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Эпилепсия характеризуется повторяющимися, возникающими внезапно эпи-
лептическими приступами. При эпилепсии почти в 30% случаев наблюдается
фармакорезистентность, в результате чего болезнь может прогрессировать и
приводить к ухудшению когнитивных способностей и возникновению сопут-
ствующих психоневрологических заболеваний. Раннее терапевтическое вме-
шательство способно снизить тяжесть протекания заболевания, а подавление
эпилептогенеза считается наиболее перспективной стратегией предотвраще-
ния развития эпилепсии после провоцирующих это заболевание событий.
NMDA-рецепторы рассматриваются как одна из перспективных мишеней для
подавления эпилептогенеза. Нарушение функций NMDA-рецепторов фиксиру-
ется на всех этапах развития эпилепсии. Изменения в их экспрессии наблюдают-
ся уже в первые часы после острых судорог, а сами NMDA-рецепторы активно
вовлечены в генерацию эпилептической активности. Кроме того, антагонисты
NMDA-рецепторов эффективно подавляют эпилептиформную активность в раз-
личных моделях судорожных состояний и эпилептического статуса. В этом обзо-
ре мы рассматриваем имеющиеся данные о том, какую роль NMDA-рецепторы
играют в развитии эпилепсии, как меняется их экспрессия в разные периоды
эпилептогенеза, а также обсуждаем перспективы применения антагонистов и
модуляторов NMDA-рецепторов для предотвращения эпилептогенеза.

Ключевые слова: NMDA-рецептор, антагонист NMDA-рецепторов, субъединицы
NMDA-рецепторов, эпилептогенез, модели эпилепсии
DOI: 10.31857/S0869813920120031

Эпилепсия – распространенное неврологическое заболевание, характеризую-
щееся повторяющимися неспровоцированными приступами. По оценкам ВОЗ по-
чти 1% населения страдает от эпилепсии. Несмотря на успехи в создании новых
противоэпилептических препаратов, полного избавления от судорожных припад-
ков не удается достичь почти у трети больных. Хотя эпилепсия может носить на-
следственный характер, что часто является следствием генетических аномалий, в
большинстве случаев эпилепсия представляет собой приобретенное заболевание.
Этиология приобретенной эпилепсии разнообразна, в качестве возможных тригге-
ров могут выступать: эпилептический статус, инсульт, черепно-мозговая травма,
пренатальные или перинатальные травмы, инфекции, фебрильные судороги, ауто-
иммунные заболевания, опухоли головного мозга [1–4]. После воздействия про-
эпилептических факторов наблюдается так называемый латентный период, пред-
шествующий появлению спонтанной рецидивирующей эпилептической активно-
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сти. В течение латентного периода наблюдается как гибель нейронов, так и
нейрогенез, разрастание аксонов и реорганизация связей между нейронами, изме-
нение баланса возбуждающей и тормозной синаптической передачи, нейровоспа-
лительные процессы и глиоз, нарушения проницаемости гематоэнцефалического
барьера [5]. Являясь прогрессирующим заболеванием, эпилепсия сопровождается
снижением когнитивных способностей, возникновением сопутствующих психо-
неврологических нарушений и развитием фармакорезистентности. Раннее тера-
певтическое вмешательство способно снизить тяжесть протекания заболевания, но
именно предотвращение эпилептогенеза считается наиболее перспективной стра-
тегией [6, 7]. К сожалению, до настоящего времени эффективной терапии, предот-
вращающей развитие эпилепсии, не разработано.

NMDA-рецепторы, ответственные за длительную фазу глутаматергической пе-
редачи, рассматриваются в качестве возможной терапевтической мишени для по-
давления судорожных состояний и эпилептогенеза. Изменения экспрессии этих
рецепторов неоднократно показаны в тканях мозга пациентов с эпилепсией [8, 9],
а антагонисты NMDA-рецепторов эффективно подавляют эпилептиформную ак-
тивность в ряде экспериментальных моделей эпилепсии [10, 11]. Однако наличие вы-
раженных побочных эффектов при длительном применении позволяет использовать
известные на сегодняшний день антагонисты NMDA-рецепторов исключительно в
качестве экстренного средства, например, для лечения эпилептического статуса,
устойчивого к терапии первой линии. Тем не менее, продолжается активный поиск
фармакологических агентов, способных регулировать работу NMDA-рецепторов с
минимальными побочными эффектами. В этом обзоре мы анализируем новые экс-
периментальные данные об изменениях экспрессии NMDA-рецепторов в различных
моделях эпилепсии, их участии в эпилептогенезе, а также рассматриваем перспекти-
вы воздействия на NMDA-рецепторы при терапии эпилептогенеза.

ОБЩИЕ СВЕДЕНИЯ ОБ NMDA-РЕЦЕПТОРАХ

NMDA-рецептор – один из трех типов ионотропных глутаматных рецепторов.
Ионотропные глутаматные рецепторы представляют собой интегральные мем-
бранные белки, состоящие из четырех крупных субъединиц (более 900 аминокис-
лотных остатков), которые образуют центральную пору ионного канала [12–14].
Функциональные рецепторы образуются исключительно путем сборки субъединиц
в пределах одного функционального класса рецепторов [15]. К настоящему моменту
известны различные субъединицы NMDA-рецепторов (GluN1, GluN2A-D, GluN3A
и GluN3B), отличающихся по своим физиологическим и фармакологическим
свойствам [16]. Для сборки функционального NMDA-рецептора требуются две
GluN1-субъединицы, являющиеся облигатными, а также присутствие двух других
субъединиц – это могут быть две GluN2-субъединицы или же комбинация субъ-
единиц GluN2 и GluN3 [17, 18]. Гомозиготные мутантные мыши, лишенные
GluN1-субъединицы, погибают спустя несколько часов после рождения [19].

Субъединицы NMDA-рецепторов имеют идентичную мембранную топологию
(рис. 1А). Все субъединицы содержат большой внеклеточный N-концевой домен,
три трансмембранных домена (M1, M3, M4), порообразующий (M2) и внутрикле-
точный С-концевой домены. Функционально у субъединиц можно выделить ами-
но-концевой (ATD), лиганд-связывающий (LBD), трансмембранный (TMD) и ци-
тозольный домены (CTD) [20]. Показано, что ATD участвует в регуляции открытия
канала и его инактивации, а также отвечает за аллостерическую регуляцию актив-
ности ионного канала путем связывания с модуляторными соединениями. Роль
регуляции через ATD для NMDA-рецепторов выражена сильнее, чем для других
ионотропных рецепторов глутамата [21]. LBD тремя короткими линкерами связан
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с TMD. Трансмембранные спирали M1, M3 и M4 от каждой из четырех субъединиц
способствуют формированию ионного канала [20]. CTD является наиболее вариа-
бельным доменом и имеет важное значение при регуляции работы канала. Цито-
зольные домены содержат различные сайты фосфорилирования и сайты связыва-
ния внутриклеточных белков, что определяет их роль в регуляции функции рецеп-
тора [20]. В частности, CTD GluN1-субъединицы участвует в инактивации
рецептора. Цитозольные домены GluN2 необходимы для нормального функцио-
нирования NMDA-рецептора, что было продемонстрировано в экспериментах по
их удалению или укорочению [22, 23].

Существуют как дигетеромерные, так и тригетеромерные NMDA-рецепто-
ры. В переднем мозге грызунов специфические антитела к GluN2A эффектив-
но иммунопреципитируют к GluN2B и наоборот, что указывает на образова-
ние GluN1/GluN2A/GluN2B-тригетеромеров [24]. GluN1/GluN2A/GluN2D- и
GluN1/GluN2B/GluN2D-тригетеромеры были обнаружены в таламусе и среднем мозге
крысы [25]. Согласно данным иммуноблотного анализа, GluN1/GluN2A/GluN2B-три-
гетеромеры могут составлять от 10 до 50% и более от общего числа NMDA-рецеп-
торов [26]. Данные последних электрофизиологических исследований указывают
на значительный вклад GluN1/GluN2A/GluN2B-тригетеромеров в NMDA-рецеп-

Рис. 1. A – схематическое изображение мембранной топологии субъединицы NMDA-рецептора. ATD –
амино-концевой домен, LBD – лиганд-связывающий домен, TMD – трансмембранный домен, CTD –
цитозольный домен, Glu – глутамат. B – схематическое изображение регуляторных сайтов NMDA-ре-
цептора. Gly, Glu – сайты специфического связывания медиатора (глутамат) и коагониста (глицин).
Модуляторные сайты: 1 – полиаминовый сайт, 2 – сайт связывания неконкурентных антагонистов, 3 –
сайт связывания двухвалентных катионов, 4 – сайт связывания нейростероидов. На схеме также пока-
зан транспорт ионов Na+, K+ и Ca2+ через ионный канал NMDA-рецептора, в покое пора рецептора за-
блокирована ионом Mg2+. Воспроизведено с модификациями по [20, 61].

Fig. 1. A – schematic illustration of the NMDA receptor subunit topology. ATD – amino-terminal domain, LBD – li-
gand binding domain, TMD – transmembrane domain, CTD – carboxyl-terminal domain, Glu – glutamate.
B – schematic illustration of the NMDA receptor regulatory sites. Gly, Glu – a mediator (glutamate) and a coag-
onist (glycine) specific binding sites. Modulatory sites: 1 – polyamine site, 2 – non-competitive antagonist bind-
ing site, 3 – bivalent cation binding site, 4 – neurosteroid binding site. The figure also shows the transport of
Na+, K+ and Ca2+ through the NMDA receptor ion channel; at rest, the receptor pore is blocked by the Mg2+.
Reproduced with modifications from [20, 61].
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тор-опосредованную активность в СА3-СА1 синапсах гиппокампа взрослых жи-
вотных [27, 28]. Для активации NMDA-рецепторов необходимо одновременное
связывание с ними глутамата и глицина, что отличает их от других типов глутамат-
ных рецепторов [29]. Сайты связывания глицина расположены на GluN1- и
GluN3-субъединицах [30, 31], в то время как GluN2-субъединицы выступают в ка-
честве сайтов связывания глутамата [30]. Помимо глицина, D- и L-изомеры серина
и аланина также служат агонистами субъединицы GluN1 [32, 33]. По сравнению с
L-серином, D-серин мощнее и может выступать в качестве основного лиганда к
GluN1 в таких областях, как супраоптическое ядро [34]. D-серин синтезируется из
L-серина серин-рацемазой в астроцитах [35] и нейронах [36, 37]. К эндогенным аго-
нистам GluN2-субъединицы, помимо глутамата, относятся D- и L-аспартат [38, 39],
гомоцистеин и цистеин сульфинат [40, 41].

Четыре глутамат-связывающих GluN2A-D-субъединицы ответственны за био-
физические свойства NMDA-рецепторов, а их преобладание зависит от области
мозга и периода развития [42–45]. GluN2-субъединицы влияют на эффективность
действия глутамата. Например, полумаксимальная эффективная концентрация (ЕС50)
для NMDA-рецепторов, содержащих две субъединицы GluN1 и две субъединицы
GluN2D, в пять раз ниже, чем для рецепторов, содержащих GluN1/2A, тогда как
рецепторы GluN1/2B и GluN1/2C имеют промежуточные значения EC50 [46–48].
Скорость деактивации после отсоединения глутамата, влияющая на продолжи-
тельность ВПСТ [49], варьирует более чем в 100 раз между различными GluN2-
субъединицами [50]. GluN1/2A- и GluN1/2B-содержащие NMDA-рецепторы име-
ют более высокую проводимость одиночных каналов, чем GluN1/2C и GluN1/2D
[51–53].

Канал NMDA-рецептора проницаем для ионов Ca2+, Na+ и K+. Разные подтипы
NMDA-рецепторов демонстрируют сходную проницаемость для ионов Na+ и K+

(PK/PNa = 1.14), при этом они более проницаемы для ионов Ca2+ по сравнению с
одновалентными ионами (PCa/PX = 1.8–4.5). Степень проницаемости для Ca2+ за-
висит от типа GluN2-субъединицы [54, 55]. GluN1/2A и GluN1/2B обладают более
высокой проницаемостью для Ca2+ и более чувствительны к Mg2+-блоку, чем
GluN1/2C и GluN1/2D [42, 56]. Важной функциональной особенностью NMDA-ре-
цепторов является Mg2+-блок, который сильно зависит от мембранного потенциа-
ла и возрастает при его сдвиге к негативным значениям. Величина IC50 (концен-
трации, обеспечивающей половину от максимально возможного блока) составляет
2, 2, 14 и 10 мкМ для GluN1/2A, GluN1/2B, GluN1/2C и GluN1/2D соответственно
при потенциале фиксации равном –100 мВ [57]. Эффективность Mg2+-блока субъ-
единицы GluN2 зависит от множества структурных особенностей, но главным
критерием, по-видимому, является единственный аминокислотный остаток в сай-
те S/L, расположенном в трансмембранной петле M3 [56]. Эти биофизические раз-
личия важны тем, что чувствительность к потенциал-зависимому Mg2+-блоку мо-
жет влиять на временное окно для выработки пластичности, зависящей от времени
спайков (spike-timing-dependent plasticity) [58–60].

ФАРМАКОЛОГИЯ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ

NMDA-рецепторный комплекс имеет несколько сайтов регуляции: сайты спе-
цифического связывания медиатора и коагониста, модуляторные сайты: полиами-
новый, сайты связывания двухвалентных катионов и протонов, участки связыва-
ния неконкурентных модуляторов [61] (рис. 1B). Функционирование NMDA-ре-
цепторов модулируется рядом эндогенных и экзогенных соединений, которые
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могут оказывать противоположный эффект, зависящий от природы лиганда. Со-
единения, которые взаимодействуют с сайтами связывания основного медиатора
или коагониста и блокируют работу NMDA-рецептора, являются конкурентными
антагонистами. В то же время существует ряд соединений, которые наряду с глута-
матом и глицином являются агонистами данного рецептора. К неконкурентным
модуляторам относится широкий спектр лигандов, способных аллостерически вза-
имодействовать с NMDA-рецептором. Важной особенностью данного типа глута-
матных рецепторов является различная чувствительность к неконкурентным анта-
гонистам, которая зависит от субъединичного состава рецептора. Кроме того, су-
ществует ряд соединений, блокирующих пору канала NMDA-рецептора [16, 20].

Конкурентные антагонисты
Конкурентными антагонистами NMDA-рецепторов являются производные

фосфоновой кислоты, 2-амино-5-фосфо-валериановая кислота (AP5) и 2-амино-
7-фосфо-гептановая кислота (AP7). Вскоре после того, как AP7 и AP5 были иден-
тифицированы в качестве сильных селективных антагонистов, был продемонстри-
рован противосудорожный эффект этих соединений при внутрибрюшинном и
внутрижелудочковом введении мышам, тонико-клонические судороги у которых
вызывались введением пороговых доз пентилентетразола (PTZ) [62]. Конкурентные
антагонисты NMDA-рецепторов показали высокую эффективность в рамках моделей
рефлекторной эпилепсии. Например, одна пероральная доза D(-)E-4-(3-фосфоно-
проп-2-енил)-пиперазин-2-карбоновой кислоты (D-CPPene) предотвращает воз-
никновение фотоиндуцированной эпилептической реакции в течение 24–48 ч у
светочувствительного бабуина Papio papio без каких-либо заметных моторных или
седативных побочных эффектов [63].

Неконкурентные модуляторы
Аллостерические модуляторы. Поскольку биофизические свойства NMDA-ре-

цепторов сильно зависят от входящих в их состав GluN2-субъединиц, поиск фар-
макологических агентов, способных контролировать отдельные подтипы этих ре-
цепторов, был сосредоточен на молекулах, избирательно действующих на отдель-
ные GluN2-субъединицы [64, 65].

Кристаллографические исследования продемонстрировали, что GluN2B-селектив-
ные негативные аллостерические модуляторы, такие как ифенпродил и Ro 25–6981,
связываются с модуляторным сайтом, расположенным между ATD-доменами
GluN1- и GluN2B-субъединиц [66–68]. Только один аминокислотный остаток в
этом модулирующем сайте отличается у GluN2A- и GluN2B-субъединиц, однако, пре-
образования этого или других остатков GluN2A в остатки GluN2B недостаточны для
изменения чувствительности рецептора к ифенпродилу [66, 69]. Это объясняется
особенностями взаимного расположения ATD-доменов, в частности, “карман”,
формируемый GluN1/2B-субъединицами, имеет идеальный размер для аналогов
ифенпродила, тогда как субъединицы смещены на ~10° в случае GluN1/2A [70].

Каналоблокаторы. Пора ионного канала NMDA-рецептора может быть потенци-
ал-зависимо заблокирована широким спектром органических катионов с разнооб-
разной химической структурой [71]. Подобные соединения, как правило, блокиру-
ют открытые каналы активированных рецепторов и являются положительно заря-
женными соединениями при физиологических значениях pH, такой механизм
блока канала рецептора является проявлением неконкурентного антагонизма.
В целом, блокаторы открытых каналов можно разделить на три категории в зави-
симости от способа их взаимодействия с каналом: (1) поэтапные блокаторы (на-
пример, производные аминоакридина и тетрапентиламмоний) могут связываться
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только с открытым каналом, после чего предотвращают его закрытие [72–74]; (2) ча-
стичные блокаторы ловушечного типа (например, амантадин и мемантин), входя в
канал, препятствуют закрытию каналов, но не могут полностью предотвратить его
[75–77]; и (3) полные блокаторы ловушечного типа (например, Mg2+, кетамин, фен-
циклидин и MK-801), оставаясь внутри поры канала после его закрытия, не препят-
ствуют диссоциации молекул агонистов от сайтов связывания на рецепторе [78, 79].
Было также показано, что некоторые каналоблокаторы способствуют закрытию ка-
нала, предположительно воздействуя на воротный механизм [77]. Считается, что
часть каналоблокаторов обладает бифункциональностью – например, производные
нитромемантина, которые связываются с порой канала и тем самым облегчают взаи-
модействие нитрогруппы с окислительно-восстановительным регуляторным сайтом
рецептора [80].

NMDA-РЕЦЕПТОРЫ И ФЕНОМЕН ЭКСАЙТОТОКСИЧНОСТИ

При эпилептогенезе одним из патогенетических механизмов, приводящих к ги-
бели нейронов, является эксайтотоксичность. Чрезмерная концентрация внекле-
точного глутамата может активировать избыточное число постсинаптических
NMDA-рецепторов, как синаптических, так и экстрасинаптических, что ведет к
поступлению в нейроны большого числа ионов и вызывает их гибель. Кроме того,
причиной избыточного накопления глутамата в межклеточном пространстве, по-
мимо высвобождения из пресинаптических терминалей, может быть увеличенный
выход глутамата из астроцитов [81, 82]. Определено шесть возможных путей этого
процесса: (1) нарушение поглощения глутамата, (2) открытие анионных каналов
на астроцитах под воздействием гипотонической среды, (3) Са2+-зависимый экзо-
цитоз, (4) выход глутамата через цистин-глутаматный антитранспортер, (5) высво-
бождение глутамата, опосредованное ионотропными пуринергическими рецептора-
ми и (6) через функциональные непарные коннексоны на поверхности клетки [83].
Тем не менее, остается неясным, какой вклад вносит каждый из этих путей. Экспе-
риментальные данные подтверждают роль астроцитов в повышении внеклеточных
концентраций глутамата – например, при чрезмерной деполяризации нейронов в ходе
эпилептической активности, приводящей к повышению внеклеточной концентрации
K+, наблюдалось нарушение поглощения глутамата астроцитами [84]. В норме одна
молекула глутамата транспортируется в астроциты и пресинаптические окончания
вместе с тремя катионами Na+, при этом один катион K+ удаляется [85]. Повышение
внеклеточной концентрации K+ приводит к обратному течению этого процесса –
K+ поглощается астроцитами и пресинаптическими окончаниями, а глутамат и
Na+ начинают высвобождаться [85].

В 2002 г. Hardingham с соавт. показали, что эксайтотоксическая гибель нейронов
связана с активностью экстрасинаптических NMDA-рецепторов, в то время как
синаптические NMDA-рецепторы выполняют нейропротекторную функцию [86].
На наличие связи между экстрасинаптическими рецепторами и эксайтотоксично-
стью указывает и тот факт, что в случае ишемии экстрасинаптические NMDA-ре-
цепторы взаимодействуют с апоптотической киназой DAPK1 [87]. В то же время,
некоторые исследования противоречат гипотезе о четком разделении роли синаптиче-
ских и экстрасинаптических рецепторов в эксайтотоксичности. Так, эксайтотоксиче-
ская гибель нейронов была опосредована именно синаптическими NMDA-рецепто-
рами в культуре нейронов гиппокампа [88]. Кроме того, подавление экспрессии
скэффолд-белка постсинаптической плотности PSD-95, ассоциированного с
NMDA-рецепторами, избирательно ослабляет эксайтотоксичность в культуре ней-
ронов коры [89].
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ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ СУБЪЕДИНИЦ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ
ВО ВРЕМЯ ЭПИЛЕПТОГЕНЕЗА

При эпилепсии часто выявляется нарушение свойств NMDA-рецепторов, обу-
словленное изменением их субъединичного состава, числа NMDA-рецепторов или
их локализации [90]. Эти изменения со стороны NMDA-рецепторов могут возникать
в результате гиперактивности в ЦНС, наблюдаемой при судорожных состояниях, и
также могут поддерживать патологическую гиперактивность. Роль NMDA-рецепто-
ров в эпилептогенезе в настоящее время довольно активно исследуется. Ряд экспе-
риментальных работ посвящен изучению изменений экспрессии генов субъединиц
NMDA-рецепторов после судорожных состояний (табл. 1) [91–94]. Анализ измене-
ний субъединичного состава NMDA-рецепторов на ранних сроках после первого
судорожного приступа позволяет выявить потенциальный вклад данных рецепто-
ров в эпилептогенез.

Ранние изменения после судорожных состояний
При различных моделях судорожных состояний были выявлены быстрые измене-

ния экспрессии субъединиц NMDA-рецепторов после эпилептической активности.
Так, кратковременная гиперэкспрессия GluN1- и GluN2B-субъединиц наблюдается
in vitro и in vivo при пилокарпиновой модели [95, 97]. Di Maio с соавт. предположи-
ли, что такая гиперэкспрессия является результатом активации двух независимых
сигнальных путей: кальций-зависимого НАДФ-оксидазного пути и пути, запуска-
емого фосфорилированием киназ ERK1/2 [95, 96]. Работая с культурой нейронов
гиппокампа, они показали, что кратковременное воздействие пилокарпина вызыва-
ет быструю гиперэкспрессию GluN2B-субъединицы, наблюдаемую через 24 ч после
воздействия [95], и впоследствии приводит к усилению экспрессии GluN2A-субъ-
единицы [96]. Аналогичные данные были получены в острую фазу пилокарпиновой
модели: было выявлено повышение экспрессии как GluN2A-, так и GluN2B-субъеди-
ниц [97]. Ранняя активация продукции GluN2B-субъединицы была выявлена в
гиппокампе после судорог, вызванных пентилентетразолом [99], и в модели пенти-
лентетразол-индуцированного киндлинга [102]. В то же время в модели киндлинга
с использованием 3-меркаптопропионата различными исследователями выявлено
снижение продукции GluN2B-субъединицы в гиппокампе и мозжечке [105, 106].
Данное противоречие, возможно, связано с тем, что был использован другой кон-
вульсант. Также в гиппокампе взрослых крыс на следующий день после последнего
введения 3-меркаптопропионовой кислоты, которую вводили 1 раз в течение 4 дней
в дозе 45 мг/кг, было показано повышение экспрессии гена, кодирующего
GluN2A-субъединицу [104]. При использовании модели острого эпилептического
статуса через 1 ч после индукции также обнаруживается увеличение экспрессии ге-
на GluN2A-субъединицы в гиппокампальной области мышей [91]. Противоречия в
полученных результатах могут быть обусловлены тем, что были использованы раз-
личные экспериментальные модели, модельные животные и подходы к анализу
экспрессии.

Латентный период эпилептогенеза
Большой интерес вызывают функциональные изменения в работе NMDA-ре-

цепторов во время эпилептогенеза, так как эти изменения могут быть одним из па-
тофизиологических механизмов эпилепсии. Для изучения таких изменений часто
используют эпилептические модели на животных. В этих моделях после первично-
го воздействия, вызвавшего судороги, наблюдается латентный период, после кото-
рого формируются спонтанные рецидивирующие судорожные приступы. В част-



1462 ЕРГИНА и др.

ности, такими моделями являются литий-пилокарпиновая [111] и каинатная [112].
Считается, что латентный период сопровождается патофизиологическими измене-
ниями, которые приводят к эпилептизации мозга и развитию спонтанных судорог
[113, 114]. В связи с этим особое внимание уделяется изучению изменений, проис-
ходящих с NMDA-рецепторами, именно в этот период.

Снижение экспрессии облигатной GluN1-субъединицы обнаруживается в раз-
личных областях коры в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели [93, 115].
Данное изменение может свидетельствовать об уменьшении общего числа
NMDA-рецепторов. Однако в более ранние сроки в гиппокампе, напротив, наблю-
дается повышение продукции мРНК данной субъединицы [95], это может свиде-
тельствовать о том, что наблюдаемые изменения экспрессии GluN1-субъединицы
являются регион-специфичными. Кроме того, показано, что во время латентного
периода литий-пилокарпиновой модели эпилепсии наблюдается повышенная им-
мунореактивность к pGluN1-Ser896-фосфорилированному в положении Ser896
участку С-концевого хвоста GluN1-субъединицы NMDA-рецептора. Фосфорили-

Таблица 1. Изменения экспрессии NMDA-рецепторов в различных моделях судорожных со-
стояний и эпилепсии
Table 1. Changes in the expression of NMDA receptors in various seizure models and models of epilepsy

Модель
Model

Срок анализа
Measurement time

Область мозга
Brain region

Изменения
экспрессии

Changes
in the expression

Ссылки
Links

Пилокарпиновая
(in vitro)
Pilocarpine (in vitro)

24 ч
24 h

Культура гиппокампа GluN1↑
GluN2A↑

 [95], [96]

Hippocampal culture GluN2B↑
Пилокарпиновая (in vivo)
Pilocarpine (in vivo)

24 ч
24 h

Гиппокамп
Hippocampus

GluN2A↑
GluN2B↑

 [97]
 [98]

4–10 недель
4–10 weeks

Гиппокамп
Hippocampus

GluN2B↑

Пентилентетразоловая
Pentylenetetrazole

24 ч
24 h

Гиппокамп
Hippocampus

GluN2B↑
GluN1↓
GluN1↓

[99]
[100]
[101]

Киндлинг
Конвульсанты:
Kindling
Convulsants:

 

Пентилентетразол
Pentylenetetrazole

24 ч
24 h

Гиппокамп
Hippocampus

GluN2B↑
GluN1↓

[102]
[103]

3-меркаптопропионат
3-mercaptopropionate

24 ч
24 h

Гиппокамп
Hippocampus

GluN2A↑ [104]

Мозжечок
Cerebellum

GluN2B↓ [105]

Гиппокамп
Hippocampus

GluN2B↓ [106]

Пентилентетразол
Pentylenetetrazole

3 дня
3 days

Кора, гиппокамп
Cortex, hippocampus

GluN1↑
GluN2A↑

[107]

Литий-пилокарпиновая
Lithium-Pilocarpine

7 дней
7 days
21 день
21 days

кора
cortex
гиппокамп
hippocampus

GluN1↓
GluN2A↓
GluN1↑
GluN2B↑

[94]
[108]

Каинатная
Kainate

24 и 72 ч
24 and 72 hours

гиппокамп
hippocampus

GluN1↓  [109]

Гипоксическая
Hypoxic

2–4 дня
2–4 days

гиппокамп
hippocampus

GluN2A↑
GluN3A↑

 [110]
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рование этого сайта регулирует экспрессию NMDA-рецепторов и их кластериза-
цию [116–119], а также предотвращает кальмодулин-опосредованную инактивацию
NMDA-рецепторов [120, 121]. Наибольшая pGluN1-Ser896-иммунореактивность на-
блюдалась в пирамидных нейронах области CA1 гиппокампа и гранулярных клет-
ках зубчатой извилины на третьи сутки после эпилептического статуса. Спустя не-
делю после эпилептического статуса, pGluN1-Ser896-иммунореактивность в нейронах
областей CA2–СА3 гиппокампа и гранулярных клетках зубчатой извилины снижа-
лась, хотя и оставалась выше, чем у контрольных животных. В пирамидных клет-
ках области CA1 pGluN1-Ser896-иммунореактивность спустя неделю оказалась
выше, чем на третьи сутки после эпилептического статуса [122].

