pendent manner.

Keywords: single-walled carbon nanotubes, small doses, intranasal injection, rat behav-
ior, open field test, light-dark test, elevated plus maze test
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Для моделирования ситуаций, связанных с воздействием различных стрессор-
ных факторов на мозг, часто используют введение гормона надпочечников кор-
тикостерона посредством инъекции или подкожной имплантации форм с его до-
зированным высвобождением. В настоящем методическом исследовании была
изучена возможность применения осмотических насосов производства Alzet ем-
костью 200 мкл и скоростью высвобождения 1 мкл/ч, загруженных растворами
кортикостерона 25, 50 и 100 мг/мл или растворителем (диметилсульфоксид/по-
лиэтиленгликоль-400). Целью работы явилось выявление оптимальной концен-
трации раствора кортикостерона, загружаемого в осмотические насосы, для со-
здания повышенного уровня гормона в крови и областях мозга крыс. Возраста-
ние уровня кортикостерона в крови отмечено только на 3-и сутки в группе крыс,
которым имплантировали осмотические насосы с максимальной концентрацией
кортикостерона – 100 мг/мл (ОН-100). Также на 3-и сутки после имплантации в
группе ОН-100 существенно возросла аккумуляция кортикостерона во фрон-
тальной коре, неокортексе и гиппокампе. Таким образом, для создания повы-
шенного уровня кортикостерона в крови и областях мозга крыс применимы ос-
мотические насосы с раствором кортикостерона в диметилсульфоксид/полиэти-
ленгликоле-400, концентрацией гормона 100 мг/мл и скоростью высвобождения
1 мкл/ч.

Ключевые слова: кортикостерон, неокортекс, фронтальная кора, гиппокамп, ос-
мотические насосы

DOI: 10.31857/S0869813922110085

Глюкокортикоидные гормоны (кортизол у человека и кортикостерон у грызу-
нов) секретируются надпочечниками в результате действия стрессорных факторов
и с кровью достигают всех органов и тканей организма. В связи с наличием глюко-
кортикоидных рецепторов практически во всех клетках глюкокортикоиды взаимо-
действуют с ними, запуская различные сигнальные каскады. В мозге экспрессия
таких рецепторов высокая, особенно в нейронах лимбической системы мозга, в т.ч.
гиппокампа. Особенно высока плотность минералокортикоидных и глюкокортико-
идных рецепторов в гиппокампе, который обеспечивает реализацию когнитивных и
эмоциональных процессов, а также контролирует гипоталамо-гипофизарно-над-
почечниковую ось. Это позволяет реализовать контроль стрессорными гормонами
определенных форм поведения, обеспечивая адекватные острые и долгосрочные
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адаптивные реакции [1]. Однако избыток глюкокортикоидов может приводить к
дегенерации и гибели нейронов гиппокампа. Избыточная аккумуляция кортико-
стерона (КС) в гиппокампе и фронтальной коре крыс была описана нами при мо-
делировании инсульта окклюзией средней мозговой артерии [2] и моделировании
черепномозговой травмы латеральным гидродинамическим ударом [3]; в обеих моде-
лях наблюдали также провоспалительные процессы в гиппокампе. Глюкокортикоид-
ные гормоны, регулирующие многочисленные процессы в организме, в определенных
ситуациях обладают выраженными противовоспалительными свойствами, хотя пони-
мание механизмов про- и противовоспалительных свойств глюкокортикоидов до
конца неясно, как и условий реализации таких механизмов в разных ситуациях [4].
Для выяснения участия глюкокортикоидов в различных патологических процессах
в мозге оптимальным является воспроизводимое моделирование гиперкортикосте-
ронемии у животных, исследование аккумуляции в отделах мозга КС и процессов,
которые он запускает. Различные варианты введения КС посредством инъекции
или подкожной имплантации лекарственных форм с дозированным высвобожде-
нием часто используют для моделирования острого или хронического стрессорно-
го воздействия.