В латентный период происходят изменения экспрессии GluN2A- и GluN2B-субъеди-
ниц аналогичные изменениям, обнаруженным на ранних сроках анализа. Гипо-
ксические судороги у молодых крыс значительно повышали экспрессию субъеди-
ниц GluN2A и GluN3A в гиппокампе через 2–4 дня после судорог [110]. Пилокар-
пин-индуцированные судороги вызывают значительное увеличение плотности
NMDA-рецепторов в гранулярных клетках зубчатой извилины и пирамидных ней-
ронах поля CA3 гиппокампа. Фармакологические эксперименты показали, что
GluN2B-субъединица была ответственна за увеличение возбуждающей активности
у этих животных [123]. В модели эпилептогенеза, в которой крысы подвергаются
периоду гипертермии и претерпевают дисгенез (холодовое повреждение коры), в
латентный период (16–20-е постнатальные дни) наблюдалось усиление NMDA-ре-
цептор-опосредованных вызванных ВПСТ в области СА1 гиппокампа. В двух экс-
периментальных группах – у крыс, перенесших и дисгенез, и гипертермию, а также у
крыс, перенесших только дисгенез, в гиппокампе наблюдалось увеличение экс-
прессии GluN2B-субъединицы [124].

Несмотря на то, что в различных исследованиях обнаруживается повышение доли
GluN2B-содержащих NMDA-рецепторов после эпилептического статуса, для эпи-
лептизации мозга необходима именно GluN2A-субъединица. Селективная блокада
GluN2A-содержащих NMDA-рецепторов нарушала эпилептогенез и разрастание
мшистых волокон в пилокарпиновой- и киндлинг-модели лимбической эпилеп-
сии [125]. Снижение экспрессии GluN2A-субъединицы, выявленное в различных
областях коры и гиппокампе через неделю после пилокарпин-индуцированных су-
дорог [115], вероятно, является компенсаторным механизмом, направленным на
предотвращение эпилептогенеза.

Кроме того, Eyo с соавт., используя двухфотонную визуализацию с высоким раз-
решением, исследовали NMDA-рецептор-опосредованную регуляцию физических
взаимодействий микроглии и нейронов, которые формируются при повышенной
глутаматергической нейротрансмиссии. Было обнаружено, что селективный инги-
битор GluN2A NVPAAM007, но не ингибитор GluN2B ифенпродил, блокировал
возникновение этих взаимодействий. Согласно этим данным, именно GluN2A-
субъединица ответственна за обеспечение физических взаимодействий микроглии
и нейронов, причем дифференциальная экспрессия данной субъединицы в раз-
личных областях мозга обуславливает возможность формирования этих взаимо-
действий только в определенных структурах мозга. Авторами предполагается, что
такие взаимодействия могут иметь важное значение при различных заболеваниях,
в частности, при эпилепсии [126].

Таким образом, GluN2A- и GluN2B-содержащие NMDA-рецепторы вносят
вклад в патофизиологические изменения, наблюдаемые при эпилептизации мозга.
Повышение доли NMDA-рецепторов, включающих GluN2B-субъединицу, может
приводить к большему притоку ионов Ca2+ в нейроны по сравнению с рецептора-
ми, содержащими GluN2A. За счет этого данный подтип NMDA-рецепторов, веро-
ятно, играет важную роль в запуске гипервозбудимости нейронов [96] и эксайто-
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токсичности [127]. В то же время для эпилептогенеза необходима GluN2A-субъед-
ница [125]. Использование различных экспериментальных моделей эпилепсии при
анализе роли NMDA-рецепторов в развитии эпилепсии и получение противоречи-
вых результатов различными исследователями затрудняет понимание механизма
эпилептогенеза. Однако не вызывает сомнений, что модуляция функционирова-
ния NMDA-рецепторов на этапе эпилептизации мозга является перспективным
направлением в лечении эпилепсии.

ПРИМЕНЕНИЕ БЛОКАТОРОВ NMDA-РЕЦЕПТОРОВ ДЛЯ КОНТРОЛЯ
ЭПИЛЕПТИЧЕСКИХ ПРИСТУПОВ

И ПРЕДОТВРАЩЕНИЯ ЭПИЛЕПТОГЕНЕЗА

Блокаторы NMDA-рецепторов рассматривались в качестве перспективного на-
правления терапии эпилептических приступов [128, 129], однако, из-за сильных
побочных эффектов [130–132] их применение в клинике, как правило, ограничено
экстренными случаями [133], например, когда пациент демонстрирует фармакоре-
зистентность к препаратам первой линии терапии. Тем не менее, продолжается по-
иск фармакологических агентов, обладающих меньшими побочными эффектами,
равно как и изучаются конкретные механизмы и процессы, запускаемые ранним
применением блокаторов NMDA-рецепторов для ослабления или предотвращения
эпилептогенеза.

Противосудорожное действие антагонистов NMDA-рецепторов
В настоящее время накоплена большая база экспериментальных исследований,

в которых показана высокая противосудорожная эффективность антагонистов
NMDA-рецепторов на животных (табл. 2).

Ионы магния являются естественными каналоблокаторами NMDA-рецепторов.
Клинические наблюдения и экспериментальные исследования на животных пока-
зали, что истощение запасов Mg2+ ведет к гипервозбудимости нервной системы,
что, в конечном итоге, приводит к появлению эпилептической активности или по-
вышенной восприимчивости к эпилептогенным стимулам [142–144]. Изучение ме-
таболизма Mg2+ при эпилепсии позволило установить, что концентрация Mg2+ в
сыворотке и спинномозговой жидкости пациентов с тонико-клоническими судо-
рогами были значительно ниже, чем в контрольной группе [145, 146]. Концентра-
ция Mg2+ в сыворотке и спинномозговой жидкости зависела от продолжительно-
сти и частоты эпилептической активности. Искусственное повышение концентра-
ции Mg2+ долгое время рассматривалось как эффективное направление терапии.
Системное введение Mg2+ оказывало противосудорожное действие в моделях эпи-
лептического статуса [147] в случае аудиогенной и пентилентетразол-индуциро-
ванной [148–150], а также NMDA-индуцированной активности [151] у грызунов.
Недавно было оценено влияние MgSO4 на судороги, вызванные асфиксией у недо-
ношенных плодов овцы. MgSO4 вводился внутривенно в течение 48 ч на сроке ге-
стации 104 дня (полный срок – 147 дней). Применение MgSO4 не предотвращало
судороги, но значительно снижало общее число судорог, их тяжесть и пиковую ам-
плитуду эпилептической активности [152]. Дальнейшие исследования необходи-
мы, чтобы установить оптимальную терапевтическую дозу магния для предотвра-
щения судорог, а также чтобы оценить целесообразность его использования в ка-
честве инструмента для подавления эпилептической активности.

Каналоблокаторы являются перспективным инструментом для подавления су-
дорог, поскольку они снижают чрезмерную активность NMDA-рецепторов, не на-
рушая их нормальной активности. Подобный эффект объясняется тем, что блока-
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торы этого типа предпочтительно воздействуют на чрезмерно открытые ионные
каналы, а значит будут эффективнее блокировать патологически активированные
рецепторы в отличие от нормально работающих рецепторов. Более того, каналоб-
локаторы почти не нарушают нормальную синаптической передачу благодаря то-
му, что скорость их выхода из канала относительно высока [153].

ADCI – селективный низкоафинный каналоблокатор NMDA-рецепторов, сов-
мещающий в себе свойства карбамазепина и MK-801 [154]. Sun и Lin [155] сообщи-
ли, что ADCI может также блокировать потенциал-управляемые натриевые кана-
лы в нейронах верхнего шейного ганглия и гиппокампа крыс, а также в культиви-
руемых нейронах NT2 человека. В отличие от других каналоблокаторов, ADCI
менее токсичен, это может быть связано с тем, что он сильнее блокирует
GluN1A/GluN2B-субъединицы (IC50 = 6.6 мкМ), чем GluN1A/GluN2A-субъеди-
ницы (IC50 = 14.3 мкМ) [154]. ADCI не вызывает гиперлокомоции или стереотип-
ных движений у крыс; при дозах, в 10 раз превышающих ED50 в тесте максималь-
ного электрошока, ADCI не вызывал нарушений поведения в тесте пассивного из-
бегания и в водном лабиринте Морриса, что указывает на отсутствие нарушений
памяти. Препарат также не вызывает вакуолизацию нейронов, наблюдаемую при
использовании многих других антагонистов NMDA-рецепторов. ADCI демонстри-
ровал противосудорожный эффект в тесте максимального электрошока [156], а
также в отношении эпилептической активности, вызванной 4-аминопиридином,
NMDA, пентилентетразолом и кокаином [156–158]; клонических судорог, вызван-
ных дендротоксинами [159]; эпилептической активности, наблюдаемой после от-
мены этанола у мышей [160].

Низкоаффинный блокатор NMDA-рецепторов кетамин показал свою эффек-
тивность в качестве противосудорожного препарата в различных моделях эпилеп-
сии – кетамин влияет на эпилептоподобную активность, вызванную NMDA, гуа-
нидиносукцинатом, п-толуидино-3-пропиламино-2-пропанолом, меркаптопро-
пионатом, N-(3,5-диметокси-4-пропоксифенилэтил)-азиридином, лидокаином,
пикротоксином, бикукуллином, стрихнином и пентилентетразолом у грызунов [11,
134, 161–165]. В киндлинговой модели эпилепсии кетамин дозозависимо замедлял
наступление 3-й и 4-й стадии по шкале Racine y 15-дневных крыс. Кетамин в дозе
20 мг/кг полностью устранял судорожную активность и почти полностью устранял
следовые разряды у ювенильных крыс, подвергшихся киндлингу, что намного эф-
фективнее действия более высоких доз кетамина на взрослых крысах. Эти данные
подтверждают гипотезу о том, что NMDA-рецепторы играют важную роль в повы-
шенной склонности незрелой нервной системы к эпилептической активности [166].
Кетамин способен действовать синергетически с такими антиэпилептическими
препаратами, как вальпроат и карбамазепин, ослабляя MES-индуцированные су-
дороги у мышей [167]. Другие исследования продемонстрировали синергетическое
действие диазепама и кетамина на эпилептическую активность, вызванную литий-
пилокарпином [168] и каинатом [136]. Субанестезирующие дозы кетамина (10 мг/кг)
остановили судороги и предотвратили гибель животных, отравленных зоманом;
более того, кетамин ослабил повреждающее действие зоман-индуцированной эпи-
лептической активности на ткани мозга и способствовал выживанию [137].

Мемантин и МК-801 успешно предотвращали клонические и тонические судо-
роги, вызванные пентилентетразолом у мышей [135]. В экспериментах на крысах
линии Крушинского–Молодкиной оценивался эффект мемантина и ИЭМ-1921,
селективных блокаторов NMDA-рецепторов, на аудиогенные судороги. Блокаторы
NMDA-рецепторов вводились до подачи звуковых раздражителей. Спустя 30 мин
после введения ИЭМ-1921 (5 мг/кг) у 33% крыс обнаружилось полное отсутствие
судорог в ответ на звук, а у 59% животных наблюдалось только двигательное воз-
буждение, не сопровождавшееся генерализированными клонико-тоническими су-
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дорогами. Мемантин (5 мг/кг) не полностью подавлял судороги, но у 50% крыс че-
рез 1 ч и у 70% крыс через 2 ч после введения наблюдалось ослабление аудиогенных
судорог до уровня двигательного возбуждения [169].

Конкурентный антагонист NMDA-рецепторов AP5 (50 мкM) снижал количе-
ство эпилептиформных событий как в зубчатой извилине, так и в области CA1 гип-
покампа в переживающих срезах, помещенных в безмагниевый раствор с повы-
шенной концентрацией калия [10]. Эксперименты на изолированном стриатуме,
полученном от крысят линии Sprague–Dawley на 7–15-й дни жизни, показали, что
стриатум также способен генерировать эпилептиформную активность in vitro без
участия коры головного мозга и таламуса. AP5 полностью блокировал иктальные
разряды и соответствующие им деполяризационные сдвиги, наблюдаемые при ре-
гистрации активности срединных шипиковых нейронов стриатума, в то время как
агонист AMPA-рецепторов CNQX не влиял ни на амплитуду, ни на длительность
эпилептиформной активности, что указывало на NMDA-рецептор-зависимую
природу наблюдаемой активности [141]. Антагонист TCN 201 (3 мкМ), специфиче-
ски блокирующий GluN2A, и аллостерический антагонист Ro 25-6981 (3 мкМ),
блокирующий GluN2B, значительно снижали количество эпилептиформных со-
бытий при их использовании в концентрациях гораздо более низких, чем концен-
трация AP5, что дает надежду на клиническое применение антагонистов, специ-
фичных в отношении субъединичного состава рецептора [10]. Антагонист ифен-
продил, блокирующий GluN2B, продемонстрировал широкое терапевтическое
временное окно (3 дня), снижая восприимчивость к судорогам в тесте максималь-
ного электрошока у крыс, перенесших длительные фебрильные судороги [170].

Для подавления эпилептиформной активности также могут быть использованы ан-
тагонисты глицин-связывающего сайта NMDA-рецептора, демонстрирующие более
благоприятный профиль переносимости по сравнению с антагонистами сайта связы-
вания глутамата [171]. Хотя субхроническое введение антагониста глицин-связываю-
щего сайта L-701,324 не приводило к противосудорожным или модифицирующим
эффектам в отношении судорог у киндлированных мышей, L-701,324 улучшил реак-
цию на фенобарбитал, что выражалось в повышении порога генерации судорог [138].

Основная проблема применения NMDA-антагонистов заключается в том, что
именно высокие дозировки, требуемые для эффективного подавления эпилепти-
ческой активности, приводят к тяжелым побочным эффектам [172, 173]. Примене-
ние антагонистов NMDA-рецепторов снижает NMDA-рецептор-опосредованную
синаптическую активность, что, даже в случае использования относительно низ-
ких доз антагонистов, может приводить к нарушениям памяти и обучаемости. Бо-
лее тяжелая гипофункция NMDA-рецепторов может быть причиной психоза [130],
характеризующегося галлюцинациями, параноидальным бредом, замешатель-
ством, снижением концентрации внимания, изменениями настроения, возбужде-
нием, кошмарами, кататонией, атаксией и потерей чувствительности [131, 132].
Применение антагонистов NMDA-рецепторов может запускать нейродегенератив-
ные процессы в цингулярной и ретросплениальной коре головного мозга [174].

Наконец, немаловажной клинической значимостью обладают данные о преиму-
ществе комбинированной терапии (включающей как блокаторы ГАМКа, так и
NMDA-рецепторов) над монотерапией в случае бензодеазепам-резистентной эпи-
лептической активности [175]. Применение комбинации блокаторов ГАМКа и
NMDA-рецепторов позволило прекратить эпилептическую активность, устойчи-
вую к монотерапии бензодиазепинами или кетамином. Кроме того, одновремен-
ное введение мидазолама и кетамина оказалось эффективнее их последовательно-
го применения в той же дозе, это согласуется с представлениями о том, что фарма-
корезистентность усиливается с течением времени. Комбинированная терапия
блокаторами ГАМКа и NMDA-рецепторов была эффективной спустя 40 мин после
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начала эпилептической активности как в случае зоман-индуцированной активно-
сти, так и в литий-пилокарпиновой модели эпилепсии. Также комбинированная
терапия повлияла на долгосрочные последствия эпилептической активности, сни-
зив гибель нейронов и ослабив нарушения пространственной памяти [175].

АНТИЭПИЛЕПТОГЕННОЕ ДЕЙСТВИЕ АНТАГОНИСТОВ
NMDA-РЕЦЕПТОРОВ

Эффект D-AP5 на процессы эпилептогенеза был показан in vitro и in vivo. В пере-
живающих срезах предварительное добавление 1 мкМ D-AP5 отсрочило начало
эпилептиформной активности и снизило частоту иктальной активности, вызван-
ных пикротоксином и пониженной концентрацией Mg2+. В экспериментах in vivo
D-AP5 вводился интрацеребровентрикулярно при помощи осмотического мини-
насоса спустя 5 дней после индукции эпилептического статуса на протяжении
2 нед., регистрация ЭЭГ продолжалась в течение 2 мес. D-AP5 значительно отсро-
чил наступление первых спонтанных судорог, вызванных пилокарпином, снизил
их частоту, уменьшил число судорог, соответствующих стадиям 3–4. В то же время
длительность отдельно взятых периодов спонтанной эпилептической активности
не изменилась [140].

Антагонисты NMDA-рецепторов не во всех экспериментах действовали одно-
значно. Антагонист GluN2B-содержащих NMDA-рецепторов CI-1041 (10 мг/кг),
CP-101,606 – антагонист NMDA-рецепторов, обладающий высокой селективно-
стью в отношении дигетеромеров GluN1/GluN2B (10 мг/кг), а также кетамин были
использованы для воздействия на этап индукции эпилептического статуса и после-
дующую нейродегенерацию в пилокарпиновой модели эпилепсии. Растворы анта-
гонистов вводились внутрибрюшинно через 15 мин после введения пилокарпина.
Кетамин снижал интенсивность устойчивого орофасциального автоматизма, жева-
ния и клонуса передних конечностей, но не восстанавливал выпрямительный ре-
флекс. Однако применение CI-1041 или CP-101,606 не повлияло на поведенческий
паттерн эпилептического статуса. Введение CP-101,606 также не повлияло на ин-
тенсивность нейродегенерации в области СА1 гиппокампа, в зубчатой извилине и
амигдале на 7-е сутки после введения пилокарпина. В то же время CI-1041 и кета-
мин снижали нейродегенерацию, наблюдаемую в гиппокампе и миндалине, что
указывает на нейропротекторный эффект CI-1041 при отсутствии эффекта на су-
дорожную активность [139]. NBQX, антагонист AMPA-рецепторов, и антагонист
NMDA-рецепторов ифенпродил были использованы для предотвращения эпилеп-
тогенеза у мышей [176]. Комбинация двух антагонистов вводилась в течение 5 сут,
спустя 6 ч после внутригиппокампальной инъекции каината. Через две недели по-
сле введения каината у мышей, получающих терапию, наблюдалось меньшее число
спонтанных судорог по сравнению с контрольной группой, однако, этот эффект
был утрачен в последующие недели. Применение NBQX и ифенпродила временно
предотвращало рассеивание гранулярных клеток и сопровождалось гибелью мень-
шего числа нейронов в зубчатой извилине. Также сообщалось, что введение MK-
801 предотвращало повреждение мозговых структур вне зависимости от его проти-
восудорожного действия. Однократное введение низкой дозы MK-801 после того,
как эпилептический статус, индуцированный каинатом, уже был остановлен вве-
дением диазепама, позволило предотвратить большую часть повреждений голов-
ного мозга. Наиболее выраженный нейропротекторный эффект МК-801 наблю-
дался в передней части дорсального гиппокампа, а областями, на которые МК-801
не оказал нейропротекторного воздействия, были ворота зубчатой извилины и сет-
чатая часть черной субстанции. Несмотря на это, однократное введение MK-801 не
препятствовало развитию спонтанных судорог [177]. Отчасти нейропротекторный
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эффект MK-801 может объясняться тем, что MK-801 способен блокировать пере-
кисное окисление липидов, индуцированное хинолиновой кислотой в крысином
стриатуме. Поскольку основной механизм нейротоксического действия хиноли-
новой кислоты связан с чрезмерной активацией NMDA-рецепторов, нейропро-
текторный эффект МК-801 в этом случае, скорее всего, опосредован NMDA-ре-
цепторами [178]. Более длительное применение антагонистов требуется, чтобы
уточнить взаимосвязь между дегенеративными изменениями и развитием спонтан-
ных судорог.

Исследования эпилептогенеза на животных позволили выявить новые мишени
для терапии, связанные с активностью NMDA-рецепторов. Нокдаун белка Nwd1
оказывает противосудорожное действие, аналогичное действию противоэпилепти-
ческих препаратов. Подавление Nwd1 in vitro с помощью аденоассоциированных
вирусов ведет к ослаблению возбуждающих постсинаптических токов, опосредо-
ванных GluN2B-содержащими NMDA-рецепторами, в переживающих срезах гип-
покампа. Подавление Nwd1 снижает гипервозбудимость нейронов и уменьшает ве-
роятность возникновения эпилептической активности в ходе каинат-индуциро-
ванного эпилептического статуса. Более того, повышенный уровень экспрессии
Nwd1 в тканях мозга наблюдался не только у мышей с каинат-индуцированными
судорогами, но и у пациентов с эпилепсией височной доли [179].

Регулировать работу NMDA-рецепторов способен также белок σ1R. Кальций-
зависимое связывание σ1-рецептора с GluN1-субъединицей NMDA-рецепторов,
несущей цитозольный сегмент C1, защищает активность NMDA-рецепторов, а
именно вход кальция, от ингибирующего действия кальций-активированного
кальмодулина. В то время как агонисты σ1-рецептора способствуют его связыва-
нию с субъединицей GluN1, его антагонисты разрушают эти комплексы, способ-
ствуя ингибированию работы NMDA-рецепторов. Каннабидиол, являющийся ан-
тагонистом σ1-рецептора, снижал частоту эпилептической активности, вызванной
интрацеребровентрикулярным введением NMDA [180]. Также введение каннаби-
диола приводило к тому, что меньшее количество мышей демонстрировало гипер-
мобильность и клонические судороги. Тонические судороги наблюдались только у
20% мышей, и ни одна мышь не погибла. В присутствии PPCC, агониста σ1-рецеп-
тора, каннабидиол прекращал оказывать модулирующее действие на NMDA-инду-
цированную активность, что свидетельствует о существовании фунциональных
связей между σ1-рецепторами и NMDA-рецепторами [180].

Недавно было обнаружено, что у пациентов с эпилепсией и у животных, у кото-
рых эпилептическая активность вызывалась экспериментально, повышена экс-
прессия рецептора GPR40, принадлежащего к семейству рецепторов, сопряжен-
ных с G-белком. С использованием двух моделей эпилепсии удалось установить,
что активация GPR40 облегчает судороги, вызванные каинатом, а в отношении
животных, получавших инъекции пентилентетразола в ходе киндлинга, активация
GPR40 снижала подверженность животных к судорогам. Регистрация синаптиче-
ской активности методом пэтч-кламп показала, что GPR40 влияет на NMDA-ре-
цептор-опосредованную синаптическую передачу. Амплитуда NMDA-рецептор-
опосредованных ВПСТ снижалась в присутствии GW9508, селективного агониста
GPR40, и увеличивалась в присутствии GW1100 – селективного антагониста GPR40.
Напротив, AMPA-рецептор-опосредованные ВПСТ не изменились в присутствии
GW9508 и GW1100. Кроме того, GPR40 регулировал поверхностную экспрессию
GluN2A и GluN2B [181]. Таким образом, GPR40 способен модулировать эпилепти-
ческую активность и является потенциальной мишенью для терапевтического вме-
шательства.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Эпилепсия зачастую сопровождается дисрегуляцией NMDA-рецепторов, что де-
лает эти рецепторы перспективной терапевтической мишенью. Несмотря на кажу-
щуюся привлекательность применения антагонистов NMDA-рецепторов для по-
давления судорог, результаты проведенных исследований на животных оказались
противоречивыми. Применение антагонистов NMDA-рецепторов сопровождалось
рядом побочных эффектов, таких как: нейродегенеративные изменения в цингу-
лярной и ретросплениальной коре [174], психотомиметические эффекты [182],
ухудшение обучаемости [183]. Минимум побочных эффектов вызывало примене-
ние антагонистов глицинового сайта и конкурентных антагонистов, в то время как
использование высокоаффинных антагонистов открытого состояния канала при-
водило к обширному спектру нарушений.

Снизить смертность и вероятность развития эпилепсии можно, обеспечив более
эффективное лечение эпилептического статуса. Уточнение рекомендаций по тера-
пии эпилептического статуса, основанное на накопленных данных о наблюдаемых
в ходе эпилептического статуса изменениях синаптической передачи, сокращение
временного промежутка между манифестацией заболевания и началом терапевти-
ческого вмешательства, а также раннее использование политерапии потенциально
могут быть использованы для предотвращения эпилептогегеза и являются пер-
спективными направлениями лечения эпилепсии.
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Role of NMDA Receptors in Epileptogenesis
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Epilepsy is characterized by the occurrence of recurrent, spontaneous seizures. Pharma-
coresistance is observed in almost 30% of cases, in which instance, the disease can wors-
en and lead to cognitive impairments and the development of comorbid neuropsychiat-
ric disorders. Early therapeutic intervention can reduce the severity of the disease. At the
same time, suppression of epileptogenesis is considered the most promising strategy for
preventing epilepsy development after epileptogenic traumatic events. NMDA receptors
are regarded as one of the most promising targets for suppressing epileptogenesis.
NMDA receptor functions were shown to be impaired at all stages of epilepsy develop-
ment. Changes in their expression are observed as early as the first hours after acute sei-
zures, and NMDA receptors are actively involved in the generation of epileptic activity.
Moreover, antagonists of NMDA receptors efficiently suppress epileptiform activity in
various seizures models and models of status epilepticus. In this review, we consider the
available data on the role of NMDA receptors in the development of epilepsy, changes in
their expression at different periods of epileptogenesis, and the potential of antagonists
and modulators of NMDA receptors in the prevention of epileptogenesis.

Keywords: NMDA receptor, NMDA receptor antagonist, NMDA receptor subunit, epi-
leptogenesis, epilepsy model
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Апоптоз является нормальным физиологическим процессом, направленным на
регуляцию размеров клеточных популяций за счет поддержания баланса между
пролиферацией и гибелью клеток. При бактериальных и вирусных инфекциях
апоптоз может рассматриваться как способ защиты организма хозяина, направ-
ленный на элиминацию инфицированных клеток без индукции воспалительной
реакции. Апоптоз участвует в разрешении воспаления за счет ряда механизмов,
ингибирующих иммунный ответ. В качестве одного из факторов антимикробно-
го иммунитета апоптоз может способствовать очищению организма от возбуди-
телей и в то же время обеспечивает кросс-презентацию микробных антигенов
для индукции адаптивного иммунного ответа в условиях инфекции. Патогенные
микроорганизмы при выживании и размножении в организме хозяина использу-
ют разнообразные стратегии, позволяющие регулировать процессы апоптоза. Бак-
терии и вирусы способствуют элиминации защитных иммунных клеток, индуци-
руя их апоптоз. В то же время подавление процессов апоптоза в инфицированных
клетках позволяет патогенам сохранять необходимые для своего выживания ре-
пликативные ниши и избегать атаки со стороны клеток иммунной системы орга-
низма-хозяина. Разработка препаратов для целенаправленной искусственной
регуляции процессов апоптоза открывает новые возможности для терапии ин-
фекционных заболеваний.
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Апоптоз является нормальным физиологическим процессом, направленным на
регуляцию размеров клеточных популяций за счет поддержания баланса между вы-
живанием и гибелью клеток. При инфекции апоптоз может рассматриваться как
один из защитных механизмов, способствующих элиминации инфицированных
клеток без индукции воспалительной реакции, которая сопутствует некротической
гибели. Это особенно важно в барьерных тканях, таких как кишечный эпителий.
В этом случае некротическая гибель зараженных клеток с развитием воспалитель-
ного процесса может приводить к нарушению барьерной функции эпителия и уси-
ливать вероятность инвазии микробов, в том числе, симбиотических. Индукция
апоптоза при инфекциях способствует эффективной элиминации репликативных
ниш и ограничению возможности диссеминации внутриклеточно паразитирую-
щих патогенов, благодаря последующему фагоцитозу апоптотических тел инфици-
рованных клеток. Апоптоз также играет важную роль в презентации микробных

ОБЗОРЫ



1480 ФРЕЙДЛИН и др.