Противовоспалительные свойства глюкокортикоидов давно используются в
клинике. Глюкокортикоиды широко применяются в качестве лекарственной тера-
пии в различных патологических ситуациях, в том числе при хронических воспа-
лительных заболеваниях, злокачественных новообразованиях или бронхиальной
астме [5, 6]. Разработка стратегий лечения на основе глюкокортикоидов или моде-
лирование хронического стресса в экспериментальных условиях часто требуют
длительного и непрерывного введения глюкокортикоидов. Тем не менее, во мно-
гих исследованиях, в которых использовали непрерывное введение кортикостеро-
идов, эффективность соответствующих систем доставки глюкокортикоидов не бы-
ла протестирована и чаще всего их уровень не определяли ни в крови, ни тем более
в областях мозга [7–9].

Среди применяемых методов одним из технически наименее затратным мето-
дом является доставка глюкокортикоидов через питьевую воду [10, 11]. Однако жи-
вотные не пьют воду непрерывно, что может вызвать чрезмерные колебания концен-
траций циркулирующих глюкокортикоидов. Другим простым подходом является по-
вторная подкожная или внутрибрюшинная инъекция растворов глюкокортикоидов
[12, 13]. Тем не менее, инъекции растворов глюкокортикоидов, во-первых, вызы-
вают резкое возникновение пика их концентрации в плазме, после которого следу-
ет быстрое снижение их циркулирующего уровня и, во-вторых, повторные инъек-
ции приводят к значительному стрессу у животных, а неконтролируемое высво-
бождение эндогенных кортикостероидов может маскировать изменения уровня
экзогенных глюкокортикоидов в плазме. Напротив, микроосмотические насосы и
медленно рассасывающиеся таблетки для подкожной имплантации могут, как за-
являют их производители, обеспечивать постоянные скорости доставки кортико-
стероидов и исключают недостатки их повторных инъекций [14–16].

Доступные у компаний-производителей таблетки для имплантации емкостью от
0.001 до 200 мг КС позволяют моделировать гиперкортикостеронемию у крыс и
мышей в широком диапазоне концентраций экзогенного КС, но являются дорого-
стоящим продуктом, а для формирования контрольной группы необходимы таб-
летки аналогичной емкости с холестерином, который не является абсолютно ин-
диферентным веществом [17]. Альтернативу таблеткам составляют микроосмоти-
ческие насосы с дозированным высвобождением загруженных в них растворов
препаратов, которые более доступны по стоимости, однако в случае КС имеют
ограничения по используемым концентрациям в связи с его низкой растворимо-
стью в воде.
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Цель настоящего исследования заключалась в выявлении оптимальной для ос-
мотических насосов концентрации раствора КС, которая вызывает повышение его
уровня в крови и в отделах мозга крыс, а также в определении динамики измене-
ния уровня КС в крови из хвостовой вены индивидуально у каждого животного.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам Института высшей нервной деятельности и нейро-
физиологии РАН и утвержденным правовым актам РФ и международных органи-
заций. Протокол эксперимента утвержден Этической комиссией Института выс-
шей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН. Самцы крыс линии Вистар
были получены из Филиала “Андреевка” Федерального Государственного бюджет-
ного учреждения науки “Научный центр биомедицинских технологий” Федераль-
ного медико-биологического агентства (Московская обл., РФ) и размещены в
клетках вивария.

Подготовка осмотических насосов. В эксперименте были использованы самцы
крыс линии Вистар массой 200–250 г. Из списка осмотических насосов (Alzet,
США) была выбрана модель 2001 с максимальным объемом загрузки 200 мкл и вы-
свобождением раствора со скоростью 1 мкл/ч в течение 7 дней. Навеску кортико-
стерона ацетата (КС, Serva, Германия) предварительно растворяли в 100%-ном диме-
тилсульфоксиде (ДМСО), затем смешивали с полиэтиленгликолем-400 (ПЭГ-400) в
соотношении 1 : 1 для получения растворов со следующими концентрациями КС –
25 мг/мл (ОН-25), 50 мг/мл (ОН-50) и 100 мг/мл (ОН-100), что соответствовало
дневной дозе КС 2.5, 5 и 10 мг/кг/24 ч. Для приготовления раствора с максималь-
ной концентрацией КС, 100 мг/мл, было необходимым нагревать и содержать рас-
твор при 37°С, поскольку при комнатной температуре растворимость КС снижа-
лась. Работу с заполнением насосов и их активацией проводили в стерильных усло-
виях. Растворы ДМСО/ПЭГ-400 или КС в объеме 220 мкл шприцом вводили во
внутреннюю камеру насосов, помещали в пробирки на 50 мл со стерильным 0.9%-
ным раствором NaCl и оставляли на ночь в термостате при 37°С для активации.

Имплантация осмотических насосов. Операцию по имплантации насосов осу-
ществляли в стерильных условиях. Крыс анестезировали с помощью изофлурана,
на 2 см ниже шеи на спине сбривали шерсть и делали поперечный надрез длиной
5 мм, через который подкожно имплантировали осмотический насос, и с помощью
кожного степлера закрывали раневую поверхность с последующей обработкой ан-
тисептиком.

Сбор и подготовка биологического материала. Кровь из хвостовой вены собирали
у наркотизированных крыс до, а также на 1-е и 3-и сутки после имплантации насо-
сов во временной интервал с 11 до 13 ч. На 3-и сутки после последнего забора крови
из хвостовой вены крысы были выведены из эксперимента, и после декапитации
животных был получен следующий биологический материал: постдекапитацион-
ная кровь, фронтальная кора (ФК), неокортекс (НК), включающий теменную, ви-
сочную и затылочную доли, и гиппокамп (Гип). В дальнейшем кровь центрифуги-
ровали при 1500 g в течение 15 мин при охлаждении (4°С) для получения сыворотки.
Выделенные регионы мозга гомогенизировали в гомогенизаторе Поттера с исполь-
зованием стандартного 0.01 М фосфатно-солевого буфера (состав в мМ: 10 фосфата
натрия, 1.76 фосфата калия, 2.7 KCl, рН 7.3–7.5), содержащего 0.1% нонидета P-40
и коктейль ингибиторов протеаз (Thermo Scientific, США). Полученные гомогена-
ты центрифугировали при 13000 g в течение 30 мин при охлаждении (4°С) для по-
лучения растворимой фракции белков (супернатант), которую аликвотировали и
хранили при –80°С до проведения биохимических исследований.
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Определение уровня кортикостерона. Для определения уровня КС в сыворотке
крови и супернатантах фронтальной коры, остатка коры и гиппокампа использо-
вали наборы для иммуноферментного анализа Corticosterone ELISA (EIA-4164,
DRG, Германия), с помощью которых детектировали как свободный, так и связан-
ный с транспортными белками КС методом конкурентного иммуноферментного
анализа.

Статистическая обработка результатов. Полученные данные проверяли на нор-
мальность распределения с помощью W-критерия Shapiro–Wilk, результаты кото-
рого не отрицали нормальность распределения данных по всем исследованным по-
казателям. Для статистической обработки данных по динамике изменения уровня КС
в крови из хвостовой вены применяли дисперсионный анализ ANOVA (Repeated mea-
sures ANOVA) с последующим post-hoc анализом Tukey HSD test. Для сопоставле-
ния данных при сравнении значений показателей в экспериментальных группах с
контрольной группой животных на 3-и сутки после имплантации насосов исполь-
зовали One-way ANOVA с последующим Tukey HSD test. Достоверно различающи-
мися считали группы при p < 0.05, а при p < 0.1 имеющими тенденцию к различию.
Результаты представлены в виде M ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исходно уровень КС в крови из хвостовой вены (рис. 1a) статистически значимо
не различался в исследуемых группах. На 1-е сутки после имплантации осмотиче-
ских насосов с различной концентрацией КС (ОН-25, ОН-50, ОН-100) существен-
ных различий между группами не наблюдали, и повышение уровня КС в контроль-
ной группе из-за разброса данных не было статистически значимым. Возрастание
уровня КС происходило на 3-и сутки только в группе ОН-100, и вдвое превышало
уровень гормона в контрольной группе в этой временной точке. На уровень КС оказы-
вали статистически значимое влияние факторы “время” (F(2.42) = 4.49; p = 0.01),
“группа”(F(3.21) = 3.99; p = 0.02) и с тенденцией к достоверности взаимодействие
факторов “время” и “группа” (F(6.42) = 2.02; p = 0.09).