антигенов Т-лимфоцитам для индукции адаптивного иммунитета. Индукция апо-
птоза при завершении инфекции служит важным механизмом элиминации эффек-
торных популяций лимфоцитов для терминации иммунного ответа и восстановле-
ния гомеостаза [1, 2].

Патогенные микроорганизмы используют разнообразные стратегии, позволяю-
щие регулировать процессы апоптоза, чтобы инвазировать, выжить и размножаться
в организме хозяина. За счет индукции апоптоза бактерии и вирусы способствуют
элиминации иммунных клеток, участвующих в поддержании протективного иммун-
ного ответа. И наоборот, ингибируя процессы апоптоза, патогены сохраняют необ-
ходимые для их выживания репликативные ниши и избегают атаки со стороны
клеток иммунной системы организма-хозяина. Один и тот же патоген на разных ста-
диях развития инфекции может разнонаправленно регулировать этот процесс [3].

ПУТИ ИНДУКЦИИ АПОПТОЗА

Морфологически апоптоз проявляется сморщиванием клетки, конденсацией
ядра, образованием пузырей в цитоплазме. Более точными маркерами этого про-
цесса является активация каскада каспаз (цистеин-зависимых аспартат-специфи-
ческих протеаз), деполяризация мембран митохондрий, олигонуклеосомальная
фрагментация ДНК, усиление продукции активных форм кислорода (АФК), пере-
распределение в клетке цитохрома С, активация проапоптотического белка Bax,
транслокация фосфатидилсерина (PtdSer) с внутренней поверхности плазматиче-
ской мембраны клетки на наружную.

В настоящее время выделяют экзогенный и эндогенный пути индукции апоптоза.
Экзогенный путь индукции апоптоза запускается после связывания специфиче-
ских трансмембранных белков TNF-R1, Fas (APO-1 или CD95), DR4 (TRAIL-RI) и
DR5 (TRAIL-RII) на поверхности клетки-мишени с их лигандами: TNFα, FasL (от
англ. Fas ligand) и TRAIL (от англ. TNF-related apoptosis-inducing ligand) соответ-
ственно. Связывание рецепторов апоптоза с лигандами инициирует формирова-
ние мультибелкового комплекса DISC (Death-inducing signaling complex), образо-
ванного членами семейства “рецепторов смерти”, адапторной молекулой FADD
(от англ. Fas-associated protein with death domain) и каспазой 8. FADD служит плат-
формой для рекрутирования и активации инициирующих каспаз 8, 10 и далее –
эффекторных каспаз 3, 6, 7 [4, 5]. Этот сигнальный каскад завершается апоптоти-
ческой гибелью клеток, что сопровождается экспозицией на наружной поверхно-
сти цитоплазматической мембраны PtdSer [6].

Эндогенный или митохондриальный путь индукции апоптоза контролируется
белками, относящимися к семейству Bcl-2, регулирующими пермеабилизацию
внешней мембраны митохондрий (MOMP – от англ. Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilization). В рамках этого семейства выделяют BH3-only-семейство проапо-
птотических и Bcl-2-семейство антиапоптотических белков, которые экспрессиру-
ются на наружной поверхности мембран митохондрий. Активность проапоптоти-
ческих молекул в норме подавляется антиапоптотическими [3]. В ответ на сигналы
апоптоза (например, инфицирование) в клетках активируются Bax/Bak (BH3-only-
семейство белков), что вызывает MOMP и выход в цитозоль митохондриальных
белков смерти, в том числе, цитохрома C [6, 7]. Экзогенный и эндогенный пути
индукции апоптоза ведут к активации каспазы 3, конденсации хроматина и другим
морфологическим изменениям, связанным с завершением апоптоза и образовани-
ем апоптотических телец [8].
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РЕЦЕПТОРЫ И СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ,
УЧАСТВУЮЩИЕ В ИНДУКЦИИ АПОПТОЗА

Сигнальные пути индукции апоптоза совпадают или пересекаются с сигнальны-
ми путями, регулирующими развитие воспаления и иммунного ответа. Это объяс-
няет взаимосвязь между активацией клеток в ходе воспаления и усилением их чув-
ствительности к сигналам, запускающим апоптоз [9]. Паттерн-распознающие ре-
цепторы (PRRs – от англ. Pattern Recognition Receptors) являются сенсорами
консервативных микробных компонентов (PAMPs – от англ. Pathogen-Associated
Molecular Patterns) и участвуют в индукции реакций врожденного и адаптивного
иммунитета при инфекции. Распознавание микробных паттернов приводит к ак-
тивации NF-κB-, MAPK- и IRFI-сигнальных внутриклеточных каскадов, способ-
ных запускать процессы апоптоза [1, 10, 11]. Активация NF-κB-сигнального пути
после связывания PRRs с лигандами может индуцировать синтез белков, индуци-
рующих (Fas, c-myc, p53, TNF, DR, и каспаза 11) или ингибирующих (IAP белки,
Bcl-2-подобные белки) апоптоз. NF-κB-опосредованное ингибирование апоптоза
сопровождается повышением продукции провоспалительных цитокинов и усиле-
нием воспаления [6]. Большинство исследований процессов апоптоза посвящено
роли Fas (CD95/APO-1) и TRAIL (CD253, TNFSF10, APO2) семейства TNF-рецеп-
торов в регуляции этого типа клеточной гибели. Сигнальный путь Fas задействован в
опосредованном CD8+ T-лимфоцитами уничтожении зараженных вирусом клеток,
элиминации аутореактивных клонов лимфоцитов в центральных органах иммун-
ной системы и эффекторных популяций лимфоцитов по окончании иммунного
ответа [6]. TRAIL-сигнальный путь, так же как Fas вовлечен в регуляцию развития
иммунного ответа [12].

АПОПТОЗ КАК МЕХАНИЗМ ЗАЩИТЫ ОТ ПАТОГЕНОВ

Распространенным следствием инвазии патогенов в клетки организма-хозяина
является их гибель путем апоптоза, но гибель зараженных клеток сам по себе не
способствует элиминации патогена. Напротив, если инфицированные мертвые
клетки быстро не поглощаются фагоцитами, это может приводить к высвобожде-
нию и дальнейшей диссеминации патогенов. Поэтому принципиальную роль в
ограничении диссеминации патогена играет фагоцитоз апоптотических тел зара-
женных клеток, который получил название эффероцитоз. Было установлено, что
этот процесс важен для элиминации Mycobacterium tuberculosis [13, 14]. При зараже-
нии макрофагов низковирулентными штаммами микобактерий в инфицирован-
ных клетках запускается апоптоз. Последующий эффероцитоз апоптотических тел
соседними макрофагами обеспечивает элиминацию патогена. В отличие от этого,
высокопатогенные штаммы M. tuberculosis, инфицируя макрофаги, направленно
ингибируют апоптоз зараженных клеток и, подавляя формирование фаголизосо-
мы, сохраняют репликативные ниши [15].

В физиологических условиях фагоцитоз апоптотических тел является важным
механизмом поддержания иммунологической толерантности к собственным анти-
генам. Однако фагоцитоз апоптотических тел инфицированных клеток способ-
ствует индукции адаптивного иммунного ответа против патогенов. На поверхности
большинства клеток организма в составе молекул MHC I класса презентируются
исключительно пептиды эндогенного происхождения. Эффероцитоз служит од-
ним из основных механизмов, обеспечивающих презентацию в составе молекул
MHC I класса экзогенных антигенов (кросс-презентацию) с активацией антиген-спе-
цифических клонов цитотоксических Т-лимфоцитов [16–18]. Тонкие механизмы, ре-
гулирующие эти процессы, остаются малоизученными. Установлено, что апопто-
тические клетки продуцируют специфические привлекающие фагоциты хемоат-
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тракты: хемокины (CX3CL1) [19], липиды (сфингозин-1-фосфат (s1P) [20],
лизофосфатидилфолин (LPC) [21] и нуклеотиды (atP, utP) [22, 23]. Кроме того, та-
кие клетки экспонируют на своей поверхности молекулы типа “eat me”, из кото-
рых PtdSer является единственным универсальным маркером апоптоза. Поверх-
ностные белки фагоцитирующих клеток, которые могут прямо или опосредованно
связываться с этим фосфолипидом, являются наиболее хорошо изученными. Сиг-
налы “eat me” могут распознаваться фагоцитарными рецепторами (TIM, CR3,
CR4, SRA, CD36, CD206, α5β3- и α5β5- интегринами) непосредственно или через
адапторные молекулы (коллектины, C1q-компонент комплемента, маннозосвязы-
вающий лектин, пентраксин 3 и фиколины) [18, 24–27].

Нередко проникновение патогенов в макрофаги может происходить в результа-
те рецептор-опосредованного фагоцитоза апоптотических тел инфицированных
клеток. Мембранный белок макрофагов TIM4 (от англ. T-cell immunoglobulinand
mucin-domain-containing molecule) способен связывать экспонируемый на мембра-
не апоптотичеких клеткок PtdSer и служит рецептором эффероцитоза [8].

После захвата дендритными клетками апоптотические тела, содержащие мик-
робные антигены, попадают в эндосомы, в кислой среде которых под действием
катепсина D происходит их протеолиз. Для того, чтобы экзогенные белки, содер-
жащиеся в эндосомах, транспортировались в цитозоль, они должны быть развер-
нуты, и этот процесс анфолдинга осуществляется специальным ферментом GILT
(от англ. gamma-interferon-inducible lysosomal thiol reductase). Далее пептиды транс-
портируются в цитозоль и в протеосомы для деградации [28–33]. Продукты про-
теосомной деградации поступают в эндоплазматический ретикулум, и образую-
щиеся комплексы антигенов с молекулами MHC I транспортируются на поверх-
ность дендритных клеток для презентации и распознавания цитотоксическими
CD8+ T-клетками. Дендритные клетки также могут презентировать пептиды из
фагосом, содержащих апоптотический материал, в ассоциации с молекулами
MHC II класса. Это обеспечивает распознавание антигенов CD4+ Т-клетками,
что также необходимо для индукции адаптивного иммунного ответа на внутри-
клеточные патогены [23, 34, 35].

В литературе существуют многочисленные данные, подтверждающие, что эффе-
роцитоз при инфекции является важным источником антигенов для перекрестной
презентации дендритными клетками [23, 36–41]. Кросс-презентация играет клю-
чевую роль в инициации адаптивного иммунного ответа на вирусы. Поскольку для
праймирования CD8+ Т-клеток требуется доступ вирусных антигенов к аппарату
процессинга и презентации в составе MHC I класса, индукция адаптивного им-
мунного ответа против вирусов, неспособных продуктивно инфицировать денд-
ритные клетки, зависит от эффероцитоза зараженных апоптотических клеток и по-
следующей кросс-презентации антигенов. Было установлено, что эффероцитоз
апоптотических тел моноцитов, инфицированных вирусом гриппа, обеспечивает
презентацию антигенов вируса в составе MHC I класса и активацию CD8+ Т-лим-
фоцитов [23, 34, 35]. Такие же результаты были получены в исследованиях апопто-
тических тел клеток, зараженных Salmonella typhimurium, CMV человека (Human cy-
tomegalovirus), M. tuberculosis, HSV (Herpes simplex virus) и HIV-1 (Human Immunode-
ficiency Virus-1) [23, 36–41]. Поглощение дендритными клетками апоптотических
тел HIV-1-инфицированных клеток приводило к кросс-презентации антигенов в
составе MHC класса I и одновременно обеспечивало презентацию вирусных анти-
генов в составе молекул MHC II класса CD4+ Т-лимфоцитам [23, 38]. Роль эффе-
роцитоза в перекрестной презентации вирусных антигенов была доказана при ин-
фекциях, вызванных вирусами оспы, кори, HTLV-1 (Human T-lymphotropic virus-1)
и EBV (Epstein-Barr virus) [29, 41]. Аналогичные наблюдения были сделаны для ря-
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да внутриклеточно паразитирующих бактерий, включая Listeria monocytogenes и
M. tuberculosis [18, 29]. Поглощение апоптотических тел макрофагов инфициро-
ванных M. tuberculosis и BCG-дендритными клетками приводило к активации
CD8+ Т-лимфоцитов [40, 42]. Зараженные Salmonella typhimurium макрофаги поги-
бали путем апоптоза. Апоптотические тела фагоцитировались ближайшими денд-
ритными клетками, которые презентировали бактериальные антигены Т-лимфоци-
там [41]. Зависимость эффективности кросс-презентации бактериальных антигенов
от экспрессии на фагоцитах специфических рецепторов для захвата апоптотического
материала была доказана с использованием дендритных клеток селезенки мышей,
которые активно фагоцитировали апоптотические тела клеток RAW264.7, содержа-
щих Escherichia coli, и презентировали их антигены в комплексе с MHC I класса [43].

На исход эффероцитоза зараженной умирающей клетки влияет как сам возбудитель
инфекции, так и микроокружение. Фагоциты могут интегрировать эти сигналы, что-
бы вызвать наиболее подходящий тип иммунного ответа. Присутствие патогенов в
апоптотических клетках индуцирует активацию фагоцитов за счет взаимодействия
PAMPs с PRRs [18, 44]. Показано, что комбинация апоптотических сигналов и сиг-
налов от TLR-4 индуцирует продукцию дендритными клетками TGF-β, IL-23 и IL-6,
это способствует дифференцировке Th17 эффекторных лимфоцитов [18, 45]. Эф-
фероцитоз апоптотических тел инфицированных E. coli клеток макрофагальной
линии индуцирует экспрессию дендритными клетками CD86, CCR7 и продукцию
IL-6, TGF-β и IL-23. При этом эффероцитоз апоптотических тел неинфицирован-
ных клеток не оказывает подобного влияния на дендритные клетки [18, 46].

Аппарат эндогенного пути индукции апоптоза может играть самостоятельную
роль в иммунной защите. Было показано, что инфицирование клеток рядом внут-
риклеточно паразитирующих бактерий и вирусов вызывает минимальную MOMP с
ограниченной (сублетальной) активацией каспаз, недостаточной для индукции
клеточной гибели [47]. Способность клеток выживать в этом случае обеспечивает-
ся сохранением в клетке некоторого количества интактных митохондрий с нор-
мальным MOMP [48]. Резистентность митохондрий к MOMP зависит от активации
белков Bax или Bak из семейства Bcl-2. Незавершенный апоптоз сопровождается
продукцией провоспалительных цитокинов и, по мнению авторов, носит защит-
ный характер. В случае направленного ингибирования эндогенного пути индукции
апоптоза при микробной инфекции, секреция провоспалительных цитокинов су-
щественно снижалась, и способность эпителиальных клеток ограничивать внутри-
клеточный рост бактерий была нарушена [49].

Одна из важнейших функций апоптоза при инфекции состоит в поддержании
оптимального количества циркулирующих лейкоцитов, которые при воспалении в
большом количестве выходят в периферическую кровь и рекрутируются в очаг вос-
паления и инфекции. От активности апоптоза зависит своевременность удаления
нежизнеспособных клеток, накапливающихся в организме под влиянием разных
повреждающих воздействий, в том числе инфекции. При этом провоспалительная
регуляторная роль апоптоза изменяется на противовоспалительную [1]. Противо-
воспалительные сигналы обеспечивают распознавание фагоцитами PtdSer на по-
верхности апоптотических клеток, что индуцирует продукцию регуляторных цито-
кинов, таких как TGF-β и IL-10 [50, 51] и позволяет избежать развития воспали-
тельных и потенциальных аутоиммунных реакций [18, 52, 53].

МОДУЛЯЦИЯ АПОПТОЗА КАК СТРАТЕГИЯ ВЫЖИВАНИЯ
ПАТОГЕНА В ОРГАНИЗМЕ ХОЗЯИНА

Апоптогенность и антиапоптогенность штаммов возбудителей инфекций кон-
тролируется генетически и по-разному соотносится с их вирулентностью. Как пра-
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вило, действие патогенов направлено на искажение физиологических механизмов
регуляции апоптотической программы. Вместе с тем, многие микроорганизмы за
счет дисрегуляции апоптоза обеспечивают себе более “комфортные” условия вы-
живания в организме хозяина. Другой вариант стратегии выживания патогенов в
организме хозяина связан с индукцией апоптоза клеток иммунной системы орга-
низма, функции которых направлены на элиминацию возбудителей инфекции.

Самой очевидной стратегией патогенов, связанной с регуляцией апоптоза, явля-
ется индукция гибели эффекторных популяций лейкоцитов для избегания атаки со
стороны иммунной системы организма-хозяина. Например, при инфекции, вы-
званной Streptococcus pyogenes, первоначальное усиление провоспалительных функ-
ций гранулоцитов (хемотаксиса, фагоцитоза, дегрануляции и продукции АФК)
при запуске апоптоза сменялось их угнетением [54]. В экспериментах на мышах
была выявлена зависимость характера клеточной гибели и воспалительного ответа
гранулоцитов от вирулентности штаммов Streptococcus pyogenes. Авирулентный
штамм Streptococcus pyogenes при заражении нейтрофилов вызывал активацию кас-
пазы 3 и фрагментацию ядер клеток. В отличие от этого, вирулентный штамм
стрептококка индуцировал вакуолизацию клеток с повышением проницаемости
плазматической мембраны, что вело к некротической гибели клеток c развитием
воспаления [55].

Индукция апоптоза лимфоцитов может использоваться патогенными бактериями
для ослабления реакций адаптивного иммунитета. Ранняя лимфопения, описан-
ная при инфекции, вызванной L. monocytogenes, являлась результатом апоптоза
лимфоцитов, индуцированного фактором патогенности этих бактерий – листе-
риолизином. Гибель лимфоцитов вела к снижению эффективности клеточных за-
щитных реакций [56].

Но не всегда гибель клеток организма-хозяина бывает полезна патогенным бак-
териям. Внутриклеточно паразитирующие бактерии нуждаются в сохранении ин-
фицированных клеток в качестве ниш для собственного выживания и размноже-
ния. В этом случае бактерии могут ингибировать или модифицировать процесс
апоптоза. L. pneumophila формируют в макрофагах вакуоль для репликации, в кото-
рой синтезируют бактериальные белки, ингибирующие проапоптотические сигна-
лы в инфицированных клетках и, таким образом, способствуют усилению их жиз-
неспособности [57].

Ингибирование апоптоза в клетках, зараженных M. tuberculosis, может снижать
эффективность эффероцитоза и кросс-презентации антигенов. Это подтверждают
данные экспериментов, в которых было показано, что M. tuberculosis, ингибируя
апоптоз, способствуют развитию некроза инфицированных макрофагов, и это
ограничивает активацию специфических CD8+ Т-лимфоцитов [18, 58–60].

Установлено, что среди облигатно внутриклеточных паразитов преобладают инги-
бирующие апоптоз эффекты, а среди внеклеточно паразитирующих преобладают эф-
фекты, активирующие этот процесс. Однако четкой взаимосвязи антиапоптотиче-
ской активности с внутриклеточным паразитированием бактерий не прослежива-
ется. Патогены могут использовать отсроченную клеточную гибель в начале
инфекции и индукцию клеточной гибели на поздних стадиях для выхода бактерий
из зараженных клеток. Внеклеточно паразитирующие бактерии, такие как S. pyo-
genes, нередко приобретают свойства факультативно внутриклеточно паразитиру-
ющих бактерий и вместе с этим способность ингибировать апоптоз [61].

Одни и те же патогены в динамике инфекции могут прибегать к разным страте-
гиям: индуцировать или ингибировать апоптоз, использовать разные механизмы
влияния на апоптоз в зависимости от того, какие клетки организма они заражают [3].
Salmonella spp. могут подавлять апоптоз в эпителиальных клетках кишечника, обес-
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печивая свое длительное внутриклеточное выживание, но индуцировать апоптоз
макрофагов в Пейеровых бляшках для усиления диссеминации [62].

Трудно однозначно оценить зависимость характера влияния на апоптоз от степе-
ни вирулентности патогена. У одних бактерий (например, S. pyogenes) доказана пря-
мая корреляция между вирулентностью и способностью индуцировать апоптоз [61].
У других бактерий (например, M. tuberculosis), напротив, низкая вирулентность ат-
тенуированных штаммов сопряжена с активной индукцией апоптоза [63]. Ингиби-
рование апоптоза в инфицированных вирулентными M. tuberculosis макрофагах
служит для создания репликативных ниш и позволяет патогену избежать атаки со
стороны клеток иммунной системы. Авирулентные и аттенуированные бактерии
индуцировали значительно более выраженный апоптоз по сравнению с вирулентны-
ми, хотя вирулентные штаммы реплицировались в макрофагах гораздо быстрее, чем
аттенуированные. Очевидно, апоптоз макрофагов в этом случае служил защитной ре-
акцией, препятствующей внутриклеточной репликации бактерий [64].

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИЯ
АПОПТОЗА ПАТОГЕННЫМИ БАКТЕРИЯМИ

Патогенные бактерии могут влиять на апоптоз опосредованно, вмешиваясь во
внутриклеточные сигнальные пути (например, NF-κB) и непосредственно воз-
действовать на отдельные звенья апоптотического каскада (мембрану митохон-
дрий и каспазы) (рис. 1, табл. 1). В частности, влияние патогенов на процессы
апоптоза опосредовано связыванием PAMPs и других бактериальных факторов с
рецепторами PRRs, FasL, TNF-R1, Apo2/Apo3 на клетках организма-хозяина.
Например, Yersinia sp. для индукции апоптоза в инфицированных мышиных мак-
рофагах используют сигнальный путь от рецептора TLR4 с активацией адаптер-
ного белка TRIF [65].

Примером сложного взаимодействия патогена с клетками организма-хозяина
служит апоптоз макрофагов при иерсиниозе. В ответ на заражение, в макрофагах
происходит активация MAPK- и NF-κB-сигнальных путей. Это поддерживает
жизнеспособность клеток за счет усиления экспрессии ингибиторов апоптоза. Для
противодействия этому Yersinia spp. секретируют протеазу YopJ, которая инактиви-
рует MAPK- и NF-κB-сигнальные каскады и индуцирует апоптоз макрофагов [66].

Часто действие бактериальных факторов патогенности опосредовано их влия-
нием на экспрессию регулирующих апоптоз Bcl-белков [1]. Так, апоптоз, индуци-
рованный токсином PorB, который продуцирует Neisseria gonorrhoeae, связан с
формированием пор и нарушением проницаемости мембраны митохондрий, одно-
временно тот же токсин активирует проапоптотический белок BH3 [67]. Цитоток-
син VacA, который продуцирует Helicobacter pylori, индуцирует апоптоз за счет акти-
вации проапоптотического белка Bax [68]. Тот же VacA вызывает снижение экспрес-
сии STAT3 и ответственных за выживание клетки белков семейства Bcl-2: Bcl-XL,
Bcl-2, что ведет к апоптозу эпителиальных клеток желудка [69].

Использование апоптоза для элиминации клеток иммунной системы организма-
хозяина характерно для S. pyogenes. Инфекция, вызванная стрептококками группы
А (GAS), индуцирует апоптотическую гибель макрофагов за счет активации мат-
риксных металлопротеаз стрептококковой цистеиновой протеазой SpeB. Негатив-
ные по SpeB GAS мутанты не обладают выраженной способностью к индукции
апоптоза в отличие от дикого типа GAS [61]. На мышиной модели тяжелой инва-
зивной GAS-инфекции было показано, что SpeB индуцирует продукцию в макро-
фагах проапоптотических TNFα и FasL. С помощью методов ДНК-микрочипов и
RT-PCR было установлено, что при GAS инфекции в мышиных макрофагах про-
исходила активация генов, кодирующих каспазы1, 9, 14. Индукция апоптоза при
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Рис. 1. Влияние бактерий и вирусов на пути апоптоза (по [3]). Бактерии и вирусы индуцируют митохон-
дриальный (эндогенный) или опосредованный рецепторами клеточной гибели (экзогенный) пути апо-
птоза. Патогены (и их продукты) либо прямо интерферируют с апоптозом путем активации BCL-2-бел-
ков, влияния на митохондрии, каспазы либо нарушают сигналинг от рецепторов клеточной гибели.
Fig. 1. Targeting apoptosis pathways by bacteria and viruses (by [3]). Pathogens induce the mitochondria (intrin-
sic) or cell death receptor (extrinsic) mediated apoptosis pathway. Pathogens (and their effectors) either directly
interfere with apoptosis by triggering the upregulation of BCL-2 proteins, targeting mitochondria, caspases, or
target death receptor signaling.
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этом способствовала уменьшению популяции макрофагов и выживанию патоген-
ных стрептококков [70]. Фактор вирулентности S. pyogenes стрептолизин О (SLO)
индуцирует апоптоз макрофагов in vitro за счет ремоделирования и деполяризации
мембран митохондрий, с выделением цитохрома С и активацией каспаз. В модели
системной стрептококковой инфекции у мышей было показано, что дефицитные
по SLO мутанты S. pyogenes отличались сниженной способностью индуцировать
апоптоз и сниженной вирулентностью. Общий ингибитор каспаз блокировал SLO-
индуцированный апоптоз и усиливал бактерицидность макрофагов в отношении
стрептококка [71].

Разнообразные механизмы блокирования клеточной гибели являются важными
компонентами стратегии выживания и размножения внутриклеточно паразитиру-
ющих бактерий: M. tuberculosis, Legionella pneumophila, Coxiella burnetii, Brucella spp.
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Таблица 1. Влияние бактерий на пути апоптоза (по [3, 12])
Table 1. Targeting apoptosis pathways by bacteria (by [3, 12])

Жирным шрифтом выделены внутриклеточно паразитирующие бактерии.
Bold – intracellular parasitic bacteria.

Бактерии
Bacteria

Апоптоз
Apoptosis

Механизм действия
Mechanism

Клетки-мишени
Cell type

C. diphtheriae
Индукция
Induction

Эукариотический фактор
элонгации 2
Eukaryotic elongation factor 2

Эпителиальные клетки 
Epithelial cells

P. aeruginosa
Индукция
Induction

Эукариотический фактор
элонгации 2
Eukaryotic elongation factor 2

Эпителиальные клетки 
Epithelial cells

N. gonorrhoeae

Индукция
Induction

Усиление MOMP
Increases MOMP

Эпителиальные клетки 
Epithelial cells

Ингибирование
Inhibition

Экспрессия генов антиапоптоти-
ческих белков
Increases antiapoptotic genes

Полиморфоядерные
лейкоциты PMLs

S. flexneri

Индукция
Induction

Активация каспазы 1
Caspase 1 activation

Макрофаги
Macrophages

Ингибирование
Inhibition

Подавление выхода
цитохрома С
Prevents cytochrome c release

Эпителиальные клетки 
Epithelial cells

L. pneumophila

Индукция
Induction

Каспаза 3
Caspase 3

Макрофаги
Macrophages,
эпителиальные клетки 
Epithelial cells

Ингибирование
Inhibition

Экспрессия генов антиапоптоти-
ческих белков
Increases antiapoptotic genes

Моноциты Monocyte 
клетки U937, A549

E. coli K1

Индукция
Induction

Экзогенный и эндогенный пути 
Extrinsic and intrinsic pathways

Эпителиальные клетки 
Epithelial cells

Ингибирование
Inhibition

Экспрессия BclXL
Expression BclXL

Макрофаги
Macrophages

R. rickettsii

Ингибирование
Inhibition

Активация путей выживания
в клетке
Activation of cell survival pathways

Эндотелиальные клетки
Endothelial cells

Индукция
Induction

Фрагментация ДНК
DNA fragmentation

Нейроны
Neurons

M. tuberculosis

Индукция
Induction

Сигнальный каскад. TNF,
эндогенный путь
TNF pathway, Intrinsic pathway

Макрофаги
Macrophages

Ингибирование
Inhibition

Активация NF-κB, экспрессия
Bcl-2 Activation of the NF-κB,
expression of Bcl-2

Эпителиальные клетки 
Epithelial cells

C. trachomatis

Ингибирование
Inhibition

Блокирование выхода
цитохрома C
Blocking the release
of cytochrome C

Эпителиальные клетки 
Epithelial cells

L. monocytogenes Индукция 
Induction

Каспазы-3,-6,-9
Сaspases-3,-6, -9

Макрофаги
Macrophages

S. typhimurium Индукция
Induction

Caspase 1 activation Макрофаги
Macrophages

Y. pseudotuberculosis

Ингибирование
Inhibition

Подавление продукции АФК
Inhibition ROS production

Полимофоядерные
лейкоциты
PMLs

Индукция
Induction

Ингибирование ERK и NF-κB
Inhibition ERK and NF-κB

Макрофаги, дендритные 
клетки
Macrophages,
dendritic cells
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(табл. 1). Мишенями их действия могут быть NF-κB- или инфламмасома-зависимые
сигнальные каскады [72]. Для ингибирования апоптоза патогены также используют
защиту митохондрий и предупреждение выхода цитохрома С (Chylamidia spp. и Neis-

seria spp.), активацию генов, ответственных за выживание клеток (Salmonella spp. и
Rickettsia spp.), ингибирование каспаз, активацию фосфоинозитид-3-киназы (PI3K)
и протеинкиназы В (PKB) (Shigella spp. и Legionella spp.) [3, 73].