Дозозависимое повышение уровня КС на 3-и сутки в постдекапитационной крови
происходило после имплантации насосов ОН-25, ОН-50, ОН-100, но статистически
значимые отличия от контроля наблюдались только в группе ОН-100 (рис. 1b). На уро-
вень КС оказывал достоверное влияние фактор “группа” (F(3.22) = 3.26; p = 0.04).

Рис. 1. Динамика изменения уровня КС в крови из хвостовой вены (a) и уровень КС в постдекапитаци-
онной крови (b) на 3-и сутки после имплантации осмотических насосов с различной концентрацией КС.
* – отличия от контрольной группы (ДМСО/ПЭГ) на 3-и сутки при p < 0.05.
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Во фронтальной коре группы ОН-100 (рис. 2a) аккумуляция КС на 3-и сутки по-

сле имплантации осмотических насосов статистически значимо превышала кон-

трольный уровень более чем в 2 раза. Уровень КС во фронтальной коре группы

ОН-100 также был достоверно выше, чем в группах ОН-25 и ОН-50, при этом в

группах ОН-25 и ОН-50 данный показатель не отличался от контрольного уровня.

Уровень КС во фронтальной коре статистически значимо зависел от фактора

“группа” (F(3.23) = 6.91; p = 0.002). Похожая ситуация наблюдалась и в неокортек-

се (рис. 1b), где в группе ОН-100, ОН-25 и ОН-50 уровень КС был статистически

значимо выше контроля – в 3.3, 2.4 и 2.1 раза соответственно. В неокортексе на уро-

вень КС статистически значимо влиял фактор “группа” (F(3.24) = 5.75; p = 0.004). По

сравнению с фронтальной корой и неокортексом в гиппокампе (рис. 2c) КС на-

капливался в меньшей степени и его уровень в группе ОН-100 превышал таковой в

контроле и группе ОН-25 с тенденцией к достоверности в 1.5 раза. Фактор “группа”

(F(3.24) = 3.25; p = 0.04) также оказывал достоверное влияние на кровень КС в гип-

покампе.

Корреляционный анализ по Спирмену выявил возможные взаимосвязи между

уровнем КС на 3-и сутки в постдекапитационной крови и в неокортексе в группах

ОН-25 (r = 0.85, p < 0.05) и ОН-50 (r = 0.86, p < 0.05), однако в группе ОН-100 дан-

ная корреляция отсутствовала. В группе ОН-50 обнаружены корреляции между

уровнем КС на 3-и сутки в постдекапитационной крови и в гиппокампе (r = 0.93,

p < 0.05) и между уровнем КС в неокортексе и в гиппокампе (r = 0.96, p < 0.05). Тем

не менее, в группе ОН-100, как и в группе ОН-50, сохранилась корреляция между

Рис. 2. Уровень КС во фронтальной коре (a), неокортексе (b) и гиппокампе (c) на 3-и сутки после им-

плантации осмотических насосов с различной концентрацией КС. **, *, # – различия между группами

или отличие от контрольной группы (ДМСО/ПЭГ) при p < 0.01, p < 0.05 и p < 0.1 соответственно.
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уровнем КС в неокортексе и в гиппокампе (r = 0.89, p < 0.05) и возникла корреля-

ция между уровнем КС в неокортексе и фронтальной коре (r = 0.93, p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В связи с очевидной научной и трансляционной значимостью исследования

влияния стресса на организм применяют подходы моделирования гиперкортико-

стеронемии и повышенного связывания кортикостерона с рецепторами в тканях в

условиях введения экзогенного кортикостерона. При этом используются различ-

ные подходы, каждый из которых имеет свои преимущества и недостатки. В иссле-

довании Herrmann и соавт. [18] сравнивали три метода введения экзогенного КС.

Экспериментальным группам мышей осуществляли однократную подкожную

инъекцию КС (10 мг/кг), подкожную имплантацию осмотических насосов (cко-

рость высвобождения КС 0.22 мкл/ч, концентрация раствора КС 150 мг/мл, днев-

ная доза 30 мг/кг/24 ч) и подкожную имплантацию таблеток емкостью 10 мг КС.

В результате подкожной инъекции уровень КС в плазме крови мышей возрос через

1 ч, а через 4 ч не отличался от исходного уровня. Имплантация таблеток индуци-

ровала гиперкортикостеронемию через 24 ч, однако в последующие 7 дней уровень

КС не отличался от исходного. При этом применение осмотических насосов не

вызвало существенных изменений уровня КС в плазме крови на 7- и 14-й дни по-

сле имплантации, что, по-видимому, связано с отсутствием ранних точек реги-

страции, например, 24 и 48 ч [18]. Тем не менее, после имплантации мышам (воз-

раст 7 нед., масса тела 20 ± 1.5 г) осмотических насосов с раствором КС концентрацией

18 мг/мл и скоростью высвобождения 0.5 мкл/ч (10.8 мг/кг/24 ч) максимальная

концентрация КС в крови самцов и самок зарегистрирована на 2-е сутки после им-

плантации, на 9- и 15-сутки она снижалась, но все еще превышала контрольный

уровень КС. Через 2 нед. в поле СА3 гиппокампа самцов мышей выявили более

выраженную атрофию нейронов, чем у самок [19].

В преобладающей части исследований, в которых применяли осмотические на-

сосы с раствором КС, использовали различные линии мышей, и только в единич-

ных работах осмотические насосы с КС имплантировали крысам, что, по-видимому,

отчасти связано с большей вариабельностью в выборе концентрации малораство-

римого КС в пересчете на массу животного с меньшей массой тела. К тому же не во

всех найденных публикациях, где использовали крыс, детектировали уровень КС в

крови [20]. В одной из них максимальная концентрация раствора КС в осмотиче-

ских насосах, имплантированных 15-дневным крысятам, составляла 50 мг/мл в

растворе ПЭГ-400. В результате применения данных насосов (cкорость высвобож-

дения КС 1 мкл/ч и время экспозиции 3 дня) уровень КС в крови через 24 ч после

операции возрос почти в два раза, что, как справедливо считают авторы, укладыва-

ется в физиологический диапазон колебаний концентрации циркулирующего КС.

В дальнейшем на 28-й день у крысят после введения КС зарегистрировали ухудше-

ние гиппокамп-зависимого обучения. C учетом средней массы тела крысят, со-

ставлявшей 72.2 ± 2.8 г, дневная доза КС была 16.6 мг/кг/24 ч [21].

В нашем исследовании на взрослых крысах в группах ОН-25 (2.7 мг КС/кг/24 ч)

и ОН-50 (5.4 мг КС/кг/24 ч) уровень КС хотя и повышался в крови из хвостовой

вены и постдекапитационной крови на 1-е и 3-и сутки, но эти изменения не были

статистически значимыми. Только в группе ОН-100 (10.8 мг КС/кг/24 ч) содержа-

ние КС почти в два раза возросло в крови из хвостовой вены и постдекапитацион-

ной крови через 3 дня после имплантации, и с учетом циркадианных колебаний

концентрации циркулирующего КС выявленное его повышение укладывается в

физиологический диапазон. Очевидно, что степень влияния экзогенного КС на

регуляцию гипоталамо-гипофизарно-надпочесниковой системы неодинакова у
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молодых и взрослых крыс, и нарушение механизма этой регуляции по отрицатель-

ной обратной связи более выражено у молодых крыс, чем у взрослых.

В доступной научной литературе не найдены работы, где после имплантации ос-

мотических насосов или таблеток с КС кроме оценки уровня циркулирующего КС

определяли его содержание в областях мозга. В нашем исследовании впервые заре-

гистрирована аккумуляция КС во фронтальной коре, неокортексе и гиппокампе

на 3-и сутки после имплантации ОН-100, что совпадало с его повышенным уров-

нем в крови.