Патогенные бактерии могут индуцировать в клетках синтез антиапоптотических
белков. Такой механизм подавления апоптоза для создания репликативных ниш в
зараженных клетках использует M. tuberculosis [3]. Для M. tuberculosis характерна об-
ратная корреляция между вирулентностью и способностью индуцировать апоптоз.
Индуцированный при заражении макрофагов микобактериями апоптоз способ-
ствует очищению организма от патогена [58, 59]. Макрофаги, инфицированные ат-
тенуированными штаммами M. tuberculosis, усиленно продуцируют PGE2 (Prosta-
glandin E2), который препятствует некрозу и способствует развитию апоптоза. Ви-
рулентные штаммы M. tuberculosis ингибируют продукцию PGE2, но индуцируют
синтез липоксина А4 (LXA4), что увеличивает вероятность гибели клеток путем не-
кроза. Способность вирулентных M. tuberculosis активно ингибировать апоптоз
макрофагов была подтверждена в экспериментах на нокаутированных мышах, не-
способных продуцировать PGE2. Макрофаги таких мышей погибали путем некроза
при внутриклеточной инфекции M. tuberculosis. Таким образом, регуляция баланса
продукции PGE2 и LXA4 зависит от вирулентности M. tuberculosis и определяет ме-
ханизм гибели инфицированных макрофагов, что влияет на исход инфекции [60].
При изучении молекулярных механизмов регуляции этих процессов было установ-
лено, что M. tuberculosis индуцирует эндогенный путь апоптоза в макрофагах in vitro

и in vivo с активацией каспазы 3. Выживание M. tuberculosis в макрофагах организ-
ма-хозяина связывают с устойчивостью клеток к апоптозу из-за индукции антиа-
поптотического белка Mcl-1 из семейства Bcl-2 [74]. Ген secA2, кодирующий ассо-
циированные с вирулентностью бактериальные белки, необходим для подавления
апоптоза макрофагов, инфицированных M. tuberculosis. Инактивация secA2 снижа-
ла продукцию микобактериальной супероксидисмутазы А (SodA), что приводило к
усилению апоптоза инфицированных макрофагов. При заражении мышей M. tu-

berculosis с делецией гена secA2 значительно повышалась активация антиген-специ-
фичеких CD8+ T- клеток, что могло быть следствием усиления апоптоз-зависимой
кросс-презентации бактериальных антигенов. У M. tuberculosis идентифицирован
также ген nuoG. Мутанты M. tuberculosis с делецией этого гена отличались усилен-
ной способностью индуцировать апоптоз инфицированных макрофагов. Изучение
таких мутантов на модели инфекции у мышей показало наличие прямой связи
между способностью бактерий ингибировать апоптоз и их вирулентностью [63].
Пять из одиннадцати серин-треонин-протеинкиназ (STPKs): pknE, pknG, pknH,
pknI, и pknK, которые экспрессирует M. tuberculosis, обладают способностью под-
держивать внутриклеточное выживание бактерий. Действие одного из этих белков
PknE направлено на подавление апоптоза и способствует адаптации M. tuberculosis

к внутриклеточному выживанию [75].

В то же время, M. tuberculosis может ингибировать апоптоз альвеолярных эпите-
лиальных клеток за счет усиления продукции растворимых рецепторов TNFR-2
(sTNFR2), которые препятствуют проапоптотической активности TNF-α. Кроме
того, в зараженных M. tuberculosis эпителиальных клетках повышается экспрессия
гена, кодирующего антиапоптотический белок Bcl-2, и снижается экспрессия ге-
нов, кодирующих проапоптотические Bax- и Bad-белки [76].
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МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИЯ АПОПТОЗА ВИРУСАМИ

Механизмы модуляции апоптоза при вирусных инфекциях сходны с таковыми
при инфекциях, вызванных облигатно внутриклеточными бактериями. Апоптоти-
ческая гибель инфицированных вирусами клеток не препятствует выживанию и
успешной внутриклеточной репликации патогена. Вместе с тем, вирусы проявля-
ют антиапоптотическую активность, чтобы сохранить клетку живой в качестве ни-
ши для собственной репликации. И есть примеры вирусных инфекций, при кото-
рых блокада апоптоза приводит к повышению титра вирусов, что свидетельствует о
возможности противовирусного эффекта апоптоза [35].

Характер влияния вирусов на апоптоз зависит от выбора клетки-мишени. Так,
вирус модифицированной осповакцины (MVA) индуцировал апоптоз макрофагов
и дендритных клеток, но ингибировал апоптоз эпителиальных клеток. Вирус гепа-
тита С (HCV) индуцировал апоптоз макрофагов и цитотоксических Т-лимфоци-
тов, но ингибировал оба пути индукции апоптоза в гепатоцитах (табл. 2) [12].

Вирусы разных семейств, преимущественно ДНК-содержащие (в табл. 2 выделе-
ны жирным шрифтом), имеют белки, угнетающие апоптоз, для подавления или от-
срочки клеточной гибели и продления жизни клеток хозяина. У некоторых ДНК-со-
держащих вирусов присутствуют белки, угнетающие апоптоз за счет антагонизма с
проапоптотическими каспазами [3, 77]. Мишенями вирусных ингибиторов апоптоза

Таблица 2. Влияние вирусов на пути апоптоза (по [12])
Table 2. Targeting apoptosis pathways by viruses (by [12])

Жирным шрифтом выделены названия ДНК-содержащих вирусов.
Bold – the names of DNA viruses. 

Вирусы
Viruses

Апоптоз
Apoptosis

Механизм действия
Mechanism

Клетки-мишени
Cell type

Hepatitis C virus

Индукция
Induction

Экзогенный путь
Extrinsic pathway

Цитотоксические лим-
фоциты,макрофаги
Cytotoxic lymphocytes, 
macrophages

Ингибирование
Inhibition

Ингибирование Fas- и эндоген-
ного пути
Inhibits both Fas pathway
and intrinsic pathway

Гепатоциты
Hepatocytes

HIV-1 Индукция
Induction

Fas-путь
Fas pathway

CD4+ T-лимфоциты 
CD4+ T-lymphocytes

Rabies virus

Индукция
Induction

Экспрессия Bax и каспазы 1
Expression of Bax and caspase 1

Клетки нейробластомы 
Neuroblastoma cell

Индукция
Induction

Nedd-2 ген каспазы, активация 
каспазы 8 
Caspase gene Nedd-2, аctivation of 
caspase 8

Нейроны
Neurons

Epstein-Barr virus

Ингибирование
Inhibition

Экспрессия
антиапоптотических генов
Upregulation
of antiapoptotic genes

B лимфоциты
B lymphocytes

Human cytomegalovirus

Ингибирование
Inhibition

Ингибирование Fas и опосредо-
ванного каспазами апоптоза
Inhibits Fas and caspase-mediated 
apoptosis

Фибробласты линии 
MRC-5, клетки HeLa 
MRC-5 fibroblasts, HeLa 
cells

Adenovirus

Индукция
Induction

Ген белка ретинобластомы
Retinoblastoma gene

Клетки REF52
REF52 cells

Ингибирование
Inhibition

p53 сигнальный путь
p53 pathway

Цитотоксические Т лим-
фоциты
Cytotoxic lymphocytes
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могут служить и другие ферменты, участвующие в механизмах апоптоза. Некото-
рые вирусы используют клеточные каспазы при репликации и созревании вирус-
ных белков для облегчения выхода из клетки новых вирионов [35].

Многие вирусы подавляют апоптоз за счет регуляции экспрессии белков семей-
ства Bcl-2. LMP1-белок оболочки EBV индуцирует повышение экспрессии антиа-
поптотического белка Bcl-2 и, тем самым, обеспечивает сигнал выживания инфи-
цированных В-лимфоцитов [78]. Это позволяет EBV персистировать в В-лимфоци-
тах [79]. В геноме EBV закодирован собственный белок BHRF1, имеющий
высокую степень гомологии с Bcl-2, который предупреждает апоптоз инфициро-
ванных клеток на начальной стадии инфекции [80]. CMV человека экспрессирует
ингибитор эндогенного пути апоптоза (vMIA), цитопатический эффект которого
связан с инактивацией проапоптотического белка Bax [81].

Вирусы ингибируют апоптоз за счет экспрессии антагонистов рецепторов клеточ-
ной гибели. Примером служит HSV, действие которого на клетки организма-хозяина
опосредовано рецепторами семейства TNFα. Поверхностные белки HCV ингибиру-
ют Fas-опосредованный апоптоз, за счет подавления экспрессии Fas и FasL [82]. HIV
(Human Immunodeficiency Viruses) проникает в клетки за счет взаимодействия бел-
ка оболочки вируса gp120 с молекулой CD4 и хемокиновым рецептором CXCR4
на Т-клетках. Взаимодействие gp120 с CD4/CXCR4-рецепторным комплексом
вызывает быстрое снижение трансмембранного потенциала митохондрий в клет-
ках с последующим выделением цитохрома С в цитозоль. Такой gp120-опосредо-
ванный апоптоз вносит существенный вклад в снижение количества CD4 Т-лим-
фоцитов при СПИДе [83].

У большинства вирусов выявлена проапоптотическая активность, которая часто
способствует гибели иммунных клеток. Например, вирус гриппа H5N1 индуцирует
экспрессию гена, кодирующего Fas и вызывает апоптоз инфицированных макро-
фагов. Более того, заражение клеток этим вирусом индуцирует коэкспрессию Fas и
FasL на поверхности инфицированных вирусом гриппа клеток, а контакт заражен-
ных клеток друг с другом ведет к индукции апоптоза [35].

ПОПЫТКИ ИСКУССТВЕННОЙ РЕГУЛЯЦИИ АПОПТОЗА

В ряде случаев недостаточная активность апоптоза при инфекциях проявляется
развитием аутоиммунных заболеваний. С другой стороны, усиление апоптоза кле-
ток иммунной системы может приводить к недостаточности иммунных реакций.
И в том, и в другом случае встает вопрос о поисках путей направленного регулиро-
вания процессов гибели клеток. Была выдвинута и обоснована гипотеза о возмож-
ности использования аналогов антиапоптотических и проапоптотческих белков
семейства BCL-2 для искусственного управления этим процессом [2]. Были синте-
зированы малые молекулы – негативные или позитивные модуляторы апоптоза.
Синтетически полученные аналоги белка BH3 прошли доклинические испытания
в качестве возможных лечебных препаратов [7]. Доказанная антиапоптотическая
активность BCL-2, способствующая росту опухолей, послужила стимулом созда-
ния препаратов, блокирующих активность этого белка. Препарат ABT-199 (Veneto-
clax/Venclexta), блокирующий белок BCL-2, проходит доклинические испытания в
качестве противоопухолевого [84]. Разработанные аналоги белка BH3 продемон-
стрировали эффективность при лечении гемобластозов. Показана их эффектив-
ность и способность ингибировать активность белков семейства BCL-2 при лече-
нии инфекции L. pneumophila. Позднее были получены молекулы, напрямую инги-
бирующие активность BAX и угнетающие апоптоз [3, 85].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время в литературе накоплено большое количество данных, дока-
зывающих, что процесс апоптоза играет важную роль в защите организма-хозяина
от патогенных микроорганизмов. Апоптоз обеспечивает защиту организма от об-
лигатно внутриклеточных паразитов. При этом уничтожение инфицированных
клеток ограничивает возможности репликации возбудителей. Апоптоз инфициро-
ванных клеток препятствует диссеминации возбудителей и развитию генерализо-
ванных форм инфекции. Зараженные апоптотические клетки служат материалом
для кросс-презентации микробных антигенов и индукции адаптивного иммунного
ответа. Это делает процесс апоптоза важной мишенью манипуляции со стороны
патогенов. Действие многих факторов патогенности направлено на подавление
этого процесса и связанных с этим защитных реакций организма-хозяина. Важной
стратегией патогенов является индукция апоптоза клеток иммунной системы с це-
лью ослабления их микробицидной активности. В настоящее время проводится
активная разработка новых препаратов для целенаправленной регуляции апоптоза.
С учетом появления все большего количества антибиотико-резистентных штаммов
и недостаточной эффективности большинства противовирусных препаратов, при-
менение препаратов, регулирующих апоптоз для усиления защитных реакций ор-
ганизма-хозяина или подавления репликации и диссеминации патогена, может
быть одной из новых стратегий терапии острых и хронических инфекционных
процессов.
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Apoptosis is a normal physiological process aimed at regulating the size of cells popula-
tions by maintaining a balance between cell survival and death. In bacterial and viral in-
fections, apoptosis can be considered as a way to protect the host, responsible for elimi-
nating infected cells without inducing an inflammatory response. Apoptosis is involved
in the resolution of inflammation, providing an anti-inflammatory effect. As one of the
factors of antimicrobial immunity, apoptosis can help to clear the body from pathogens
and provides a material for cross-presentation of microbial antigens to induction of an
adaptive immune response. Pathogenic microorganisms use a variety of strategies to reg-
ulate apoptosis during their survival and reproduction in the host body. By inducing
apoptosis bacteria and viruses contribute to the elimination of protective immune cells.
At the same time, by suppressing the processes of apoptosis, pathogens can avoid attacks
from the host immune system cells and maintain the replication niches necessary for
their survival. The development of drugs for targeted artificial regulation of apoptosis
processes opens up new opportunities for the treatment of infectious diseases.
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Стандартным модельным объектом для исследования наследственных патологий
сетчатки являются мыши линии C3H, имеющие мутацию в гене Pde6b. У таких
животных нарушается работа фосфодиэстеразы палочек, что приводит к гибели
фоторецепторов и полной потере зрения к 4-й неделе жизни. Было показано, что
у мышей C3H, происходящих из питомников “Charles River Laboratories” – ли-
нии C3H/Crl – встречается дополнительная мутация в гене Gpr179, которая при-
водит к нарушению работы трансдукционного каскада ON-биполярных клеток
сетчатки. Несмотря на широкое распространение мышей линии C3H/Crl в каче-
стве объектов исследований, детального изучения особенностей процесса деге-
нерации фоторецепторов до сих пор не проводилось. Целью данной работы было
изучение временной динамики морфологических и функциональных измене-
ний, происходящих в раннем возрасте в сетчатке мышей линии С3Н/Crl. В каче-
стве контрольной группы были взяты мыши дикого типа – линии C57Bl/6J. Для
оценки функционального состояния сетчатки использовали метод электрорети-
нографии in vivo, морфологический анализ проводили на гистологических пре-
паратах тканей глаза. Показано, что у мышей линии С3Н/Crl ответы сетчатки на
световую стимуляцию лишены вклада палочек и ON-биполярных клеток в тече-
ние всего периода измерений, начиная с 18-го дня жизни, а ответ колбочек исче-
зает к 25-му дню. Количество фоторецепторов и нейронов внутреннего ядерного
слоя сетчатки у мышей линии С3Н/Crl оказывается сниженным уже к 16-му дню
жизни, а к 25-му дню фоторецепторы почти полностью дегенерируют. В то же
время было показано, что амплитуда ответов и чувствительность сетчатки мы-
шей дикого типа не претерпевают значимых изменений в раннем возрасте. По-
лученные данные позволяют составить картину развития патологии сетчатки у
животных линии C3H/Crl.

Ключевые слова: сетчатка, фоторецептор, ON-биполярная клетка, наследственное
заболевание сетчатки, пигментный ретинит, электроретинограмма
DOI: 10.31857/S0869813920120055

Термином “пигментный ретинит” (ПР) обозначается группа наследственных
заболеваний со сходной клинической картиной, которые характеризуются про-
грессирующей дегенерацией фоторецепторных клеток и нарушениями в функцио-
нировании пигментного эпителия сетчатки. Среди наследственных заболеваний
ПР является наиболее распространенной причиной потери зрения и имеет распро-
страненность во всем мире от 1 : 3000 до 1 : 7000 человек [1]. Как правило, патоло-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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гическое состояние развивается в два этапа: на начальной стадии происходит ги-
бель палочек, прогрессирующая от периферии к центру, что проявляется как поте-
ря зрения в темное время суток; в дальнейшем погибают колбочки, в результате
чего поле зрения сужается, и затем наступает полная слепота [2, 3].

В настоящее время активно изучаются механизмы, приводящие к дегенерации
фоторецепторов, а также разрабатываются подходы к замедлению этого процесса
или частичной компенсации зрительной функции после ее потери [4–6]. Класси-
ческим модельным объектом для изучения ПР являются мыши, выведенные на ос-
нове обнаруженной в 1924 г. природной популяции с патологическим фенотипом,
получившим обозначение “rd1" (retinal degeneration type 1, дегенерация сетчатки
1 типа) [7, 8]. Было показано, что причиной гибели фоторецепторов у этих живот-
ных является мутация в гене, кодирующем β-субъединицу фосфодиэстеразы 6 типа
(Pde6b), которая регулирует внутриклеточную концентрацию циклического гуано-
зинмонофосфата (цГМФ) в палочках [9]. Данная мутация включает в себя два из-
менения в нуклеотидной последовательности гена: вставку ретровирусного геном-
ного фрагмента в 1-ом интроне (8.5 тысяч п.о.) и нонсенс-мутацию в 7-ом экзоне,
приводящую к синтезу укороченного, нефункционального белка [10, 11].

Согласно морфологическим данным, у мышей с фенотипом rd1 подавляющее
большинство палочек погибает в период с 8-го по 20-й день жизни, что, в свою
очередь, приводит к уменьшению амплитуды электрических ответов и чувстви-
тельности сетчатки к свету по сравнению со здоровой сетчаткой [12]. Примечатель-
но, что на 18-й день жизни ответы колбочек соответствуют таковым у здоровой сет-
чатки, это говорит о том, что на данном этапе они оказываются не затронутыми
процессом дегенерации. Однако вскоре после полной потери палочек происходит
и стремительная дегенерация колбочек, причины которой к настоящему времени
остаются неясными [12, 13].

Наиболее часто при изучении особенностей фенотипа rd1 или апробации тера-
певтических подходов используются лабораторные мыши C3H. Существует не-
сколько линий C3H, реализуемых различными питомниками и различающихся по
генетическому фону. Было обнаружено, что у животных из питомника “Charles
River Laboratories” (линия 3H/Crl), а также в нескольких его региональных под-
разделениях, присутствует дополнительная мутация в гене Gpr179 [14]. Этот ген
кодирует орфанный рецептор, связанный с G-белком, который является важной
частью сигнального каскада ON-биполярных клеток сетчатки. Ретровирусная
вставка в 1-ом интроне гена (6.5 тысяч п.о.) приводит к нарушению синтеза белка
и потере функциональности каскада [15]. Таким образом, у мышей линии C3H/Crl,
помимо прогрессирующей гибели фоторецепторов, нарушается работа ON-бипо-
лярных клеток, что существенно отличает их от фенотипа rd1.

Несмотря на широкое распространение линии C3H, детального изучения осо-
бенностей процесса дегенерации фоторецепторов у мышей этой линии не прово-
дилось, что ставит под вопрос соответствие результатов, получаемых на этих жи-
вотных, стандартной модели ПР [16]. Вследствие этого остается неизвестным, в
каких аспектах они соответствуют стандартному фенотипу ПР rd1, а в каких – от-
личаются. Известно, что патологический процесс у мышей с фенотипом rd1 не
ограничивается гибелью фоторецепторных клеток, а включает в себя морфологи-
ческие перестройки других клеток сетчатки (см. обзор [17]). Наиболее сильные из-
менения происходят в нейронах внутреннего ядерного слоя, т.е., в том числе и в
ON-биполярных клетках. Поэтому разумно будет предположить, что мутация в ге-
не Gpr179, приводящая к потере функциональной связи биполярных клеток с фо-
торецепторами, может повлиять на эти перестройки на ранних этапах дегенера-
ции, когда зрительная функция еще сохраняется.
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В данной работе была изучена временная динамика морфологических и функ-
циональных изменений сетчатки в раннем возрасте у мышей линии С3Н/Crl в
сравнении с контрольными животными дикого типа.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объект, схема эксперимента
В качестве экспериментальной группы животных с мутациями в генах Pde6b и

Gpr179 использовались мыши линии C3H/Crl (питомник Пущино, Московская об-
ласть).

В качестве контрольной группы животных без нарушений зрительной функции
использовались мыши линии C57Bl/6J (питомник Рапполово, Ленинградская об-
ласть). Работа была проведена с соблюдением принципов гуманности (Директивы
Совета Европейских сообществ 1986 г. 86/609/EEC), одобренных биоэтическим
комитетом Института эволюционной физиологии и биохимии РАН. Животные со-
держались в стандартных условиях при 12-часовом световом цикле с неограничен-
ным доступом к воде и корму.

Экспериментальная часть работы состояла из трех этапов: генотипирования, ги-
стологического анализа морфологического состояния сетчатки и электрофизиоло-
гического анализа функционального состояния сетчатки. Забор проб ДНК мышей,
прибывших из питомника, и генотипирование проводились перед скрещиванием
животных для получения потомства. У родившихся мышат отслеживалась возраст-
ная динамика изменений электрограммы (ЭРГ) в раннем возрасте: с момента от-
крытия глаз (17–18-й день после рождения), на 18-й, 20-й, 22-й и 25-й день после
рождения, к которому, согласно данным литературы, полностью теряют зрение
мыши с фенотипом rd1 [12]. Также на 16-й и 25-й дни жизни у некоторых живот-
ных производился забор препаратов сетчатки для последующего гистологического
анализа. Схема эксперимента приведена на рис. 1.

Генотипирование
Выделение ДНК. Перед проведением основного экспериментального протокола

было проверено соответствие генов Pde6b и Gpr179 мутантной аллели или дикому
типу у линейных животных. Для выделения ДНК из фрагментов мышиных хвостов
длиной 1–1.5 мм использовался метод HotSHOT [18]. Образцы ткани инкубирова-
ли в 50 мкл лизирующего буфера (25 мM NaOH + 0.2 мM EDTA) в течение 60 мин
при 95°С, затем добавляли 50 мкл нейтрализующего буфера (40 мM Трис-HCl). Все
компоненты буферов были приобретены у Sigma-Aldrich, США. До проведения
дальнейших манипуляций пробы с ДНК хранились при температуре –20°С.

Полимеразная цепная реакция. Для проведения полимеразной цепной реакции
(ПЦР) по данным литературы были подобраны праймеры, специфичные либо к
мутантной аллели, либо к аллели дикого типа для генов Pde6B и Gpr179. В зависи-
мости от того, для каких конкретных праймеров происходит отжиг на матрицу ДНК,
образуются продукты разной длины. Последовательности праймеров представле-
ны в табл. 1.

Для проведения ПЦР к 3 мкл раствора исследуемого образца геномной ДНК до-
бавляли 17 мкл реакционной смеси следующего состава: Taq M-ДНК-полимераза,
0.1 е. а.; буфер для Taq М-полимеразы, 70 мM Трис-HCl, pH 8.6, 16.6 мM
(NH4)2SO4; раствор MgCl2, 4 мM (все – Алкор-Био, Россия); смесь дезоксинуклео-
тидтрифосфатов, каждый по 0.25 мM (Медиген, Россия); прямой и обратные прай-
меры для мутантной аллели и дикого типа, каждый по 0.8 мкМ (ДНК-синтез, Рос-
сия). Амплификацию проводили в термоциклере Mastercycler Personal (Eppendorf,
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Германия) по программе, включавшей “горячий старт” – 95°С, 3 мин, и 45 циклов:
денатурация – 95°С, 15 с, отжиг праймеров – 63°С, 20 с, элонгация – 72°С, 45 с.

Гель-электрофорез. После завершения ПЦР проводился электрофорез продуктов
амплификации в 2%-ном агарозном геле на трис-ацетатном буфере (Thermo Fisher
Scientific, США). Для визуализации ампликонов ДНК с помощью системы Chemi-
Doc MP Imaging System (Bio-rad Laboratories, США) в гель добавлялся бромистый
этидий (1.4 мкг/мл, Хеликон, Россия).

Рис. 1. Схема эксперимента. Исследовали динамику функционального и морфологического состояния
сетчатки у мышей в раннем возрасте. Для обеих линий (C57Bl/6J и C3H/Crl) мышей несколько живот-
ных проходили процедуру регистрации ЭРГ 4 раза: на 18-й, 20-й, 22-й и 25-й день жизни. Отдельно, у
других мышей, на 16-й и 25-й дни жизни производили забор препаратов глаз для последующего гисто-
логического анализа.

Fig. 1. Schematic outline of study. We studied the dynamics of retinal functionality and morphology in mice at an
early age. Several animals from both mouse strains (C57Bl/6J and C3H/Crl), were used for ERG registration
4 times: on 18th, 20th, 22th and 25th days of postnatal life. Separately, on 16th and 25th days of postnatal life, eye
tissues were collected for further histological analysis.

in vivo ERG recording procedure

Eye tissue collecting for histological analysis

Days after

16
birth

(n = 3–4)

(n = 4)

18 20 22 25

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, использованных для генотипиро-
вания
Table 1. Nucleotide sequences of primers used for genotyping

Ген
Gene

Прямой праймер 
(5'→3')

Forward primer (5'→3')
Обратный праймер (5'→3')

Reverse primer (5'→3')
Размер продукта, 

п.о.
Product size, bp

Ссылка на
лит. источник

Ref.

Gpr179 TGTGCCTGGG-
TATCTGTTGA

Wild type
GCTTACACACTTACACACAGA-
TAGAT

100
 [16]

Mutant allele
GCATGTGCCAAGGGTATCTT 400

Pde6b
TGACAAT-
TACTCCTTTTCCCT-
CAGTCTG

Wild type
TACCCACCCTTCCTAATTTTTCT-
CACGC

400

 [19]
Mutant allele
GTAAACAGCAAGAG-
GCTTTATTGGGAAC

550
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Электрофизиологический анализ
Регистрация ответов сетчатки на свет. Для оценки функционального состояния

сетчатки использовался метод электроретинографии in vivo, позволяющий реги-

стрировать изменение потенциала на роговице, возникающее вследствие ответов

сетчатки на световые стимулы.

Мыши проходили предварительную темновую адаптацию в течение 12 ч, после

чего на время эксперимента наркотизировались с помощью наркозного аппарата

Minor Vet (Zoomed, Россия) газовой смесью изофлурана (2.5%, Laboratorios Kar-

izoo, Испания) и кислорода. Все манипуляции с животными проводились в темно-

те с использованием красных фонарей.

На оба глаза животного предварительно наносили местный анестетик оксибупро-

каин (инокаин 0.4%-ный раствор, Сентисс Рус, Россия) и расширитель зрачка тро-

пикамид (мидримакс 0.8%-ный раствор, Сентисс Русс, Россия). ЭРГ регистрирова-

ли с помощью волосковых серебряных электродов, помещенных на роговицу левого

глаза (стимулируется светом) и на роговицу правого глаза (держится в темноте). За-

земляющий электрод подкожно закрепляли под холкой животного. Система свето-

вой стимуляции включала в себя два независимых канала на основе одинаковых све-

тодиодов с максимумом излучения λmax 525 нм, контроль интенсивности осуществ-

лялся с помощью серых нейтральных светофильтров и тока светодиода. Сигнал с

электродов через усилитель (Model 3000, A-M Systems, США) с аналоговым низкоча-

стотным фильтром 3 кГц записывали с частотой дискретизации 1 мс/точку. Запись

данных, а также управление временем подачи, длительностью и интенсивностью

стимулов во время эксперимента осуществляли при помощи плат и программ Lab-

View (National Instruments, Austin, TX).

Экспериментальный протокол. На первом этапе проводилась регистрация элек-

трических ответов на короткие (10–100 мс) вспышки с возрастающей интенсивно-

стью у животного в состоянии темновой адаптации. На втором этапе стимуляции

включали постоянную фоновую засветку интенсивностью 25.4 кд/м2, переводящую

палочки в насыщенное состояние (см. протокол [20]). По прошествии 8–10 мин, не-

обходимых для световой адаптации сетчатки, регистрировали ответы на вспышки

света по тому же протоколу, что и на первом этапе, но при включенном фоне. Та-

ким образом, выделялась компонента ЭРГ, отражающая работу исключительно

колбочек. Палочковую компоненту ЭРГ вычисляли как разность между ответом

темноадаптированного животного и соответствующим ответом, записанном при

фоновой засветке.

Последующая обработка записанных ответов включала корректировку нулевой

линии и дополнительную фильтрацию (низкочастотный фильтр Бесселя 30 Гц).

Затем определялись экстремальные точки, соответствующие пикам основных ком-

понентов ЭРГ: нисходящей a-волне (отражает ответ фоторецепторов) и восходя-

щей b-волне (отражает ответ ON-биполярных клеток). Амплитуду для a-волны от-

считывали от нулевой линии, а для b-волны – от пика а-волны. В случае, если эти

компоненты невозможно было выделить на фоне шума, их амплитуду для дальней-

шего анализа считали равной нулю.

Гистологический анализ. Для получения препаратов сетчатки мыши умерщвля-

лись путем цервикальной дислокации. После выделения глаз у них срезали перед-

нюю камеру и удаляли хрусталик. Полученные глазные бокалы фиксировали в глута-

ровом альдегиде (1% в 0.1 M фосфатном буфере) в течение 1.5 ч и затем в парафор-

мальдегиде (2% в 0.1 М фосфатном буфере) – 12 ч. Далее препараты подвергали

отмывке в фосфатном буфере, дегидратации в этаноле и заливке в акриловую смо-

лу LR White (Sigma-Aldrich, США) согласно протоколу, описанному ранее [21].

С помощью ультрамикротома LKB 4800A (LKB Produkter AB, Швеция) изготов-

ляли срезы глазных бокалов толщиной 5–8 мкм и окрашивали их с помощью толу-
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идинового синего и эозина. Для дальнейшего анализа выбирались срезы, сделан-

ные в центральной области глазного бокала. Анализ срезов сетчатки проводился с

использованием светового микроскопа Olympus BH-2 и цифрового фотоаппарата

Canon E05 1000D. Для каждого среза измерялись толщины наружного и внутренне-

го ядерных слоев (расположение тел фоторецепторов и горизонтальных/биполяр-

ных/амакриновых клеток соответственно). Измерения проводились в области сет-

чатки, соответствующей ее центральной трети. Для каждого препарата глазного

бокала толщины слоев сетчатки определялись как средние значения по всем изго-

товленным с этого препарата срезам.

Статистический анализ. Статистическую обработку данных проводили с помо-

щью пакетов программ Microsoft Excel (Microsoft Corp., США), IBM SPSS Statistics

22 (IBM Corp., США) и GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, США). Проверку

нормальности значений в выборках проводили по критерию Шапиро–Уилка.

Для сравнения параметров электрических ответов сетчатки использовали U-крите-

рий Манна–Уитни. Для анализа морфологических параметров сетчатки применя-

ли однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) и апостериорный критерий

Тьюки для попарного анализа выборок с поправкой на множественные сравнения.

Перед применением дисперсионного анализа проводилась проверка на однород-

ность дисперсий по критерию Брауна–Форсайта. Анализ возрастной динамики

параметров ЭРГ проводили с помощью критерия Фридмана для связанных выбо-

рок и апостериорного T-критерия Уилкоксона для попарного сравнения групп.

Различия считались значимыми при уровне значимости p ≤ 0.05. На рисунках

данные представлены в виде среднее ± стандартная ошибка среднего или меди-

ана ± межквартильный интервал.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Генотипирование
Для проведения типирования по генам Pde6b и Gpr179 использовали реакцион-

ную смесь для ПЦР, включающую 3 праймера: единый прямой и два обратных,

комплементарных к нуклеотидной последовательности либо для гена дикого типа,

либо для вирусной вставки в мутантной аллели, и образующих совместно с пря-

мым праймером продукты разной длины.

Результаты генотипирования мышей линий C57Bl/6J и C3H/Crl приведены на

рис. 2. Анализ электрофореграмм для обоих исследуемых генов показал, что для

проб ДНК мышей линии C57Bl/6J в ходе ПЦР амплифицируются только те фраг-

менты, которые соответствуют праймерам для дикого типа. Для проб ДНК мышей

линии C3H/Crl, напротив, наблюдаются фрагменты, соответствующие праймерам

для мутантных аллелей.

Таким образом, мы доказали, что экспериментальные животные линии C3H/Crl

имеют вирусные вставки в генах Pde6b и Gpr179 и соответствуют выбранной моде-

ли дегенерации сетчатки. У животных линии C57Bl/6J мутаций не выявлено, по-

этому они могут использоваться в качестве контрольной группы.

Электрофизиологический анализ
Динамика амплитуды компонент ЭРГ у мышей линий C57Bl/6J и C3H/Crl

Анализ фотоответов, отражающих палочковую и колбочковую составляющие

ЭРГ, показал, что уже на 18-й день жизни у мышей линии C3H/Crl форма ЭРГ зна-

чительно отличается от таковой у животных дикого типа (рис. 3). В течение всего

периода регистрации ЭРГ для их ответов оказалось невозможным выделить на фо-

не шума a-волну палочек, а также b-волны палочек и колбочек. У мышей линии
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Рис. 2. Генотипирование мышей линий C57Bl/6J и C3H/Crl. A – электрофореграмма продуктов ПЦР-

амплификации на 6 пробах ДНК, взятых от 3 различных мышей линии C57Bl/6J и 3 мышей линии C3H/Crl.

Мыши C3H/Crl оказались гомозиготны по мутантной аллели гена Pde6B (продукт 550 п.о.). N – проба с от-

рицательным контролем; B – электрофореграмма продуктов ПЦР-амплификации на 4 пробах ДНК,

взятых от 2 различных мышей линии C57Bl/6J и 2 мышей линии C3H/Crl. Результат подтверждает, что

мыши линии C3H/Crl гомозиготны по мутантной аллели гена Gpr179 (продукт 400 п.о.). N – проба с от-

рицательным контролем.

Fig. 2. Genotyping of C57Bl/6J and C3H/Crl mice. A – electrophoregram of PCR amplification products for 6

DNA samples taken from 3 different C57Bl/6J mice and 3 C3H/Crl mice. C3H/Crl mice are homozygous for the

mutant allele of the Pde6B gene (550 bp product). N – negative control sample; B – electrophoregram of PCR

amplification products for 4 DNA samples taken from 2 different C57Bl/6J mice and 2 C3H/Crl mice. The result

confirms that C3H/Crl mice are homozygous for the mutant allele of the Gpr179 gene (product 400 bp). N –

negative control sample.
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C57Bl/6J в каждый из экспериментальных дней наблюдалась ЭРГ типичной фор-

мы, включающая все перечисленные выше компоненты (значимые отличия от мы-

шей C3H/Crl, U-критерий Манна–Уитни, p < 0.05, рис. 4A, B, D).

Однако у мышей линии C3H/Crl оказалась различима колбочковая компонента

a-волны. Статистически значимое уменьшение ее амплитуды по сравнению с мы-

шами дикого типа было выявлено только на 25-й день жизни (U-критерий Манна–

Уитни, p = 0.03, рис. 4C), но не на более ранних сроках (18-й день: p = 0.69, 20-й день:

p = 0.34, 22-й день: p = 0.2). Примечательно, что на 25-й день жизни у всех рассмат-

риваемых мышей линии C3H/Crl эта компонента была не детектируема на фоне шу-

ма, что свидетельствует об окончательной потере ими зрительной функции.

Дополнительно мы проанализировали временную динамику изменений ам-

плитуды компонент ЭРГ у животных линии C57Bl/6J, сравнив значения, полу-

ченные в разные дни жизни (рис. 4). Значимых отличий не было выявлено для

Рис. 3. Палочковые и колбочковые компоненты ЭРГ мышей линий C57Bl/6J и C3H/Crl. Приведены от-

веты, отражающие палочковую компоненту ЭРГ мышей линий C57Bl/6J (A) и C3H/Crl (C). Интенсив-

ности стимулов: 0.2; 0.06; 0.006; 0.0003 кд с/м
2
. Также приведены ответы, отражающие колбочковую компо-

ненту ЭРГ мышей линий C57Bl/6J (B) и C3H/Crl (D). Интенсивности стимулов: 31.6; 6.3; 0.6; 0.06 кд с/м
2
. Мо-

мент стимуляции совпадает с нулевой отметкой времени. У мышей линии C3H/Crl детектируется

только колбочковая компонента а-волны.

Fig. 3. Rod- and cone-derived ERG components for C57Bl/6J and C3H/Crl mice. Representative rod-derived

ERG components for C57Bl/6J (A) and C3H/Crl (C) mice. Stimuli intensity: 0.2; 0.06; 0.006; 0.0003 cd s/m
2
.

Representative cone-derived ERG components for C57Bl/6J (B) and C3H/Crl (D) mice. Stimuli intensity: 31.6;

6.3; 0.6; 0.06 cd s/m
2
. The light stimulus was presented at the zero time moment. For C3H/Crl mice, only the

cone-derived component of the a-wave can be detected.
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a-волны колбочек (критерий Фридмана для связанных выборок, p = 0.06), b-вол-

ны палочек (p = 0.19) и b-волны колбочек (p = 0.27). Анализ с помощью критерия

Фридмана показал наличие значимых изменений в амплитуде a-волны палочек

(p = 0.04), однако, при попарном сравнении групп, соответствующих 18-му, 20-му,

22-му и 25-му дням жизни, статистически значимые различия не обнаружились

(T-критерий Уилкоксона, p > 0.05).

Рис. 4. Возрастная динамика амплитуды компонент ЭРГ у мышей линий C57Bl/6J и C3H/Crl. А – ди-

намика палочковой а-волны, B – палочковой b-волны, C – колбочковой a-волны. Для данных ком-

понент в каждый из экспериментальных дней амплитуда ответа у контрольных животных была зна-

чительно выше, чем у мышей C3H/Crl. D – динамика колбочковой b-волны. На 25-й день жизни ам-

плитуда ответа у мышей C3H/Crl стала ниже, чем у контрольных животных. Количество животных в

каждой группе n = 4. Статистически значимые различия между животными разных линий (U-крите-

рий Манна–Уитни): * p < 0.05. Статистически значимые возрастные изменения амплитуды у мышей

C57Bl/6J (критерий Фридмана для связанных выборок): # p < 0.05. Данные представлены в виде ме-

диана ± межквартильный интервал.

Fig. 4. Age-related dynamics of ERG components amplitude for C57Bl/6J and C3H/Crl mice. A – dynamics for

rod-derived a-wave, B – for rod-derived b-wave, C – for cone-derived a-wave. D – dynamics for cone-derived b-

wave. For components A, B, D, on each of the experimental days, the response amplitude in the control animals

was significantly higher than in the C3H/Crl mice. For cone-derived a-wave (D) on the 25th day of life, the am-

plitude of the response in C3H/Crl mice became significantly lower than in control animals. The number of ani-

mals in each group n = 4. Statistically significant differences between animals from different strains (Mann–

Whitney U-test): * p < 0.05. Statistically significant age-related changes in the amplitude in C57Bl/6J mice

(Friedman’s test for related samples): # p < 0.05. Data are presented as median ± interquartile range.
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Динамика световой чувствительности у мышей линии C57Bl/6J
Чувствительность сетчатки к свету оценивали по значениям полунасыщающих

интенсивностей (ПНИ) для различных компонент ЭРГ в разные дни эксперимен-

та. Расчет ПНИ проводили стандартным методом – путем подгонки параметров

кривой, задаваемой функцией Хилла, к экспериментальным зависимостям норми-

рованной амплитуды ответа от интенсивности стимула (рис. 5A) [22]. Для мышей

линии C57Bl/6J мы проанализировали динамику чувствительности для трех ком-

понентов ЭРГ: а-волны палочек, b-волны палочек и b-волны колбочек. Рассчитать

ПНИ для а-волны колбочек (для животных обеих линий) не удалось, так как диа-

пазон интенсивностей стимулов в экспериментальной установке позволял полу-

чить не более 2–3 записей ЭРГ с надежно детектируемой данной компонентой.

Этого количества экспериментальных точек недостаточно для надежного описа-

ния функцией Хилла. Поскольку у мышей линии C3H/Crl три компоненты ЭРГ не

наблюдаются, для них анализ изменений чувствительности также не проводили.

Статистический анализ не выявил значимых изменений величины ПНИ в тече-

ние 18–25 дней жизни у мышей дикого типа (рис. 5B–D) для а-волны палочек

(критерий Фридмана для связанных выборок, p = 0.06), b-волны палочек (p = 0.11)

и b-волны колбочек (p = 0.75).

Гистологический анализ
Забор препаратов сетчатки у мышей линии C3H/Crl производили на 16-й и

25-й дни жизни. Поскольку из данных литературы известно, что сетчатка мышей

дикого типа достигает морфологически зрелого состояния к 13-му дню после

рождения [23], в качестве контрольной группы для дальнейшего анализа исполь-

зовали препараты, взятые у мышей линии C57Bl/6J только на 16-й день жизни

(рис. 6A).

Однофакторный дисперсионный анализ показал, что у мышей линии C3H/Crl в

возрасте 16- и 25-ти дней толщина наружного ядерного слоя меньше, чем у кон-

трольных животных (попарные сравнения критерием Тьюки, p < 0.001). От 16-го к

25-му дню наружный ядерный слой сетчатки мышей C3H/Crl становится еще

тоньше, в результате чего сохраняются только одиночные тела фоторецепторов

(попарные сравнения по критерию Тьюки, p = 0.02, рис. 6B).

Внутренний ядерный слой, включающий тела горизонтальных, биполярных и

амакриновых клеток, оказывается тоньше у мышей линии C3H/Crl обоих возрас-

тов по сравнению с мышами линии С57Bl/6J (попарные сравнения по критерию

Тьюки, p < 0.05). Между значениями толщины внутреннего ядерного слоя мышей

C3H/Crl в возраст 16- и 25-ти дней статистически значимые различия выявлены не

были (попарные сравнения по критерию Тьюки, p = 0.88, рис. 6C).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Мыши линии C3H с фенотипом дегенерации сетчатки rd1 являются наиболее

распространенной животной моделью пигментного ретинита во многом благодаря

тому, что стали исторически первыми описанными лабораторными животными с

подобной патологией. Несмотря на открытие и искусственное выведение новых

линий, воспроизводящих ход развития заболевания более близкий к клинической

картине человека [24], мыши с фенотипом rd1 остаются востребованными для ис-

следовательских задач. Мы предполагаем, что для этого существует две основные

причины: во-первых, на данный момент механизмы дегенерации фоторецепторов

при быстро развивающемся ПР остаются изученными не в полной мере. Предпо-

лагается, что ведущую роль в этом процессе играет повышение внутриклеточной

концентрации цГМФ вследствие дисфункции фосфодиэстеразы палочек. Это при-



1506 ГОРЯЧЕНКОВ и др.

водит к тому, что катионные каналы наружных сегментов палочек остаются в от-

крытом состоянии, что ведет к повышенному входу ионов кальция в клетку и за-

пуску механизмов апоптоза. Однако было показано, что в дегенерацию фоторецеп-

торов вовлечены и другие процессы, заметно влияющие на скорость развития

патологии: некроз палочек, развитие окислительного стресса, ответ на несверну-

тый белок [4, 25]. Таким образом, появляется возможность на одной модельной

линии исследовать сразу несколько механизмов клеточной гибели, а также их вза-

имодействие друг с другом.

Во-вторых, высокая скорость дегенерации фоторецепторов у мышей rd1 оказы-

вается полезной в рамках исследований способов возвращения зрения после его

полной утраты. В ситуации, когда клетки, способные преобразовать энергию света

в электрический ответ, полностью погибают, задачей терапии становится воссо-

Рис. 5. Возрастная динамика чувствительности компонент ЭРГ мышей линии C57Bl/6J. A – пример

описания экспериментальных значений нормированной амплитуды а-волны палочек функцией Хилла.

Наилучшая подгонка дает значение для полунасыщающей интенсивности (ПНИ) = 0.13 кд с/м
2
, коэф-

фициент детерминации R2
 = 0.99. B – динамика палочковой a-волны, C – палочковой b-волны, D –

колбочковой b-волны. Статистически значимых изменений ни в одном случае не обнаружено (крите-

рий Фридмана для связанных выборок). Количество животных в каждой группе n = 4. Данные пред-

ставлены в виде медиана ± межквартильный интервал.

Fig. 5. Age-related dynamics of ERG components sensitivity for C57Bl/6J and C3H/Crl mice. A – example fit-

ting of normalized component amplitude data (rod-derived a-wave) by the Hill function. The best fit gives the

value for the half-saturating intensity (HSI) = 0.13 cd s/m
2
, the coefficient of determination R2

 = 0.99. B – dy-

namics for rod-derived a-wave, C – for rod-derived b-wave, D – dynamics for cone-derived b-wave. The number

of animals in each group n = 4. Statistically significant age-related changes in the amplitude in C57Bl/6J mice

(Friedman’s test for related samples) were not found. Data are presented as median ± interquartile range.
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здание в сетчатке некой структуры, способной взять на себя эту функцию. Основ-

ными подходами к решению этой задачи являются протезирование с помощью

светочувствительных микрочипов, введение стволовых клеток – предшественни-

ков фоторецепторов, модификация нейронов второго порядка методами оптогене-

тики и оптофармакологии [26–28]. Быстрое тестирование различных вариаций

этих методик становится возможным благодаря тому, что мыши rd1 полностью те-

ряют зрение уже к 4-й неделе жизни [8].

В 2015 г. Nishiguchi с соавт. обнаружили мутацию в гене Gpr179 у мышей линии

C3H/Crl после попытки применения метода генной терапии для устранения мута-

ции в гене Pde6b и, соответственно, восстановлении функции фоторецепторов [14].

Было показано, что, несмотря на успешное восстановление фоторецепторной

функции, ЭРГ после терапии сильно отличалась от ЭРГ здоровой сетчатки. На ней

присутствовала а-волна, но b-волна по-прежнему не регистрировалась, что гово-

рило о нарушении в работе трансдукционного каскада ON-биполярных клеток.

У изученной ранее линии мышей, имеющих изолированную мутацию в гене

Gpr179, описана аналогичная форма ЭРГ, в то время как изменений в общей мор-

Рис. 6. Гистологический анализ срезов сетчатки мышей линий C57Bl/6J и C3H/Crl в разном возрасте. A –
фотографии репрезентативных срезов сетчатки 16-дневной мыши C57Bl/6J, 16- и 25-дневных мышей

C3H/Crl. Представлены данные для толщины наружного (B) и внутреннего (C) ядерных слоев сетчатки

мышей (ONL и INL соответственно). У мышей линии C3H/Crl наблюдается дегенерация обоих ядерных

слоев. Размер каждой выборки n = 3. Достоверные различия по критерию Тьюки: * p < 0.05; ** p < 0.001. Дан-

ные представлены в виде среднее ± стандартная ошибка среднего.

Fig. 6. Histological analysis of retinal sections for C57Bl/6J and C3H/Crl mice at different ages. A – photographs

of representative retinal sections of 16 days old C57Bl/6J mice, 16 and 25 day old C3H/Crl mice. Data of thickness

of the outer (B) and inner (C) nuclear layers of the mouse retina (ONL and INL respectively) are presented. Degen-

eration of both nuclear layers is observed in C3H/Crl mice. The size of each sample is n = 3. Significant differences

according to Tukey’s test: * p < 0.05; ** p < 0.001. Data are presented as mean ± standard error of the mean.
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фологии сетчатки и синаптических контактов между фоторецепторами и биполяр-

ными клетками не наблюдалось [15]. В дальнейшем Chang провел дополнительный

скрининг нескольких линий C3H, реализуемых различными поставщиками [16].

В качестве вывода по итогам проведенного исследования автор отметил важность

тщательной проверки генотипа в будущих работах, выполняемых на животных с

предполагаемым фенотипом rd1. Других работ, посвященных проблеме дополни-

тельной мутации в гене Gpr179, к настоящему моменту не опубликовано.

Несмотря на наличие большого количества работ, посвященных изучению про-

цесса дегенерации фоторецепторов у мышей с мутацией в гене Pde6b [4, 8, 12, 23] а

также нескольких исследований дисфункции ON-биполярных клеток, вызывае-

мой мутацией в гене Gpr179 [15, 29], совместный эффект обеих мутаций на состоя-

ние сетчатки в раннем возрасте ранее не исследовался. Помимо фундаментального

интереса, эти данные могут представлять ценность для разработки подходов к про-

тезированию сетчатки, задействующих ON-биполярные клетки [27].

Мы показали, что у мышей линии C3H/Crl с момента открытия глаз в ЭРГ от-

сутствуют палочковая и колбочковая компоненты b-волны, а также палочковая ком-

понента a-волны. Этот феномен вполне ожидаемо следует из наличия у этих живот-

ных мутации в гене Gpr179, которая лишает функциональности каскад ON-биполяр-

ных клеток, чей ответ и составляет b-волну ЭРГ. Отсутствие a-волны палочек, в

свою очередь, связано с мутацией в гене Pde6b, радикально снижающей активность

фосфодиэстеразы – важнейшего участника каскада фототрансдукции. В колбоч-

ках экспрессируется другой тип фосфодиэстеразы, что объясняет наличие колбоч-

кового ответа у мышей линии C3H/Crl на 18–22-й дни жизни [30]. Однако к 25-му

дню жизни электрические ответы колбочек также полностью исчезают, это гово-

рит о том, что процесс дегенерации затронул и эти рецепторы. Этот результат со-

гласуется с данными Nishiguchi с соавт., также наблюдавшими полную потерю зри-

тельной функции у взрослых мышей линии C3H/Crl [14]. Результаты нашего ис-

следования можно сопоставить с работой Gibson с соавт., где приводится

детальное описание функциональных изменений в сетчатке мышей с фенотипом

rd1 [12]. Согласно их результатам, ответ на световую стимуляцию у таких животных

пропадает к 20–21-му дню жизни, т.е. на несколько дней раньше, чем у мышей ли-

нии C3H/Crl, как следует из наших данных. Однако данное расхождение невелико

и, вероятно, является следствием разного генетического фона животных, исполь-

зованных в этих исследованиях, нежели влиянием мутации в гене Gpr179. Gibson с

соавт. успешно регистрировали ЭРГ уже на 16-й день жизни, это говорит о том, что

у мышей rd1 глаза открывались раньше, чем у C3H/Crl. Известно, что повышение

уровня освещенности ускоряет гибель палочек у мышей с наследственной дегене-

рацией сетчатки, и за счет этого эффекта могло возникнуть получившееся расхож-

дение [31].

Толщина наружного и внутреннего ядерных слоев у мышей линии C3H/Crl суще-

ственно меньше, чем у животных дикого типа уже на 16-й день жизни, это свидетель-

ствует о том, что гибель фоторецепторов горизонтальных и биполярных клеток начи-

нается еще до того момента, как у животного откроются глаза. К 25-му дню жизни

дегенерация фоторецепторов прогрессирует, а число внутренних нейронов не пре-

терпевает значимых изменений по сравнению с 16-ым днем. Следует отметить, что

на 16-й день жизни у мышей C3H/Crl уже не наблюдается слой, соответствующий

наружным сегментам палочек, это свидетельствует о том, что их развитие нарушается

еще до открытия глаз животным. Эти результаты хорошо согласуются с данными, по-

лученными на мышах с фенотипом rd1 [8].

Уменьшение толщины внутреннего ядерного слоя позволяет предположить, что

происходит частичная гибель внутренних нейронов сетчатки, что, однако, не со-

гласуется с данными, полученными на мышах с фенотипом rd1, у которых гибель
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биполярных и горизонтальных клеток происходит гораздо позже потери реакции

на свет [17]. Возможным объяснением данного несоответствия может быть эффект

мутации в гене Gpr179, ускоряющий дегенерацию биполярных клеток, а также из-

начально меньшее число созревающих биполяров у мышей C3H/Crl по сравнению

с диким типом. Поскольку биполярные клетки созревают на поздних стадиях он-

тогенеза сетчатки [32], на их развитие может оказать влияние развивающийся в

раннем возрасте процесс дегенерации фоторецепторов.

В работе Gibson с соавт. также было показано, что амплитуда а- и b-волны у мы-

шей C57Bl/6J заметно возрастает в период с 16-го по 18-й день жизни, после чего

вплоть до 24-го дня эти параметры не претерпевают значимых изменений [12].

Следует отметить, что авторы исследовали динамику амплитуды и чувствительно-

сти для компонент тотальной ЭРГ, не выделяя отдельно палочковую и колбочко-

вую составляющие. Результаты нашего исследования согласуются с этими данны-

ми и дополняют их, поскольку указывают на то, что функциональное состояние

как палочек, так и колбочек остается неизменным в период с 18-го по 25-й день

жизни. Таким образом, исключается возможность того, что Gibson с соавт. наблю-

дали взаимно компенсирующие друг друга изменения в функциональном состоя-

нии этих рецепторов и их сигнальных путей.

Полученные нами результаты позволяют составить картину развития дегенера-

ции сетчатки у мышей линии С3Н/Crl в раннем возрасте. Сравнение их с результа-

тами, полученными другими исследователями на мышах с фенотипом rd1, позво-

ляет предположить, что мутация в гене Gpr179 не оказывает существенного влия-

ния на скорость дегенерации сетчатки, однако, приводит к более ранней гибели

биполярных и горизонтальных клеток.
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Age-Related Dynamics of the Retinal Functional State in Mice
with Inherited Photoreceptor Degeneration

A. A. Goriachenkova, A. Yu. Rotova, *, and M. L. Firsova

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

*e-mail: rotovau@gmail.com

C3H mice with a mutation in the Pde6b gene are a standard model object for studying in-

herited retinal pathologies. These animals lack the function of rod-specific phosphodies-

terase, which leads to the photoreceptors’ death and complete vision loss by 4 weeks of age.
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It was also shown that in C3H mice, originating from Charles River Laboratories – the

C3H/Crl strain – there is an additional mutation in the Gpr179 gene, which leads to dis-

ruption of the ON-bipolar retinal cell transduction cascade. Despite the wide distribution

of C3H/Crl mice as research objects, a detailed study of their process of photoreceptor de-

generation and its features has never been performed yet. Our work aimed to investigate the

age-related dynamics of morphological and functional changes occurring in the retinas of

C3H/Crl mice in early life. Wild-type mice, the C57Bl/6J strain, were taken as a control

group. To assess the functional state of the retina, we used the in vivo electroretinography

method; morphological analysis was performed on histological preparations of eye tissues.