Таким образом, для создания повышенного уровня КС в крови и областях мозга

крыс применимы осмотические насосы с раствором КС в ДМСО/ПЭГ-400, с кон-

центрацией КС 100 мг/мл и скоростью высвобождения 1 мкл/ч.
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Modeling Hypercorticosteronemia in Rats Using Osmotic Pumps

M. V. Onufrieva, *, Yu. V. Moiseevaa, and N. V. Gulyaevaa, **
aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology of the Russian Academy of Sciences,

Moscow, Russia
*e-mail: mikeonuf1@mail.ru
**e-mail: nata_gul@ihna.ru

Administration of the adrenal hormone corticosterone by injection or subcutaneous im-

plantation of dosed release forms is often used to model situations involving the effects of

various stressors on the brain. This methodological study investigated the possibility of

using osmotic pumps (OP) manufactured by Alzet with a capacity of 200 μL and a re-

lease rate of 1 μL/h loaded with corticosterone solutions of 25, 50 and 100 mg/mL or a
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solvent (dimethyl sulfoxide/polyethylene glycol-400). The purpose of the work was to

determine the optimal concentration of corticosterone solution loaded into osmotic

pumps to create an increased level of hormone in the blood and brain regions of rats. An

increase in blood corticosterone levels was observed only on day 3 in the group of rats

implanted with osmotic pumps with a maximum corticosterone concentration of

100 mg/mL (OP-100). Corticosterone accumulation in the frontal cortex, neocortex and

hippocampus increased significantly by day 3 after implantation in the OP-100 group.

Thus, osmotic pumps with a corticosterone solution in DMSO/PEG-400, at hormone

concentration of 100 mg/mL and release rate of 1 μL/h can be used to create an elevated

corticosterone level in the blood and brain regions of rats.

Keywords: corticosterone, neocortex, frontal cortex, hippocampus, osmotic pumps


	ВЛИЯНИЕ АГОНИСТОВ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА НА ЯИЧНИКИ ЖЕНЩИН И САМОК ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ
	АГОНИСТЫ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА И МАТКА В КЛИНИКЕ И ЭКСПЕРИМЕНТЕ
	ПРОТИВООПУХОЛЕВЫЙ ЭФФЕКТ АГОНИСТОВ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА
	ДЕЙСТВИЕ ПРЕПАРАТОВ ГОНАДОТРОПИН-РИЛИЗИНГ-ГОРМОНА НА РЕПРОДУКТИВНЫЕ ОРГАНЫ В УСЛОВИЯХ ХИМИОТЕРАПИИ
	ЗАКЛЮЧЕНИЕ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ СТИМУЛЯЦИЯ ДЫХАТЕЛЬНЫХ МЫШЦ
	Абдоминальная функциональная электростимуляция
	Чрескожная электростимуляция диафрагмы

	ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ СТИМУЛЯЦИЯ ДИАФРАГМАЛЬНОГО НЕРВА
	ЭЛЕКТРИЧЕСКАЯ СТИМУЛЯЦИЯ СПИННОГО МОЗГА
	ЭПИДУРАЛЬНАЯ СТИМУЛЯЦИЯ СПИННОГО МОЗГА
	Эпидуральная стимуляция в моделях на животных
	Эпидуральная стимуляция в клинической практике

	ЧРЕСКОЖНАЯ СТИМУЛЯЦИЯ СПИННОГО МОЗГА
	ЗАКЛЮЧЕНИЕ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	ЗАКЛЮЧЕНИЕ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Испытуемые
	Структура тестов
	Регистрация ЭЭГ
	Обработка данных

	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Анализ поведенческих показателей
	Анализ вызванной десинхронизации/синхронизации

	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	Поведенческие показатели
	Реакция бета-ритма после возбуждения

	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
	ВЫВОДЫ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	ЗАКЛЮЧЕНИЕ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