Our study has shown that retinal responses to light stimulation of C3H/Crl mice lack the

contribution of rods and ON-bipolar cells during the entire measurement period, starting

from the 18th day of life, while cone-derived response disappears by the 25th day. The

number of photoreceptors and neurons of the retinal inner nuclear layer in C3H/Crl mice

retina is reduced, and by the 25th day of life, photoreceptor degeneration proceeds. At the

same time, it was shown that the response amplitude and sensitivity of wild-type mice reti-

na do not undergo significant changes during early life. Our data make it possible to make

an insight into the development of retinal pathology in C3H/Crl strain.

Keywords: retina, photoreceptor, ON-bipolar cell, inherited retinal disease, retinitis pig-

mentosa, electroretinogram
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Работа посвящена исследованию эффектов полифенольного флавоноида квер-
цетина, обладающего широким спектром фармакологических свойств, на двига-
тельную активность, эмоциональное и тревожно-подобное поведение у крыс в
нормальных условиях. Обнаружено, что однократное внутрибрюшинное введе-
ние кверцетина в дозе 5 мг/кг вызывает появление отдельных признаков тревож-
но-подобного поведения в тесте открытое поле (ОП) через 2 ч после инъекции.
На это указывало сокращение времени пребывания животного в центральной
зоне и увеличение в периферической зоне. Подобный эффект не наблюдался в
тесте приподнятый крестообразный лабиринт (ПКЛ). Кроме того, в тесте ОП
кверцетин вызывал усиление эмоциональной реактивности, о чем свидетель-
ствовало увеличение длительности замираний и числа дефекаций. В этом же те-
сте наблюдалось заметное снижение уровня горизонтальной двигательной ак-
тивности: число пройденных секций в центральной и периферической зоне сни-
жалось. Вместе с тем в обоих тестах падал уровень вертикальной двигательной
активности, судя по уменьшению числа вертикальных стоек с упором, что явля-
ется признаком ослабления исследовательского поведения. Полученные факты
указывают на анксиогенную направленность действия кверцетина. Изменения в
поведении не были сопряжены с изменением содержания стресс-индуцируемого
шаперона Hsp70 в структурах головного мозга, вовлеченных в регуляцию двига-
тельного и эмоционального поведения. Высказана гипотеза, что индуцирован-
ные кверцетином уменьшение двигательной активности и повышение эмоцио-
нальной реактивности у животных связаны с его модулирующим действием на
внутриклеточные сигнальные пути киназ, играющих важную роль в нейробиоло-
гических процессах.

Ключевые слова: кверцетин, двигательное и эмоциональное поведение, стресс-ин-
дуцируемый белок Hsp70, киназы, головной мозг
DOI: 10.31857/S086981392012002X

Кверцетин (3,3',4',5,7-пентагидроксифлавон) является полифенольным флаво-
ноидом, который в большом количестве содержится в различных фруктах и ово-
щах (яблоках, вишнях, капусте, луке, помидорах, ягодах, чае, какао, красном вине
и др.) [1–3]. Кверцетин обладает широким спектром биологических активностей:

Список сокращений: HSP70 – белки теплового шока массой 70 кДа, ОП – открытое поле, ПКЛ – при-
поднятый крестообразный лабиринт, ПЗ – периферическая зона, ЦЗ – центральная зона, ЗР – закры-
тые рукава, ОР – открытые рукава, ТП – тепловое прекондиционирование.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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противораковым, антиоксидантным, противовоспалительным, иммуностимулиру-
ющим действием [3–5]. Его эффекты также были изучены на различных типах и
моделях вирусной инфекции, включая Коронавирус-2 (SARS-CoV-2), в которых
кверцетин проявил многообещающее противовирусное действие [6]. Перечислен-
ные защитные эффекты кверцетина связаны с его способностью ингибировать пе-
рекисное окисление липидов [7] и активность большого набора киназ [8], влиять
на метаболизм арахидоновой кислоты, модулировать сигнальные пути киназ и ли-
пидкиназ, а также влиять на функцию тирозиновых протеинов и серин/треонин-
киназ [9, 10], таких как фосфатидилинозитол (PI)-3-киназа и индуцибельная син-
таза оксида азота (NOS2) [11, 12].

На уровне поведения эффекты кверцетина в наиболее яркой форме проявляются
при различных видах стрессорных воздействий. Стоит отметить ряд работ, выявив-
ших антидепрессантный и анксиолитический эффекты кверцетина. Недавно было
показано, что хроническое системное введение кверцетина предотвращало разви-
тие тревожно-подобного и депрессивного поведения, а также нарушение про-
странственной памяти, индуцированное иммобилизационным стрессом, бульбэк-
томией, хроническим окислительным стрессом у животных [13–15]. Данный эф-
фект авторы связывают с антиоксидантным свойством кверцетина. В другой
работе был обнаружен анксиолитический эффект кверцетина при лечении мозго-
вой травмы средней тяжести у мышей [16]. Положительный терапевтический эф-
фект кверцетина показан в модели непредсказуемого стресса, приводившего к ши-
рокому спектру поведенческих изменений у крыс: повышение уровня тревожности
в сочетании с депрессивно-подобным состоянием, ухудшение кратковременной и
долговременной ассоциативной памяти [17]. Следует подчеркнуть определенную
особенность представленных исследований – это использование протокола хрони-
ческого воздействия, где курсовое введение кверцетина применялось для смягче-
ния последствий длительного стрессора, вызывающего, как правило, окислитель-
ные процессы в нервной ткани.

Однако, несмотря на широкий круг своего превентивного и терапевтического
потенциала, кверцетин обладает и негативным свойством, о чем крайне редко по-
падаются публикации в литературе. В частности, он способен ингибировать экс-
прессию стресс-индуцируемых белков теплового шока (Hsp27, Hsp70), влияя на ак-
тивность транскрипционного фактора HSF2 и в меньшей степени – на HSF1 [18].
Стресс-индуцируемые шапероны являются одной из наиболее консервативных си-
стем защиты клеток и организмов от стресса и различных повреждающих факторов
[19]. Они играют ключевую роль в спасении чувствительных к стрессу фермента-
тивных и регуляторных белков. Таким образом, с одной стороны, кверцетин при
длительном применении проявляет накопительный эффект и способен стимули-
ровать защитные реакции в организме, влияя на антиоксидантные системы и раз-
личные сигнальные пути клетки, но с другой стороны, он способен подавлять важ-
ную защитную молекулярную систему на уровне клетки и организма. Так, при изу-
чении гипербарического стресса [20] кверцетин подавлял защитные эффекты
индуктора экспрессии Hsp70 геранилгеранилацетона у крыс. В исследованиях
in vitro показано, что повышенная экспрессия Hsp70 в нейронах гиппокампа
предохраняла ЦНС крыс от токсичного воздействия кислорода за счет подавления
активности нитроксидсинтазы, уровень которой был значительно повышен в ре-
зультате воздействия гипербарического кислорода. Указывается, что предвари-
тельное оральное вскармливание животных кверцетином препятствовало разви-
тию нейропротективных эффектов Hsp70, а также полностью отменяло выявлен-
ный в опытах in vivo противосудорожный эффект геранилгеранилацетона [20].
Кроме того, однократное введение кверцетина приводило к снижению уровня
Hsp70 в гиппокампе, таламусе и мозолистом теле и оказывало проконвульсантный
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эффект в модели NMDA-индуцированных судорог [21]. Дальнейшие исследования
этих авторов показали негативный эффект кверцетина на патогенез болезни Пар-
кинсона в модели протеасомной дисфункции нигростриатной системы у крыс [22].
Указывалось, что превентивное введение кверцетина препятствовало лактаци-
стин-индуцированной экспрессии Hsp70 в черной субстанции, ключевой структу-
ре мозга, определяющей главные признаки болезни Паркинсона, и приводило к
усилению нейродегенерации в нигростриатной системе мозга, а также к наруше-
нию моторного поведения в модели доклинической стадии болезни Паркинсона.

Таким образом, представленные данные проведенных исследований убедитель-
но свидетельствуют о том, что кверцетин, обладая, несомненно, полезными свой-
ствами, одновременно способен создавать серьезное препятствие для нормального
протекания тех биохимических, физиологических и поведенческих процессов, ре-
гуляция которых тесным образом связана с экспрессией Hsp70. Кроме того, учиты-
вая его модулирующее влияние на ряд сигнальных киназ, пока остаются неясными
его ситуативные эффекты (“здесь и сейчас”) на паттерны эмоционального и двига-
тельного поведения не при патологии. Такие данные в литературе отсутствуют.
В настоящей работе была поставлена задача изучить эффекты однократного введе-
ния кверцетина на двигательную активность, эмоциональное и тревожно-подоб-
ное поведение у крыс в нормальных условиях.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные. Работа выполнена на 36 самцах крыс линии Вистар в возрасте 4 мес.
и массой тела 220–280 г. Животных содержали в стандартных условиях вивария Ин-
ститута эволюционной физиологии и биохимии РАН по 5 особей в клетке при тем-
пературе окружающей среды 24 ± 1°С с предоставлением воды и корма ad libitum.
Эксперименты проводили с 14:00 до 19:00 ч. Манипуляции с животными осуществ-
ляли в соответствии с протоколом, утвержденным комитетом по охране животных
Института эволюционной физиологии и биохимии РАН, находящимся в соответ-
ствии с национальными и международными требованиями.

Введение кверцетина. Биофлаваноид кверцетин (ICN, США) вводили животным
внутрибрюшинно (в/б) в дозе 5 мг/кг. Препарат растворяли в 20 мкл диметилсульфок-
сида (DMSO) и доводили до объема 0.2 мл физиологическим раствором (0.9%-ным
раствором NaCl). Контрольным крысам делали в/б инъекцию 0.2 мл физиологиче-
ского раствора с добавлением 20 мкл DMSO.

Поведенческие тесты. В первой серии экспериментов оценивалось влияние
кверцетина на показатели исследовательской и двигательной активности, а также
эмоционального поведения и тревожности. Учитывая, что при внутривенном вве-
дении период полувыведения кверцетина составляет 0.7–2.4 ч [23], поведенческие
тесты у крыс проводили через 2 ч после введения препарата (n = 17) или его раство-
рителя (n = 19). Каждый из тестов по оценке поведения проводился в отдельный
день. Крыс за 12 ч до тестирования переносили в помещение, где располагалась со-
ответствующая установка. После тестирования каждого животного установки дез-
одорировали 3%-ным раствором перекиси водорода. Видеорегистрация тестов с
последующей обработкой паттернов поведения осуществлялась с помощью ком-
пьютерной программы RealTimer 1.21 (НПК Открытая Наука, Москва).

Открытое поле (ОП). Тест использовался для оценки двигательной активности,
исследовательского поведения, эмоциональной реактивности, а также тревожно-
сти [24]. Установка ОП представляла собой пластиковую конструкцию, состоящую
из круглой арены диаметром 97 см, ограниченной по периметру стенкой высотой
42 см. Область арены была поделена на 12 секций периферической (преферентной)
зоны (ПЗ) и 7 секций центральной (аверсивной) зоны (ЦЗ). Ширина ЦЗ – 30 см,
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ширина ПЗ – 20 см. Тест начинался с помещения животного в центр арены, после
чего производилась 5-минутная видеосъемка. Регистрировались количественные и
временные характеристики стандартных паттернов активности животного в раз-
ных зонах ОП: горизонтальная двигательная активность (секции, пройденные в
ПЗ и ЦЗ, а также их сумма), вертикальная двигательная активность (вертикальные
стойки с упором), исследовательская активность (вертикальные стойки с упором и
отношение секций, пройденных в ЦЗ к ПЗ), эмоциональная реактивность (верти-
кальные стойки без упора, замирания, груминг, дефекации и уринации), тревож-
ность (отношение времени пребывания в ЦЗ к ПЗ).

Приподнятый крестообразный лабиринт (ПКЛ). Тест использовался для оценки
тревожности, эмоциональной реактивности, а также двигательной и исследова-
тельской активностей [25]. Установка ПКЛ представляла собой крестообразную
пластиковую конструкцию, приподнятую на высоту 50 см от пола. Лабиринт состоял
из 2 закрытых (преферентных) рукавов (ЗР) и 2 открытых (аверсивных) рукавов (ОР).
Длина каждого из рукавов составляла 50 см с высотой бортов для ЗР 40 см. Тест на-
чинался с помещения животного в центр пересечения четырех рукавов, после чего
производилась 10-минутная видеосъемка. Регистрировались количественные и
временные характеристики стандартных паттернов активности животного в разных
рукавах ПКЛ. Оценивались следующие домены поведения: тревожность (входы в ОР
и их отношение ко всем входам), а также горизонтальная двигательная активность
(входы в ЗР), вертикальная двигательная активность (вертикальные стойки с упо-
ром), эмоциональная реактивность (груминг и дефекации).

Вестерн-блоттинг. Учитывая, что кверцетин является ингибитором экспрессии
стресс-индуцируемого белка Hsp70, мы во второй серии экспериментов с помо-
щью Вестерн-блоттинга исследовали содержание Hsp70 в вентральном стриатуме,
амигдале, голубом пятне, черной субстанции и прилегающей к ней вентральной
тегментальной области (ЧС/ВТО) среднего мозга, вовлеченных в механизмы регу-
ляции двигательной активности, эмоционального и тревожно-подобного поведе-
ния [26, 27]. Для этой цели крыс декапитировали через 2 ч после внутрибрюшин-
ного введения кверцетина (n = 5) или контрольного раствора (n = 6), а затем извле-
кали головной мозг. Мозг помещали на холодную подложку и согласно атласу
Paxinos и Watson [28] выделяли указанные выше структуры головного мозга. Образ-
цы тканей головного мозга лизировали с использованием High RIPA-буфера и гомо-
генизировали металлической палочкой. Лизаты центрифугировали (13000 об/мин,
10 мин), концентрацию суммарного белка в супернатантах измеряли по методу
Bradford [29], белки осаждали ацетоном. Осадок растворяли в однократном буфере
для нанесения проб (SDS – 2%, Tris HCl pH 6.8–62.5 мM, глицерол – 10%, бромфе-
ноловый синий, β-меркаптоэтанол – 10%) и инкубировали при температуре 99°С в
течение 5 мин. В лунки полиакриламидного геля наносили пробы, содержащие оди-
наковое количество белка, и разделяли с помощью электрофореза по Laemmli [30] в
течение 100 мин при постоянном токе 30 мА. После электрофореза белки из геля
переносили на PVDF-мембрану Immobilon-P с размером пор 0.45 мкм (Millipore
Corporation, США). Для предотвращения неспецифического связывания антител
мембраны инкубировали в фосфатном буфере с добавлением 0.1% Tween-20 и
3% бычьего сывороточного альбумина в течение 1 ч при комнатной температуре.
Иммуномечение проводили с использованием первичных моноклональных анти-
тел мыши к индуцируемому Hsp70 (клон 3C5, любезно предоставлен г. н. с. лабора-
тории защитных механизмов клетки Института цитологии РАН Б.А. Маргулисом)
или GAPDH (1 : 1000; Abcam, Великобритания) и вторичных антител осла к мыши,
конъюгированных с пероксидазой хрена (1 : 10000; Abcam, Великобритания). Ви-
зуализацию пероксидазной реакции проводили с помощью метода усиленной хе-
милюминесценции в темной комнате с использованием рентгеновской пленки.
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Денситометрический анализ количества белка был осуществлен с помощью про-
граммы ImageJ. Уровень серого бендов Hsp70 был скорректирован по фоновому
сигналу и нормирован на сигнал GAPDH, выявляемый для определения общего
количества белка в пробах.

Статистический анализ данных, полученных в двух независимых группах срав-
нения (контрольной и экспериментальной), проводили с помощью программы
Statistica 7.1. Для выявления различий между группами использовался параметри-
ческий t-критерий Стьюдента, поскольку полученные данные имели нормальное
распределение по тесту Колмогорова–Смирнова. Полученные результаты счита-
лись статистически значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ поведения животных в тестах ОП и ПКЛ выявил ряд статистически зна-
чимых различий между экспериментальной группой, получавшей в/б инъекцию
кверцетина, и контрольной. На рис. 1 представлены данные, показывающие эф-
фект действия кверцетина на показатели двигательной активности в тесте ОП. Выяс-
нено, что кверцетин уменьшает число секций, пройденных в ПЗ в 1.8 раза (р < 0.05) и
ЦЗ в 3.3 раза (р < 0.05), что указывает на снижение уровня горизонтальной двига-
тельной активности в экспериментальной группе по сравнению с контрольной.
Одновременно с этим отмечалось снижение вертикальной двигательной активно-
сти, выражавшейся в уменьшении числа вертикальных стоек с упором в тесте ОП в
3.3 раза (р < 0.05), что вместе с предыдущими данными может указывать на сниже-
ние уровня исследовательской активности.

Уменьшение числа вертикальных стоек с упором наблюдалось и в тесте ПКЛ в
3.4 раза (р < 0.05) (табл. 2). Важно отметить, что в тесте ОП у экспериментальных
животных наблюдалось смещение временного баланса пребывания в исследуемых
зонах (табл.1) – время в ПЗ увеличивалось в 1.1 раза (р < 0.01), а время в ЦЗ умень-

Рис. 1. Влияние кверцетина на локомоторное поведение крыс в тесте ОП через 2 ч после его введения.
По оси абсцисс: Horizontal activity (peripheral zone ambulation – перемещение в переферической зоне, cen-
tral zone ambulation – перемещение в центральной зоне; Vertical activity (supported rearing – вертикальные
стойки с упором. По оси ординат: Number of entered squares – число пройденных секций. * p ≤ 0.05.

Fig. 1. Alterations in locomotor behavior in the open field test in rats 2 h after a single intraperitoneal administra-
tion of quercetin. The significance of differences in experimental group (quercetin) relative to control group (ve-
hicle) * p < 0.05.
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шалось в 5 раз (р < 0.01), что является базовым признаком усиления тревожности.

Кроме этого, в тесте ОП (табл. 1) у животных экспериментальной группы было об-

наружено увеличение времени замираний в 2.4 раза (р < 0.05) и возрастание числа

болюсов дефекации в 3.4 раза (р < 0.05), что может указывать на повышенный уро-

вень эмоциональной реактивности и тревожности. Эффекта действия кверцетина

на другие исследуемые показатели (в тесте ОП: число актов замираний; в тестах

ОП и ПКЛ: число и время актов груминга; в тесте ПКЛ: число входов и время пре-

бывания в ЗР, число входов и время пребывания в ОР, отношение числа входов в

ОР к общему числу входов, число заглядываний в ОР, число свешиваний с ОР) вы-

явлено не было (табл. 1 и 2).

Выявленные нами изменения в двигательной активности и эмоциональном по-

ведении после введения кверцетина не сопровождались изменением уровня Hsp70

в вентральном стриатуме, амигдале, голубом пятне и ЧС/ВТО по сравнению с кон-

тролем (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Настоящее исследование является продолжением ранее проведенной серии экс-

периментов, нацеленной на изучение роли шаперона Hsp70 в молекулярных меха-

низмах регуляции различных форм поведения [31]. Эти эксперименты показали,

что тепловое прекондиционирование (ТП), повышающее экспрессию стресс-ин-

дуцируемого белка Hsp70 в головном мозге, приводит к снижению уровня тревож-

ности в тесте ПКЛ у крыс. Отмечалось увеличение числа и времени входов в ОР, а

также процентного отношения числа входов в ОР к общему числу всех входов.

В настоящей работе, где применялся ингибитор экспрессии Hsp70 кверцетин, поз-

Таблица 1. Влияние кверцетина на показатели эмоционального и тревожно-подобного пове-
дения у крыс в тесте ОП
Table 1. Effects of quercetin on parameters of emotional and anxiety-like behavior in the open field
test

ПЗ – периферическая зона; ЦЗ – центральная зона. + увеличение, – уменьшение, 0 – отсутствие значи-
мых изменений. M ± SEM, достоверность различий в экспериментальной группе относительно кон-
трольной * p < 0.05, ** p < 0.01.
PZ – peripheral zone, CZ – central zone. + increased, – decreased, 0 – no changes. M ± SEM, the significance
of differences in experimental group relative to control group * p < 0.05, ** p < 0.01.

Параметры поведения/Направленность 
эффекта

Parameters/Trend

Контрольная группа
Control group

Экспериментальная
группа

Experimental group

Время пребывания в ПЗ, с/+
Time spent in the PZ, s /+

279.3 ± 4.5 295.6 ± 2.9 **

Время пребывания в ЦЗ, с /–
Time spent in the CZ, s/–

20.7 ± 4.5 4.4 ± 2.9 **

Время замираний, с/+
Time of freezing, s/+

45.4 ± 14 108 ± 26 *

Число актов замираний/+
Number of freezings/+

1.9 ± 0.6 2.8 ± 0.4

Время груминга, с/0
Time of grooming, s/0

7.7 ± 2.6 10.8 ± 2.8

Число актов груминга/0
Number of groomings/0

1.2 ± 0.4 0.9 ± 0.2

Число дефекаций/+
Number of fecal boli/+

0.7 ± 0.4 2.4 ± 1*
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воляющий ожидать противоположный результат, в том же тесте не удалось вы-

явить влияние кверцетина на тревожно-подобное поведение крыс. Однако в тесте

ОП наблюдалось отчетливое уменьшение времени пребывания в ЦЗ (параметр,

аналогичный времени входов в ОР для ПКЛ) на фоне его увеличения в ПЗ, что яв-

ляется наиболее индикативным свидетельством повышения уровня тревожности в

этом тесте [32, 33].

Более того, на усиление тревожности крыс в этом тесте может также указывать и

выявленное увеличение числа замираний, одного из этологических паттернов по-

ведения, показывающих высокую чувствительность к изменениям уровня тревож-

ности и эмоциональной реактивности [24, 32, 33]. Сюда же следует отнести и обна-

руженное увеличение числа болюсов дефекаций. Хотя этот показатель традиционно

относят к индексу эмоциональности, однако, рост числа болюсов, как правило,

коррелирует с ростом тревожности животного. Таким образом, выявленный в ра-

боте анксиогенный профиль сопровождался повышенной эмоциональной реак-

тивностью. Следует отметить, что в исследовании с использованием ТП по этим

последним показателям не было обнаружено изменений. Можно заключить, что в

двух сравниваемых исследованиях профиль эффектов в тревожно-подобном пове-

дении был несколько различным и показывал противоположный результат: при-

менение ТП характеризовалось анксиолитическим эффектом, а введение кверце-

тина, напротив, вызывало анксиогенный эффект.

Таблица 2. Влияние кверцетина на показатели двигательного, эмоционального и тревожно-
подобного поведения у крыс в тесте ПКЛ
Table 2. Effects of quercetin on locomotor, emotional and anxiety-like behavior in the elevated plus
maze test

ОР – открытые рукава; ЗР – закрытые рукава. + увеличение, – уменьшение, 0 – отсутствие значимых
изменений. M ± SEM, достоверность различий в экспериментальной группе относительно контрольной
* p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01.
CA – closed arms, OA – open arms. + increased, – decreased, 0 – no changes. M ± SEM, the significance of
differences in experimental group relative to control group * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01.

Параметры поведения/Направленность эффекта
Parameters/Trend

Контрольная группа
Control group

Экспериментальная группа
Experimental group

Число входов в ЗР/0
Number of entries in the CA/0

2.7 ± 0.52 2.22 ± 0.64

Время пребывания в ЗР, с/0
Time spent in the CA, s/0

272.8 ± 7.47 278 ± 5.2

Число входов в ОР/0
Number of entries in the OA/0

2.4 ± 0.45 2.11 ± 0.68

Время пребывания в ОР, с/0
Time spent in the CA s/0

24.9 ± 7.58 15.44 ± 5.26

Отношение числа входов в ОР, %/0
Percentage of entries in the CA, %/0

47 ± 8.88 49 ± 15.8

Число заглядываний в ОР/0
Number of protected head dips in the OA /0

4.4 ± 1 4 ± 1.37

Число свешиваний с ОР/0
Number of unprotected head dips in the OA /0

2.6 ± 0.78 2.11 ± 0.79

Число актов груминга /0
Number of groomings/0

0.8 ± 0.47 0.56 ± 0.38

Время груминга, c/0
Time of grooming, s/0

13.8 ± 8.78 13.67 ± 9.5

Число вертикальных стоек с упором/–
Number of supported rearings/–

9.7 ± 1.51 2.89 ± 0.86**

Число дефекаций
Number of fecal boli/0

2.1 ± 0.8 1.7  ± 0.7
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Кроме того, в настоящем исследовании обнаружено выраженное снижение об-

щей двигательной активности крыс под действием кверцетина, что также контрасти-

рует с сопоставляемыми данными предыдущей работы, в которой было показано

увеличение числа входов в ЗР лабиринта после воздействия ТП. Несмотря на то,

что именно по этому показателю нам не удалось выявить значимых различий между

группами при анализе эффектов кверцетина в ПКЛ, негативное влияние на горизон-

тальную двигательную активность довольно убедительно проявилось в тесте ОП: от-

мечалось существенное уменьшение числа секций, пройденных во всех зонах аре-

ны, т.е. в ПЗ и ЦЗ (рис. 1). Более того, наблюдалось экстенсивное падение уровня

вертикальной двигательной активности, судя по уменьшению числа вертикальных

стоек с упором как в тесте ОП (рис. 1), так и в ПКЛ (табл. 2). Этот показатель в со-

вокупности с предыдущими параметрами поведения в значительной мере может

отображать уровень исследовательской активности [34, 35], а полученный резуль-

тат в виде ее снижения является противоположным по отношению к результату

действия ТП в ПКЛ.

Следует отметить, что исследовательское поведение тоже имеет взаимосвязь с

тревожностью. Существует достаточно обоснованная гипотеза о том, что реализа-

ция исследовательской активности является результатом инактивации поведенче-

ского ингибирования, обусловленного фактором тревожности [36]. Иначе говоря,

наблюдается обратно пропорциональная зависимость – чем ниже уровень тревож-

ности, тем выше уровень исследовательской активности, и наоборот. Полученные

в работе результаты указывают на смещение кверцетином баланса данной системы

в негативную сторону или комплексного анксиогенного профиля.

Однако уменьшение двигательной активности и повышение эмоциональной ре-

активности при введении кверцетина животным не дает серьезного основания

объяснять наблюдаемые эффекты с позиции только ингибирующего действия

кверцетина на экспрессию шаперонов. В наших опытах мы не наблюдали умень-

Рис. 2. Содержание Hsp70 в вентральном стриатуме (Ventr. Str.), амигдале (Amygdala), черной субстан-

ции, вентральной тегментальной области (SN/VTA) и голубом пятне (Locus Coer.) крыс в контроле (Ve-

hicle) и через 2 ч после однократного внутрибрюшинного введения кверцетина (Quercetin). Слева пред-

ставлены иммуноблоты. На графике по вертикали – оптическая плотность Hsp70, % от контроля.

Fig. 2. Hsp70 content in ventral striatum (Ventr. Str.), Amygdala (Amygdala), substantia nigra, ventral tegmental

area (SN/VTA) and locus coeruleus (Locus Coer.) of rats 2 h after a single intraperitoneal administration of quer-

cetin. The left part of the figure shows immunoblots.
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шения содержания Hsp70 в структурах головного мозга, участвующих в регуляции

тревожно-подобного и двигательного поведения. Это может быть связано с тем,

что снижение количества Hsp70 происходит достаточно постепенно, и 2 ч после

ингибирования фактора транскрипции шаперонов HSF является слишком корот-

ким периодом, чтобы увидеть какие-либо изменения с помощью Вестерн-блот-

тинга. Мы полагаем, что в изменение эмоционального и двигательного поведения

в этот период может вносить вклад в способность кверцетина влиять на внутрикле-

точные сигнальные пути киназ, играющих важную роль в нейробиологических про-

цессах. Кверцетин проявляет ингибирующую активность на ферменты фосфоинози-

тид-3-киназы (PI3K), протенкиназу Б (Akt), тирозинкиназу, МАР-киназу и др. [8].

Ингибирующее или стимулирующее действие на этих путях могут оказать влияние

на клеточные функции, пролифирацию и гибель клеток, нейротрансмиссию, фор-

мирование синаптической пластичности [8, 37]. Показано, что сигнальный каскад

PI3K–AKT–GSK3β–CREB играет важную роль в модуляции тревожно-подобного

поведения [38], а дисрегуляция GSK-3β пути приводит к развитию депрессивно- и

маниакально-подобного поведения [39, 40].

Сопоставляя полученные нами данные с работами других авторов, следует,

прежде всего, обратить внимание на некоторые отличительные особенности, ха-

рактерные для результатов работ, связанных с изучением влияния кверцетина на

поведение животных в моделях стресс-индуцируемой тревожности [13], мозговой

травмы [16] и непредсказуемого стресса [17] у животных. Их общей чертой является

выраженный анксиолитический эффект кверцетина при его многократном приме-

нении в течение 14–21 дней. Это указывает на то, что реализация анксиолитиче-

ского эффекта кверцетина достигается за счет “накопительного” длительного дей-

ствия, а не ситуативного. В наших опытах оценивалось ситуативное действие квер-

цетина “здесь и сейчас” – через 2 ч после применения препарата в нормальных

условиях (не при патологии). В этом случае кверцетин оказывал анксиогенный эф-

фект с ослаблением двигательной активности.

Таким образом, проведенное нами исследование показало, что кверцетин, обла-

дающий широким спектром биологической активности, способен оказывать влия-

ние на отдельные формы поведения животных. Выявленный в работе отчетливый

негативный эффект на двигательную активность является немаловажным основа-

нием для пересмотра профиля назначения его в качестве терапевтического препа-

рата, широко используемого в современной фармацевтике и аптечном секторе

(таксифолин, дигидрокверцетин и другие его изоформы). Более того, обнаружен-

ное подавление исследовательского поведения и усиление эмоциональной реак-

тивности с появлением отдельных признаков тревожности при однократном вве-

дении кверцетина также подчеркивают значимость учета фармакологических

свойств этого препарата.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ

Исследование выполнено при поддержке госзадания (тема № АААА-А18-118012290427-7).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Все применимые международные, национальные и/или институциональные принципы

ухода и использования животных были соблюдены. Настоящая статья не содержит результа-

тов каких-либо исследований с участием людей в качестве объектов исследований.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. Anand David A.V., Arulmoli R., Parasuraman S. Overviews of Biological Importance of Querce-
tin: A Bioactive Flavonoid. Pharmacogn. Rev. 10: 84–89. 2016.



1521ФЛАВОНОИД КВЕРЦЕТИН

2. Almeida A.F., Borge G.I.A., Piskula M., Tudose A., Tudoreanu L., Valentova K., Williamson G.,
Santos C.N. Bioavailability of Quercetin in Humans with a Focus on Interindividual Variation.
Compar. Rev. Food Sci. Food Saf. 17: 714–731. 2018.

3. Boots A.W., Haenen R., Bast A. Health effects of quercetin: From antioxidant to nutraceutical.
Eur. J. Pharmacol. 585: 325–337. 2008. 
https://doi.org/10.1016/j.ejphar.2008.03.008

4. Brito A.F., Ribeiro M., Abrantes A.M., Pires A.S., Teixo R.J., Tralhão J.G., Botelho M.F. Querce-
tin in cancer treatment, alone or in combination with conventional therapeutics? Curr. Med.
Chem. 22: 3025–3039. 2015. 
https://doi.org/10.2174/0929867322666150812145435

5. Qin M., Chen W., Cui J., Li W., Liu D., Zhang W. Protective efficacy of inhaled quercetin for ra-
diation pneumonitis. Exp. Ther. Med. 14(6): 5773–5778. 2017. 
https://doi.org/10.3892/etm.2017.5290

6. Colunga Biancatelli R.M.L., Berrill M., Catravas J.D., Marik P.E. Quercetin and Vitamin C: An
Experimental, Synergistic Therapy for the Prevention and Treatment of SARS-CoV-2 Related
Disease (COVID-19). Front. Immunol. 11: 1451. 2020. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.01451

7. Cai Q., Rahn R.O., Zhang R. Dietary f lavonoids, quercetin, luteolin and genistein, reduce oxi-
dative DNA damage and lipid peroxidation and quench free radicals. Cancer Lett. 119(1): 99–
107. 1997. 
https://doi.org/10.1016/s0304-3835(97)00261-9

8. Boly R., Gras T., Lamkami T., Guissou P, Serteyn D., Kiss R., Dubois J. Quercetin inhibits a large
panel of kinases implicated in cancer cell biology. Int. J. Oncol. 38(3): 833–842. 2011. 
https://doi.org/10.3892/ijo.2010.890

9. Davies S.P., Reddy H., Caivano M., Cohen P. Specificity and mechanism of action of some com-
monly used protein kinase inhibitors. Biochem. J. 351(Pt. 1): 95–105. 2000. 
https://doi.org/10.1042/bj3510095

10. Huang Y.T., Hwang J.J., Lee P.P. Effects of luteolin and quercetin, inhibitors of tyrosine kinase,
on cell growth and metastasis-associated properties in A431 cells overexpressing epidermal
growth factor receptor. Br. J. Pharmacol. 128(5): 999–1010. 1999. 
https://doi.org/10.1038/sj.bjp.0702879

11. Agullo G., Gamet-Payrastre L., Manenti S., Viala C., Rémésy C., Chap H. Relationship between
f lavonoid structure and inhibition of phosphatidylinositol 3-kinase: a comparison with tyrosine
kinase and protein kinase C inhibition. Biochem. Pharmacol. 53(11): 1649–1657. 1997. 
https://doi.org/10.1016/S0006-2952(97)82453-7

12. Peet G.W., Li J. IkappaB kinases alpha and beta show a random sequential kinetic mechanism
and are inhibited by staurosporine and quercetin. J. Biol. Chem. 274(46): 32655–32661. 1999. 
https://doi.org/10.1074/jbc.274.46.32655

13. Samad N., Saleem A., Yasmin F., Shehzad M.A. Quercetin protects against stress-induced anxi-
ety- and depression-like behavior and improves memory in male mice. Physiol. Res. 67(5):
795–808. 2018.

14. Holzmann I., da Silva L.M., Corrêa da Silva J.A., Steimbach V.M., de Souza M.M. Antidepres-
sant-like effect of quercetin in bulbectomized mice and involvement of the antioxidant defens-
es, and the glutamatergic and oxidonitrergic pathways. Pharmacol. Biochem. Behav. 136: 55–
63. 2015. 
https://doi.org/10.1016/j.pbb.2015.07.003

15. Khan K., Najmi A.K., Akhtar M.A. Natural Phenolic Compound Quercetin Showed the Useful-
ness by Targeting Inf lammatory, Oxidative Stress Markers and Augment 5-HT Levels in One of
the Animal Models of Depression in Mice. Drug Res. (Stuttg). 69(7): 392–400. 2019. 
https://doi.org/10.1055/a-0748-5518

16. Kosari-Nasab M., Shokouhi G., Ghorbanihaghjo A., Mesgari-Abbasi M., Salari A.A. Quercetin
mitigates anxiety-like behavior and normalizes hypothalamus-pituitary-adrenal axis function
in a mouse model of mild traumatic brain injury. Behav. Pharmacol. 30(2): 282–289. 2019. 
https://doi.org/10.1097/FBP.0000000000000480

17. Mehta V., Parashar A., Udayabanu M. Quercetin prevents chronic unpredictable stress induced
behavioral dysfunction in mice by alleviating hippocampal oxidative and inf lammatory stress.
Physiol. Behav. 171: 69–78. 2017. 
https://doi.org/10.1016/j.physbeh.2017.01.006

18. Hosokawa N., Hirayoshi K., Nakai A., Hosokawa Y., Marui N., Yoshida M., Sakai T., Nishino H.,
Aoike A., Kawai K. Flavonoids inhibit the expression of heat shock proteins. Cell Struct. Funct.
15(6): 393–401. 1990.

19. Hartl F.U. Molecular chaperones in cellular protein folding. Nature. 381: 571–579. 1996.

20. Yi H., Huang G., Zhang K., Liu S., Xu W. HSP70 protects rats and hippocampal neurons from
central nervous system oxygen toxicity by suppression of NO production and NF-κB activation.
Exp. Biol. Med. (Maywood). 243(9): 770–779. 2018. 
https://doi.org/10.1177/1535370218773982



1522 ЧЕРНЫШЕВ и др.

21. Ницинская Л.Е., Екимова И.В., Гужова И.В., Фейзулаев Б.А., Пастухов Ю.Ф. Влияние
кверцетина на тяжесть химически индуцированных судорог и содержание белка тепло-
вого шока 70 Кда в структурах головного мозга крыс. Рос. физиол. журн. им. И.М. Се-
ченова. 96(3): 283–292. 2010. [Nitsinskaya L.E., Ekimova I.V., Guzhova I.V., Feizulaev B.A., Pas-
tukhov Y.F. Effect of quercetin on the severity of chemically induced seizures and thecontentof-
heatshockprotein70intheratbrainstructures. Russ. J. Physiol. 96(3): 283-292. 2010. (In Russ)].

22. Екимова И.В., Плаксина Д.В. Влияние кверцетина на нейродегенеративные и компенса-
торные процессы в нигростриатной системе в модели преклинической стадии болезни
Паркинсона у крыс. Рос. физиол. журн. им. И.М. Сеченова. 102(6): 647–658. 2016. [Eki-
mova I.V., Plaksina D.V. Effect of quercetin on neurodegenerative and compensatory processes
in nigrostriatal system in a model of preclinical parkinson’s disease stage in rats. Russ. J. Physi-
ol. 102(6): 647–658. 2016. (In Russ)].

23. Graefe E.U., Derendorf H., Veit M. Pharmacokinetics and bioavailability of the f lavonol querce-
tin in humans. Int. J. Clin. Pharmacol. Ther. 37(5): 219–233. 1999.

24. Буреш Я., Бурешова О., Хьюстон Дж. П. Методики и основные эксперименты по изуче-
нию мозга и поведения. М. Высш. школа. 1991. [Bures J., Buresova O., Huston J. Techniques
and basic experiments for the study of brain and behavior. New York. Elsevier Science Publ.
1983 (Bures J., Buresova O., Huston J. Techniques and basic experiments for the study of brain
and behavior. Moscow. Vyschaya shkola. 1991. (In Russ)].

25. Walf A.A., Frye C.A. The use of the elevated plus maze as an assay of anxiety-related behavior
in rodents. Nat. Protoc. 2(2): 322–328. 2007.

26. Cardinal R.N., Hall J., Everitt B.J., Parkinson J.A. The contribution of the amygdala, nucleus
accumbens, and prefrontal cortex to emotion and motivated behaviour. Int. Congr. Ser. 1250:
347–370. 2003.

27. McCall J.G., Siuda E.R., Bhatti D.L., Lawson L.A., McElligott Z.A., Stuber G.D., Bruchas M.R.
Locus coeruleus to basolateral amygdala noradrenergic projections promote anxiety-like be-
havior. Elife. 6: e18247. 2017. 
https://doi.org/10.7554/eLife.18247

28. Paxinos G., Watson C. The rat brain in stereotaxic coordinates: hard cover edition. Acad. Press. 2006.
29. Bradford M.M. A Rapid and Sensitive Method for the Quantitation of Microgram Quantities of

Protein Utilizing the Principle of Protein-Dye Binding. Anal. Biochem. 72(1): 248–254. 1976.
30. Cleveland D.W., Fischer S.G., Kirschner M.W., Laemmli U.K. Peptide mapping by limited prote-

olysis in sodium dodecyl sulfate and analysis by gel electrophoresis. J. Biol. Chem. 252(3):
1102–1106. 1997.

31. Чернышев М.В., Сапач О.А. Тепловое прекондиционирование снижает уровень тревожно-
сти у крыс. Рос. физиол. журн. им. И.М. Сеченова. 105(5): 556–564. 2019. [Chernyshev M.V.,
Sapach О.A. Thermal preconditioning decreases a level of anxiety in rats. Russ. J. Physiol. 105(5):
556–564. 2019. (In Russ)].

32. Carola V., D’Olimpio F., Brunamonti E., Mangia F., Renzi P. Evaluation of the elevated plus-maze
and open-field tests for the assessment of anxiety-related behaviour in inbred mice. Behav.
Brain Res. 134(1–2): 49–57. 2002.

33. Kalueff A.V. Experimental modeling in anxiety and depression research. Psychopharmacol.
Biol. Narcol. 4(2–3): 663–670. 2004.

34. Петров Е.С. Изучение нейробиологических основ сложных безусловных рефлексов в
Физиологическом отделе им. И.П. Павлова: итоги последних лет. Рос. физиол. журн.
им. И.М. Сеченова. 84(121): 1669–1681. 1990. [Petrov E.S. A study of neurobiological basis
of complex unconditioned ref lexes in I.P. Pavlov Physiological department: resumes of the last
years. Russ. J. Physiol. 84(121): 1669–81. 1990. (In Russ)].

35. Sturman O., Germain P.L., Bohacek J. Exploratory rearing: a context- andstress-sensitive be-
havior recorded in the open-field test. Stress. 21(5): 443–452. 2018. 
https://doi.org/10.1080/10253890.2018.1438405

36. Montgomery K.C. The relationship between fear induced by novel stimulation and exploratory
behaviour. J. Compar. Physiol. Psychol. 48: 254–60. 1955.

37. Duman R.S., Voleti B. Signaling pathways underlying the pathophysiology and treatment of de-
pression: novel mechanisms for rapid-acting agents. Trends Neurosci. 35(1): 47–56. 2012. 
https://doi.org/10.1016/j.tins.2011.11.004

38. Qiao X., Gai H., Su R. PI3K-AKT-GSK3β-CREB signaling pathway regulates anxiety-like be-
havior in rats following alcohol withdrawal. J. Affect. Disord. 235: 96–104. 2018. 
https://doi.org/10.1016/j.jad.2018.04.039

39. Polter A., Beurel E., Yang S. Deficiency in the inhibitory serine-phosphorylation of glycogen
synthase kinase-3 increases sensitivity to mood disturbances. Neuropsychopharmacology.
35(8): 1761–1774. 2010. 
https://doi.org/10.1038/npp.2010.43

40. Diniz B.S., Talib L.L., Joaquim H.P., de Paula V.R., Gattaz W.F., Forlenza O.V. Platelet GSK3B
activity in patients with late-life depression: marker of depressive episode severity and cognitive
impairment? World J. Biol. Psychiatry. 12(3): 216–222. 2011. 
https://doi.org/10.3109/15622975.2010.551408



1523ФЛАВОНОИД КВЕРЦЕТИН

Flavonoid Quercetin Attenuates Locomotor Attivity
and Enhances Emotional Reactivity in Rats

M. V. Chernysheva, *, D. V. Belana, O. A. Sapacha, and I. V. Ekimovaa

aSechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry RAS, Saint Petersburg, Russia
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This work is aimed at the investigation of the effects of polyphenolic f lavonoid querce-

tin, possessing a wide range of pharmacological properties, on locomotor, emotional

and anxiety-like behavior in rats under normal conditions. Intraperitoneal administra-

tion of quercetin at a dose of 5 mg/kg was found to induce several types of anxiety-like

behavior in the open field (OF) test 2 hours after the injection. It was characterized by

reduced time spent in the central zone of the arena, and increased — in the peripheral

zone. Such effects were absent in the elevated plus maze (EPM) test. Additionally, quer-

cetin induced an enhanced emotional reactivity in the OF test that manifested in a pro-

longed freezing duration and the increased number of fecal boli. A considerable decrease

in the level of horizontal activity was detected in this test: the number of squares crossed

in the peripheral and the central zones was decreased. Moreover, the number of support-

ed rearings was decreased in both tests, which reflects an attenuation of the exploratory

behavior. These findings indicate the anxiogenic action of quercetin. Elicited behavioral

changes induced by quercetin were not linked to changes in the stress-induced protein

Hsp70 content in the brain structures implicated in locomotion and emotion regulation.

We propose that the decreased locomotor activity and increased emotional reactivity fol-

lowing quercetin administration in rats are associated with its modulatory effects on the

intracellular kinase signaling pathways that play an important role in the neurobiological

processes.

Keywords: quercetin, locomotory and emotional behavior, stress-induced protein Hsp70,

kinase, brain
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Инфралимбическая кора больших полушарий головного мозга характеризуется об-
ширной системой афферентных и эфферентных связей с кортикальными, субкор-
тикальными, стволовыми структурами и спинным мозгом, обеспечивающими ее
участие в высших механизмах регуляции функций висцеральной сферы. Вместе с
тем, участие инфралимбической коры в нейрональных механизмах модуляции вис-
церальной ноцицепции как острой, так и хронической представляется недостаточ-
но ясным. В работе с использованием модели абдоминальной боли на двух группах
наркотизированных уретаном крыс (нормальные крысы и крысы с эксперимен-
тальным колитом) изучались эффекты электрической стимуляции инфралимбиче-
ской коры на реакции нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной
формации продолговатого мозга и изменения артериального давления, вызванные
ноцицептивным растяжением колоректальной области толстой кишки. Установле-
но, что у крыс обеих групп ноцицептивное колоректальное растяжение сопровож-
дается как возбудительными, так и тормозными реакциями нейронов каудальной
вентролатеральной ретикулярной формации, а также депрессорными изменениями
артериального давления. Впервые показано, что электрическая стимуляция инфра-
лимбической коры усиливает возбудительные и уменьшает тормозные реакции
нейронов на висцеральное болевое раздражение, а также усиливает депрессорные
реакции как у нормальных крыс, так и у крыс с колитом. Этот эффект был более
выражен в группе нормальных животных. В целом влияние инфралимбической ко-
ры на ноцицептивные нейроны вентролатеральной ретикулярной формации и вас-
кулярные реакции на висцеральную боль можно рассматривать как облегчающие
висцеральную ноцицепцию. Количественные различия в эффектах кортикальной
стимуляции у нормальных крыс и крыс с колитом, возможно, связаны с различия-
ми в обработке мозгом острой висцеральной боли и боли, осложненной хрониче-
ским воспалением. Одним из возможных механизмов кортикального влияния на
висцеральную ноцицепцию может быть модуляция текущей активности ноцицеп-
тивных нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной формации, прямо
или косвенно участвующих в нисходящем контроле висцеральной боли.

Ключевые слова: инфралимбическая кора, каудальная вентролатеральная ретику-
лярная формация, висцеральная ноцицепция, нейрональная активность, толстая
кишка, колит
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Известно, что некоторые области коры больших полушарий головного мозга
имеют прямое отношение к высшим механизмам регуляции функций висцераль-
ной сферы [1]. В частности, это относится к расположенной на медиальной по-
верхности ростральной части больших полушарий головного мозга медиальной
префронтальной коре. В дорсо-вентральном направлении медиальная префрон-
тальная кора крысы подразделяется на переднюю поясную (ACC), прелимбиче-
скую (PLC) и инфралимбическую кору (ILC) [2, 3], последнюю принято рассмат-
ривать в качестве “висцеромоторного” поля коры больших полушарий головного
мозга, так как электрическое или химическое раздражение этой кортикальной об-
ласти сопровождается значительными изменениями артериального давления кро-
ви, частоты сердечных сокращений, дыхательной функции, а также моторной и
секреторной деятельности желудочно-кишечного тракта [4–8]. Инфралимбиче-
ская кора характеризуется обширной системой афферентных и эфферентных свя-
зей с кортикальными, субкортикальными, стволовыми структурами и спинным
мозгом, обеспечивающими ее участие в широком спектре процессов, связанных с
памятью, когнитивной деятельностью, эмоциональным и аффективным поведе-
нием и т.п. [9–17]. Анализ этих функций инфралимбической коры не входит в за-
дачи настоящей работы, поэтому мы остановимся на ее связях и функциях, имею-
щих отношение к основной цели настоящей работы, а именно, к изучению нейро-
нальных механизмов кортикальной модуляции висцеральной ноцицепции.
Предполагается, что кортикальная модуляция висцеральной ноцицепции реализует-
ся через прямые проекции инфралимбической коры к структурам мозга, входящим в
состав так называемой эндогенной системы нисходящей модуляции боли [18–22],
конечным звеном которой являются афферентные нейроны дорсального рога спин-
ного мозга, формирующие восходящий поток висцероцептивной, в том числе и
ноцицептивной информации в супраспинальные структуры мозга, включая кору
больших полушарий. Одной из ключевых структур в этой системе является ка-
удальная вентролатеральная ретикулярная формация продолговатого мозга [23],
нейроны которой имеют прямые реципрокные связи с нейронами люмбо-сакраль-
ного отдела спинного мозга [24], где оканчиваются афферентные волокна тазового
нерва от органов брюшной полости, в частности, от толстого кишечника. Электри-
ческая или химическая стимуляция этой области продолговатого мозга сопровож-
дается висцеромоторными и поведенческими реакциями на висцеральную боль у
крыс [25]. В этой области продолговатого мозга обнаружены группы нейронов, от-
вечающих специфическим паттерном активности на ноцицептивное колоректаль-
ное растяжение [26], реакции которых существенно изменялись на фоне действия
антиноцицептивных субстанций [27–30], а также в условиях кишечного воспале-
ния [31, 32]. В отличие от стволовых механизмов модуляции боли [25], механизмы
кортикальной модуляции висцеральной ноцицепции как острой, так и хронической
остаются малоизученными. Поэтому основной целью данного исследования было
оценить эффекты электрической стимуляции инфралимбической коры головного
мозга крыс на реакции висцеральных ноцицептивных нейронов каудальной вен-
тролатеральной ретикулярной формации и на изменения артериального давления,
вызванные ноцицептивным колоректальным растяжением у нормальных крыс и у
крыс с экспериментальным колитом.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на 22-х наркотизированных уретаном (1.5 мг/кг, внутри-
брюшинно; ICN Biomedical Inc., США) самцах крыс линии Вистар массой 250–300 г,
выведенных и содержавшихся в стандартных условиях вивария Института физио-
логии им. И.П. Павлова РАН (Коллекция лабораторных млекопитающих разной



1526 ПАНТЕЛЕЕВ и др.

таксономической принадлежности Института физиологии им. И.П. Павлова РАН).
Все эксперименты выполнены в соответствии с этическими принципами Междуна-
родной ассоциации по изучению боли и Директивой Совета Европейского сообще-
ства (86/609/EEC), а также требованиями Комиссии по контролю за содержанием
и использованием лабораторных животных при Институте физиологии им.
И.П. Павлова РАН (заключение №02/24 от 24 февраля 2020 г.). Для изучения эф-
фектов электрической стимуляции инфралимбической коры на висцеральную но-
цицепцию использовалась экспериментальная модель абдоминальной боли на
крысах. Предполагается, что эта модель имитирует болевые ощущения, возникаю-
щие у пациентов, страдающих синдромом раздраженной кишки при сверхпорого-
вом растяжении колоректального отдела толстого кишечника. При этом болевые
ощущения как у человека, так и у животных сопровождаются рефлекторными вис-
церомоторными реакциями в виде сокращений брюшной мускулатуры, изменений
частоты сердечных сокращений и артериального давления. Величина этих реакций
зависит от величины давления в баллоне и связана со степенью выраженности аб-
доминальной боли [33–35]. Указанные висцеромоторные рефлексы реализуются с
участием нейронов структур продолговатого мозга, в частности, каудальной вен-
тролатеральной ретикулярной формации продолговатого мозга, реакции нейронов
которой могут использоваться в качестве объективных критериев боли при изуче-
нии нейрональных механизмов висцеральной ноцицепции [27, 29–31, 36].

Опыты выполнены на двух группах крыс. Первая группа из 14 животных исполь-
зовалась в качестве контрольной, вторая группа состояла из 8 крыс с эксперимен-
тальным колитом, вызванным трансректальным введением с помощью шприца
Гамильтона спиртового раствора пикрилсульфониевой кислоты (20 мг в 0.2 мл
50%-ного этанола; TNBS, Sigma, США) в колоректальную область по методу Mor-
ris с соавт. [31, 32, 37]. Эксперименты начинались через 6–8 дней после введения
TNBS, на пике развития колита.

После 24-часовой пищевой депривации со свободным доступом к воде живот-
ное анестезировалось уретаном, и после достижения хирургического уровня ане-
стезии производилась установка катетеров в бедренные вену и артерию для введе-
ния анестетика (при необходимости) и для регистрации артериального давления с
помощью полупроводникового датчика давления (MLT0670, ADInstruments Ltd.,
Великобритания). Затем животное помещалось в стереотаксический прибор (Med-
icor, Венгрия). Для доступа к продолговатому мозгу на дорсальной поверхности
шеи делался разрез, шейные мышцы, часть затылочной кости над дорсальной по-
верхностью мозга, а также часть твердой мозговой оболочки аккуратно удалялись,
после чего поверхность продолговатого мозга покрывалась теплым вазелиновым
маслом. Для доступа к инфралимбической коре головного мозга в кости черепа в
области проекции медиальной префронтальной коры на дорсальную поверхность
черепа выполнялась краниотомия (2.5 × 1.5 мм), твердая мозговая оболочка надре-
залась, и отверстие заполнялось теплым вазелиновым маслом. Адекватность ане-
стезии контролировалось по стабильности артериального давления крови, которое
поддерживалось в диапазоне 70–100 мм рт. ст. Температура тела животного под-
держивалась в диапазоне 37–39°C с помощью специальной подложки и водяного
термостата (U-10, Германия). Общая схема экспериментов представлена на рис. 1.

В качестве висцеральной стимуляции использовалось механическое растяжение
колоректальной области толстой кишки (CRD – colorectal distension) с помощью
тонкостенного резинового баллона объемом около 8 см3, который вводился рек-
тально и соединялся катетером со шприцевым насосом (DS-09, Visma-Planar, Бела-
русь). Катетер фиксировался липкой лентой на хвосте животного. Насос использо-
вался для создания давления во внутрикишечном баллоне величиной 80 мм рт. ст. в
течение 60 с, со скоростью нарастания давления около 10 с. По нашим данным,
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указанное давление является ноцицептивным для толстого кишечника крысы [27].
Электрическая стимуляция инфралимбической коры осуществлялась с помощью
вводимого в кору вольфрамового электрода сопротивлением около 50 кОм в обла-
сти, ограниченной 2.0–3.5 мм рострально относительно брегмы, 0.5–1.0 мм лате-
ральнее средней линии, 4.4–4.6 мм от дорсальной поверхности мозга. Кортикаль-
ная стимуляция производилась серией прямоугольных монополярных импульсов
тока силой 100–150 мкА, длительностью 100–300 мкс и частотой следования 20 Гц
в течение 10 с при помощи электростимулятора Isostim А320 (WPI, США), управ-
ляемого от компьютера.

Рис. 1. Схема экспериментов по изучению эффектов электрической стимуляции инфралимбической
коры на реакции ноцицептивных нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной формации
продолговатого мозга, вызванные болевым колоректальным растяжением. Обозначения: 1 – стимули-
рующий электрод, 2 – электростимулятор А320, 3 – усилитель переменного тока DAM 80, 4 – микропо-
гружатель МП2, 5 – регистрирующий электрод, 6 – полупроводниковый датчик давления, 7 – шприце-
вой насос DS-09, 8 – стимулирующий баллон, АСС – передняя поясная кора, PLC – прелимбическая
кора, ILC – инфралимбическая кора, vlRF – каудальная вентролатеральная ретикулярная формация,
DRG – ганглий дорсального рога.

Fig. 1. Scheme of experiments to study the effects of electrical stimulation of the infralimbic cortex on the re-
sponses of nociceptive neurons in the caudal ventrolateral medullary reticular formation caused by noxious col-
orectal distension. Designation: 1 – stimulating electrode, 2 – electrostimulator А320, 3 – AC amplifier DAM
80, 4 – microdriver MP2, 5 – recording electrode, 6 – semiconductor pressure sensor, 7 – syringe pump DS-09,
8 – stimulating balloon, АСС – anterior cingulate cortex, PLC – prelimbic cortex, ILC – infraralimbic cortex,
vlRF – caudal ventrolateral medullary reticular formation, DRG – dorsal root ganglion.
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Регистрация внеклеточной нейрональной активности осуществлялась вольфра-
мовым электродом (WPI, США) с кончиком диаметром около 1 мкм и сопротивле-
нием около 1–2 МОм. Электрод с помощью электронного микропогружателя
(МП2, Россия) погружался в ткань мозга в область, соответствующей каудальной
вентролатеральной ретикулярной формации продолговатого мозга согласно ат-
ласу мозга крысы [38] и расположенной на 1.0–1.5 мм ростральнее задвижки, на
1.8–2.3 мм латеральнее средней линии, на глубину 2.7–3.4 мм относительно дор-
сальной поверхности мозга с шагом 4.0 мкм. Отводимый электродом сигнал посту-
пал на вход усилителя (DAM 80, WPI, США) и после усиления и фильтрации в диа-
пазоне 400–5000 Гц подавался на вход звуковой карты компьютера. Визуализация
нейрональной активности осуществлялась в режиме реального времени с помо-
щью программы Audition 3 (Adobe Corp., США) с последующим сохранением в
формате звукового файла, который затем импортировался в программу Spike 2
(CED, Великобритания) для последующего анализа, обеспечивающего дифферен-
циальную селекцию нейрональных разрядов по форме с раздельной обработкой
импульсных потоков. Нейроны считались отвечающими на колоректальное растя-
жение, если частота их разрядов изменялась во время раздражения не менее чем на
10% по сравнению с фоновым значением. Оценка влияния электрической стиму-
ляции коры на ноцицептивные реакции нейронов каудальной вентролатеральной
ретикулярной формации и на изменения артериального давления, инициирован-
ные ноцицептивным колоректальным растяжением, осуществлялась в следующей
парадигме. Сначала регистрировались реакции нейронов и изменения артериаль-
ного давления на изолированное применение колоректального растяжения. Затем
через 3–5 мин повторяли указанное растяжение с предшествующей (20 с) электри-
ческой стимуляцией инфралимбической коры. Расчет средних частот разрядов
нейронов производился 60-секундными интервалами до, во время, а также после
окончания колоректального растяжения, в этих же интервалах рассчитывались
средние значения артериального давления. Соответствующие расчеты и графиче-
ское представление результатов производили с помощью программы Origin 2018
(OriginLab Corp., США). Статистический анализ и оценка достоверности результа-
тов осуществляли с помощью программы InStat 3.02 (GraphPad Software Inc.,
США) с применением непараметрических статистических тестов. Результаты вы-
ражались как среднее значение ± ошибка среднего.

По окончании каждого эксперимента животное подвергалось эвтаназии внутри-
венным введением трехкратной дозы уретана, после чего выполнялось электроли-
тическое разрушение ткани мозга через регистрирующий и стимулирующий
электроды, мозг удалялся и помещался для фиксации в 10%-ный раствор пара-
формальдегида в течение недели. Локализация мест регистрации и стимуляции
производилась по 40 микронным срезам мозга, окрашенным тионином, с ис-
пользованием атласа мозга крысы [38]. По завершении каждого опыта у здоровых
крыс и животных с колитом выполнялся забор фрагмента толстой кишки длиной
8 см от ануса для визуального анализа и последующей стандартной гистологиче-
ской обработки (эозин и гематоксилин) с целью исключения кишечной патологии
у нормальных животных и гистологического подтверждения воспаления толстой
кишки у крыс с колитом.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В данной работе с использованием экспериментальной модели абдоминальной
боли на крысах [33] изучали влияние электрической стимуляции инфралимбиче-
ской коры на реакции нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной
формации продолговатого мозга и изменения артериального давления, иницииро-
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ванные ноцицептивным растяжением колоректального отдела толстого кишечни-
ка крысы. Работа выполнялась на двух группах анестезированных уретаном самцах
крыс. Первая (контрольная) группа состояла из 14 нормальных крыс (крысы без
колита). Во вторую (экспериментальную) группу входили 8 крыс с колитом. У крыс
первой группы была зарегистрирована фоновая и вызванная активность 232 нейро-
нов каудальной вентролатеральной ретикулярной формации, из которых 112 нейро-
нов, или 48.3%, отвечали на ноцицептивное колоректальное растяжение пролонги-
рованным увеличением частоты разрядов (возбуждающиеся нейроны, рис. 2А),
48 нейронов, или 20.7%, отвечали пролонгированным уменьшением частоты раз-
рядов (тормозящиеся нейроны, рис. 2В) и 72 нейрона, или 31% от общего числа
нейронов, не отвечали на указанное колоректальное растяжение.

У животных второй группы была зарегистрирована фоновая и вызванная актив-
ность 189 нейронов, из которых 65 нейронов, или 34.4%, были возбуждающимися
нейронами, 72 нейрона, или 38.1%, – тормозящимися и 52 нейрона, или 27.5% от
общего числа нейронов, не отвечали на колоректальное растяжение. Таким обра-
зом, в каудальной вентролатеральной ретикулярной формации нами продемон-
стрированы два типа нейронов, связанных с висцеральной ноцицепцией: нейроны
с пролонгированным возбуждением и нейроны с пролонгированным торможени-
ем на ноцицептивное колоректальное растяжение.

У крыс контрольной группы ноцицептивное колоректальное растяжение вызы-
вало значительное увеличение частоты разрядов возбуждающихся нейронов до
135.7 ± 9.3% (n = 112, р < 0.0001, парный тест Вилкоксона) относительно их фоно-
вой частоты разрядов, которое продолжалось и после окончания растяжения.
Предшествующая колоректальному растяжению электрическая стимуляция ин-
фралимбической коры сопровождалась существенным усилением нейрональных

Рис. 2. Типичные примеры активности нейронов с возбудительным (А) и тормозным (В) типами реак-
ции на ноцицептивное колоректальное растяжение. На каждой записи вверху диаграмма частоты раз-
рядов, внизу соответствующая спайковая последовательность. По оси ординат – частота разрядов в с,
абсцисса – время в с, отметка времени – 10 с, черта под рисунками – отметка растяжения.

Fig. 2. Typical examples of the activity of neurons with excitatory (A) and inhibitory (B) types of response to noci-
ceptive colorectal distension. Each record has a discharge frequency diagram at the top, and a corresponding
spike sequence at the bottom. The ordinate is the discharge frequency in spikes/s, the abscissa is the time in s, the
time stamp is 10 s, the line under the figures is the colorectal distension mark.
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реакций на растяжение – до 155 ± 13.7% (n = 112, р < 0.0001, парный тест Вилкоксо-
на) относительно фоновой активности, хотя это усиление не достигало значимого
уровня (n = 112, p = 0.95, парный тест Вилкоксона) относительно реакции на изо-
лированное колоректальное растяжение. При этом указанная тенденция сохраня-
лась и после окончания растяжения (рис. 3А).

У нейронов с тормозными реакциями болевое колоректальное растяжение со-
провождалось существенным уменьшением частоты разрядов до 79.5 ± 12% (n = 48,
p < 0.0001, парный тест Вилкоксона) относительно фоновой частоты, которое про-
должалось и после окончания растяжения. У нейронов этого типа предшествую-
щая кортикальная стимуляция уменьшала тормозную реакцию нейронов на коло-
ректальное растяжение до 99.8 ± 12.2% (n = 48, p = 0.025, парный тест Вилкоксона),
относительно изолированного применения колоректального растяжения, которая

Рис. 3. Диаграммы изменении частоты разрядов нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной
формации продолговатого мозга с возбудительным (А) и тормозным (В) типами реакции на CRD у кон-
трольных крыс до (CRD) и после электрического раздражения инфралимбической коры (ILC + CRD). По
оси ординат – частота разрядов в % к фоновой частоте; *** – p < 0.001 относительно фоновой частоты,
# и ### – p < 0.05 и < 0.001 относительно изолированного применения ноцицептивного колоректаль-
ного растяжения. На нижней диаграмме – соответствующие изменения артериального давления (С).

Fig. 3. Diagrams of changes in the rate of discharges of neurons of the caudal ventrolateral medullary reticular
formation with excitatory (A) and inhibitory (B) types of response to the CRD in control rats before (CRD) and
after electrical stimulation of the infralimbic cortex (ILC + CRD). The ordinate shows the rate of discharges in %
to the background activity, *** – p < 0.001 relative to the background frequency, # and ### – p < 0.05 and
< 0.001 relative to the isolated use of nociceptive colorectal distension. The bottom diagram shows the corre-
sponding changes in blood pressure (C).
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инвертировалась после окончания растяжения (рис. 3В). В контрольной группе
животных ноцицептивное колоректальное растяжение сопровождалось суще-
ственным снижением артериального давления до 91 ± 0.34% (p < 0.0001, U = 122,
критерий Манна–Уитни) относительно исходного значения. Предшествующая
стимуляция инфралимбической коры приводила к достоверному усилению депрес-
сорной реакции на колоректальное растяжение до 79 ± 0.9% (p < 0.0001, U = 4.0, кри-
терий Манна–Уитни), относительно исходных значений. Это усиление достигало
значимого уровня (p < 0.0001, U = 344.0, критерий Манна–Уитни) по отношению к
изолированному применению колоректального растяжения (рис. 3С). Таким обра-
зом, в контрольной группе (нормальные крысы) электрическая стимуляция ин-
фралимбической коры вызывала усиление нейрональных и депрессорных реакций
на ноцицептивное растяжение толстой кишки. В группе животных с эксперимен-
тальным колитом ноцицептивное колоректальное растяжение вызывало достовер-
ное увеличение частоты разрядов нейронов с возбудительной реакцией на растя-
жение до 148.7 ± 18.5%, (n = 65, p < 0.0001, парный тест Вилкоксона) относительно
фоновой активности. Это увеличение частоты сохранялось после окончания растя-
жения. Предшествующая стимуляция инфралимбической коры незначительно
увеличивала возбудительную реакцию этих нейронов на колоректальное растяже-
ние (154.2 ± 22.1%, n = 65, p < 0.0001, парный тест Вилкоксона), относительно фо-
нового значения, которое сохранялось и после прекращения растяжения (рис. 4А).

В этой группе крыс болевое колоректальное растяжение вызывало уменьшение
частоты разрядов 72 нейронов до 66.5 ± 8.4% (n = 72, p < 0.0001, парный тест Вил-
коксона) относительно фоновой активности, которое сохранялось после оконча-
ния растяжения. Предшествующая стимуляция инфралимбической коры вызывала
уменьшение тормозной реакции на колоректальное растяжение практически до
уровня фоновой активности (95.2 ± 17.7%, n = 72, p = 0.56, парный тест Вилкоксона),
с последующей инверсией реакции на возбудительную, однако этот эффект не до-
стигал достоверного уровня (n = 72, р = 0.09, парный тест Вилкоксона) (рис. 4В).
В этой группе крыс ноцицептивное колоректальное растяжение также вызывало
депрессорные изменения артериального давления, что выражалось в падении арте-
риального давления до 95.2 ± 0.2% (p < 0.0001, U = 357.0, тест Манна–Уитни) отно-
сительно исходного значения. Эта реакция достоверно усиливалась после стиму-
ляции инфралимбической коры (92.7 ± 1.1%, p < 0.0001, U = 46.0, тест Манна–Уит-
ни) относительно исходных значений и (p < 0.0001, U = 2359.0, тест Манна–Уитни)
относительно реакции на изолированное применение болевого колоректального
растяжения (рис. 4С). Таким образом, в экспериментальной группе крыс электри-
ческая стимуляция инфралимбической коры также характеризовалась облегчаю-
щим эффектом на нейрональные и депрессорные реакции на ноцицептивное рас-
тяжение толстой кишки. Вместе с тем, падение артериального давления в ответ на
ноцицептивное колоректальное растяжение в группе крыс с колитом было досто-
верно меньше (p = 0.0001, n1 = 80, n2 = 80, U = 668.0, тест Манна–Уитни), чем в
группе нормальных крыс. Электрическая стимуляция инфралимбической коры
достоверно усиливала депрессорную реакцию как в группе нормальных крыс
(p = 0.0001, n1 = 80, n2 = 90, U = 294.0, тест Манна–Уитни), так и в группе крыс с
колитом (p = 0.0001, n1 = 80, n2 = 80, U = 1288.0, тест Манна–Уитни) (рис. 5). Это
усиление депрессорной реакции было более выражено в группе нормальных крыс.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

B настоящее время не вызывает сомнений, что инфралимбическая кора головного
мозга имеет непосредственное отношение к высшим механизмам регуляции висце-
ральных функций и интеграции их в целостное поведение организма [1, 17, 39]. Вме-
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сте с тем, эта область коры также является интегральной частью эндогенной систе-
мы нисходящей модуляции боли, в том числе висцеральной [18, 20, 22, 25 , 40, 41].
Показано, что электрическая или химическая стимуляция инфралимбической ко-
ры может модулировать висцеральные ваго-вагальные рефлексы желудка [7], арте-
риальное давление, частоту сердечных сокращений и дыхания, моторику желудка,
частоту мочеиспускания и региональный кровоток [42–44], а также усиливать или
тормозить висцеромоторные реакции на колоректальное растяжение у крыс [45].
Кроме того, часть эфферентных проекций инфралимбической коры оканчивает-
ся непосредственно на нейронах торакального отдела спинного мозга [46], по-
этому влияние инфралимбической коры на ноцицепцию колоректальной обла-
сти кишечника, которая получает иннервацию от нейронов люмбо-сакрального
отдела спинного мозга, по-видимому, опосредуется через связи с другими струк-
турами мозга, например, через прямые проекции к вентролатеральной ретику-

Рис. 4. Диаграммы изменений частоты разрядов нейронов каудальной вентролатеральной ретикуляр-
ной формации продолговатого мозга с возбудительным (А) и тормозным (В) типами реакции на CRD у
крыс с колитом до (CRD) и после электрического раздражения инфралимбической коры (ILC + CRD).
По оси ординат – частота разрядов в % к фоновой частоте; *** – p < 0.001 относительно фоновой частоты,
# и ### – p < 0.05 и < 0.001 относительно изолированного применения ноцицептивного колоректального
растяжения. На нижней диаграмме – соответствующие изменения артериального давления (С).

Fig. 4. Diagrams of changes in the rate of discharges of neurons of the caudal ventrolateral medullary reticular
formation with excitatory (A) and inhibitory (B) types of response to the CRD in rats with colitis before (CRD)
and after electrical stimulation of the infralimbic cortex (ILC + CRD). The ordinate shows the rate of discharges
in % to the background activity, *** – p < 0.001, relative to the background frequency, # and ### – p < 0.05 and
<0.001 relative to the isolated use of nociceptive colorectal distension. The bottom diagram shows the corre-
sponding changes in blood pressure (C).
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лярной формации продолговатого мозга [11, 47], которая играет важную роль в си-
стеме эндогенного нисходящего контроля висцеральной ноцицепциии. Эта об-
ласть продолговатого мозга через прямые реципрокные связи с торакальным
отделом спинного мозга [25, 48] участвует в формировании кардиоваскулярных от-
ветов на болевую периферическую стимуляцию, что дает основания рассматривать
ее в качестве центра интеграции ноцицептивной и кардиоваскулярной систем [24,
49, 50]. Благодаря прямым связям с инфралимбической корой, гипоталамусом,
центральным серым веществом, миндалиной и ядром одиночного тракта вентро-
латеральная ретикулярная формация опосредует нисходящую модуляцию висце-
ральной ноцицепции, координированную с другими функциями мозга.

Кроме того, в этой области продолговатого мозга оканчиваются терминали ак-
сонов нейронов люмбо-сакрального отдела спинного мозга, получающих висцеро-
цептивные, в том числе, и ноцицептивные афференты от толстого кишечника,
проходящие в составе тазового нерва [51–53]. Вместе с тем, электрическая или хи-
мическая стимуляция вентролатеральной ретикулярной формации сопровождает-
ся торможением ответов нейронов люмбо-сакрального отдела спинного мозга на
периферическую ноцицептивную стимуляцию [24, 50, 54].

Установлено, что ноцицептивное колоректальное растяжение вызывает суще-
ственные изменения c-Fos-иммунореактивности в вентролатеральной ретикуляр-
ной формации [55–58]. Ранее нами с использованием ноцицептивного колорек-
тального растяжения, имитирующего абдоминальную боль, сопровождающую ряд
функциональных заболеваний желудочно-кишечного тракта, например, синдром
раздраженной кишки, было продемонстрировано участие нейронов вентролате-

Рис. 5. Диаграмма изменений артериального давления в ответ на ноцицептивное колоректальное рас-
тяжение у нормальных крыс (белый столбик) и у крыс с колитом (черный столбик) до (CRD) и после
(ILC + CRD) предварительной электрической стимуляции инфралимбической коры. По оси ординат –
величина артериального давления в % к исходному значению; *** – p < 0 .001 относительно исходных
значений, ### – p < 0.001 относительно значений у нормальных крыс.

Fig. 5. Diagram of blood pressure changes to nociceptive colorectal distension in normal rats (white bar) and in
rats with colitis (black bar) before (CRD) and after (ILC + CRD) preliminary electrical stimulation of the in-
fralimbic cortex. The ordinate is the blood pressure in % to the baseline value; *** – p < 0.001, relative to baseline
values, ### – p < 0.001 relative to values in normal rats.
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ральной ретикулярной формации в механизмах серотонинергической модуляции
абдоминальной боли в норме [27–30] и при кишечной патологии [31, 32].

В настоящей работе с использованием модели абдоминальной боли на нарко-
тизированных крысах [33, 34] мы изучили влияние электрической стимуляции
инфралимбической коры головного мозга на реакции нейронов каудальной вен-
тролатеральной ретикулярной формации продолговатого мозга и изменения артери-
ального давления крови, вызванные ноцицептивным растяжением колоректального
отдела толстого кишечника. Эти реакции использовались нами в качестве нейро-
нального и системного маркеров абдоминальной ноцицепции соответственно. Ранее
показано, что у анестезированных уретаном крыс ноцицептивное периферическое
раздражение сопровождается преимущественно снижением артериального давле-
ния, тогда как у бодрствующих крыс – его повышением [8, 33]. В настоящей работе
нами продемонстрированы два типа нейронов каудальной вентролатеральной ре-
тикулярной формации, отвечающих на ноцицептивное (80 мм рт. ст) колоректаль-
ное растяжение. Нейроны первого типа отвечали на растяжение пролонгирован-
ным увеличением, нейроны второго типа – пролонгированным уменьшением ча-
стоты разрядов. Как в группе нормальных крыс, так и в группе крыс с колитом, эти
изменения продолжались в течение 30–60 с после окончания растяжения кишки и
сопровождались депрессорными изменениями артериального давления. Ранее на-
ми было показано, что при неболевом колоректальном растяжении (20 мм рт. ст.)
значимых изменений как в нейрональной активности, так и в артериальном давле-
нии не наблюдалось [27]. Нейроны с аналогичными реакциями на колоректальное
растяжение [59, 60], на растяжение пищевода [61], желудка [62], мочеточника [63] и
мочевого пузыря [64] были продемонстрированы в спинном мозге. Нейроны с
пролонгированными реакциями на ноцицептивное колоректальное растяжение
выявлены нами ранее в ядре одиночного тракта и в каудальной вентролатеральной
ретикулярной формации продолговатого мозга [27–30, 65]. В данной работе мы
подтвердили существование в каудальной вентролатеральной ретикулярной фор-
мации группы нейронов с пролонгированными возбудительными и тормозными
реакциями на ноцицептивное колоректальное растяжение. Очевидно, что нейро-
ны с подобными реакциями на ноцицептивное растяжение толстого кишечника
имеют непосредственное отношение к висцеральной боли и могут рассматриваться
как ноцицептивные в отношении к абдоминальной боли [26–28, 36, 65, 66]. Это под-
тверждается депрессорными реакциями, которые регистрировались нами и другими
авторами на ноцицептивное колоректальное растяжение [27, 29, 30, 32, 33, 35]. Ин-
тересно, что обнаруженные нами в вентролатеральной ретикулярной формации
два типа нейронов разнонаправленно изменяли частоту разрядов в реакции на но-
цицептивное растяжение. Нами не обнаружено различий в локализации этих ней-
ронов исследуемой области, более того, оба типа нейронов зачастую могли одно-
временно регистрироваться в одной и той же локализации. Можно предположить,
что указанные нейроны прямо или косвенно получают возбуждающие ноцицептив-
ные входы от люмбо-сакрального отдела спинного мозга. По-видимому, нейроны с
тормозными реакциями на ноцицептивное растяжение кишки получают спиналь-
ный возбуждающий вход опосредованно тормозными, возможно, ГАМК-ергиче-
скими интернейронами [67, 68]. Можно предположить, что ноцицептивные нейро-
ны каудальной вентролатеральной ретикулярной формации прямо или косвенно
участвуют в механизме нисходящей модуляции висцеральной ноцицепции. Хотя
точный механизм взаимодействия этих нейронов неясен, можно предположить,
что обнаруженные нами два типа ноцицептивных нейронов входят во внутриядер-
ную систему тормозящихся и возбуждающихся (катехоламинергических) нейронов
[69], которые реципрокно связаны с висцероцептивными нейронами люмбо-са-
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крального отдела спинного мозга и могут участвовать в динамической реализации
висцеральных рефлексов на ноцицептивные периферические сигналы [70].

Функциональное состояние этих нейронов может динамически изменяться в за-
висимости от афферентной активности, поступающей в эту область продолговато-
го мозга и, в частности, от инфралимбической коры, модулируя тем самым спи-
нальные механизмы ноцицепции и изменяя поток восходящей ноцицептивной
информации в супраспинальные и кортикальные структуры [24, 70].

В данной работе впервые показано, что электрическая стимуляция инфралим-
бической коры у нормальных крыс сопровождается усилением ответов нейронов с
возбудительной реакцией и уменьшением тормозных ответов нейронов с тормоз-
ным типом реакции в ответ на ноцицептивное колоректальное растяжение. Это
позволяет говорить о возбуждающем влиянии инфралимбической коры на ноци-
цептивные нейроны каудальной вентролатеральной ретикулярной формации,
иными словами, кортикальная стимуляция усиливает ноцицептивные реакции
нейронов с возбудительным и уменьшает реакции нейронов с тормозным типом
реакции на ноцицептивное колоректальное растяжение, очевидно, через прямые
возбуждающие (глутаматергические) проекции инфралимбической коры к этим
нейронам [70]. Это подтверждается и усилением депрессорной реакции на ноци-
цептивное колоректальное растяжение после предварительной кортикальной
электрической стимуляции.

В целом, сходная картина наблюдалась и у крыс с экспериментальным колитом
с той разницей, что реакции нейронов обоих типов на колоректальное растяжение
в этом случае были несколько увеличенными, хотя это увеличение и не достигало
достоверных значений. Следует добавить, что как у нормальных крыс, так и у крыс
с колитом электрическая стимуляция инфралимбической коры оказывает облегча-
ющее действие на системную реакцию в ответ на ноцицептивное растяжение киш-
ки (усиление депрессорной реакции), причем этот эффект более выражен у нор-
мальных крыс, чем у крыс с колитом.

Мы полагаем, что инфралимбическая кора, модулируя активность ноцицептив-
ных нейронов каудальной вентролатеральной ретикулярной формации продолго-
ватого мозга, изменяет баланс между возбудительными и тормозными процессами,
который определяет конечный эффект (анти- или проноцицептивный) на уровне
нейронов спинного мозга [71]. На системном уровне этот эффект выражается в соот-
ветствующем изменении артериального давления. В наших опытах кортикальная
стимуляция вызывала усиление депрессорной реакции на ноцицептивное коло-
ректальное растяжение, что может рассматриваться как проноцицептивное дей-
ствие электрической стимуляции коры. Ранее предполагалось, что эндогенная ан-
тиноцицептивная система мозга, включающая в себя медиальную префронталь-
ную кору и вентролатеральную ретикулярную формацию продолговатого мозга, и,
как следует из названия, характеризовалась исключительно антиноцицептивным
действием на периферические болевые раздражители [18, 72]. Однако последую-
щие исследования показали, что активация этой системы может сопровождаться
как анти-, так и проноцицептивным эффектом на периферическую ноцицепцию
[22, 23, 40, 45, 73, 74]. Очевидно, что системным эффектам кортикального влияния
на ноцицепцию могут соответствовать определенные нейрональные корреляты,
регистрируемые в структурах мозга, связанных с нисходящей модуляцией ноци-
цепции, в нашем случае с каудальной вентролатеральной ретикулярной формаци-
ей продолговатого мозга. Это проявлялось в усилении ноцицептивных реакции
нейронов с возбудительными и в уменьшении реакций нейронов с тормозными ре-
акциями на ноцицептивное колоректальное растяжение соответственно. Вместе с
тем становится очевидным, что рассмотрение эффектов кортикальной стимуляции
на висцеральную ноцицепцию, оценивая только ее нейрональные корреляты без
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учета системных реакций на боль, делает затруднительным интерпретацию конеч-
ных результатов.

Результаты данного исследования позволяют предположить, что одним из пу-
тей, посредством которого инфралимбическая кора может модулировать восходя-
щие ноцицептивные сигналы от толстого кишечника, реализуется через прямые
возбуждающие проекции к ноцицептивным нейронам каудальной вентролате-
ральной ретикулярной формации продолговатого мозга, которые прямо или кос-
венно опосредуют кортикальные эффекты на абдоминальную ноцицепцию. Что
касается кардиоваскулярных эффектов, то скорее всего, кортикальная модуля-
ция изменений артериального давления, инициированных болевым колорек-
тальным растяжением, реализуется через прямые связи каудальной вентролате-
ральной ретикулярной формации с ее ростральным отделом и с цервикальным и
торкальным отделами спинного мозга [75].

Таким образом, наши результаты показали, что инфралимбическая кора оказы-
вает общее возбуждающее действие на вызванные болевым колоректальным растя-
жением ответы ноцицептивных нейронов вентролатеральной ретикулярной фор-
мации и на соответствующие депрессорные реакции как у нормальных крыс, так и
у крыс с колитом. Установлено, что у крыс с колитом эффекты кортикальной сти-
муляции менее выражены, чем у нормальных животных. Функциональное значе-
ние подобных различий неясно, но можно предположить, что у животных с коли-
том эффекты стимуляции инфралимбической коры осложнены хроническим вос-
палением кишечника, которое, в свою очередь, может активировать эндогенную
антиноцицептивную систему мозга, действующую в направлении, противополож-
ном кортикальной стимуляции. Однако это предположение требует дополнитель-
ной экспериментальной проверки.
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Effects of the Infralimbic Cortex Stimulation on the Caudal Ventrolateral
Reticular Formation Neuron Responses to the Nociceptive Rat Colon Distension

S. S. Panteleeva, *, I. B. Sivachenkoa, I. I. Busyginaa, and O. A. Lyubashinаa, b

aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, Saint-Petersburg, Russia
bValdman Institute of Pharmacology, First Saint-Petersburg Pavlov State Medical University,

Saint-Petersburg, Russia
*e-mail: panteleev0@gmail.com

The infralimbic cortex of the cerebral hemispheres is characterized by an extensive sys-
tem of afferent and efferent connections with cortical, subcortical, bainstem structures
and the spinal cord, which ensure its participation in the higher mechanisms of regula-
tion of the functions of the visceral sphere. At the same time, the involvement of the in-
fralimbic cortex in the mechanisms of cortical modulation of visceral nociception, both
acute and chronic, seems to be poorly understood. In this work, using an experimental
model of abdominal pain on two groups of urethane anesthetized rats (normal rats and
rats with experimental colitis), we studied the effects of electrical stimulation of the in-
fralimbic cortex on the neuronal (responses of neurons of the caudal ventrolateral reticu-
lar formation) and systemic (changes in arterial blood pressure) reactions induced by no-
ciceptive distension of the colorectal region of colon. It has been found that in rats of
both groups nociceptive colorectal distension was accompanied by both excitatory and
inhibitory reactions of neurons of the ventrolateral reticular formation, as well as depres-
sor changes in blood pressure. Electrical stimulation of the infralimbic cortex increased
excitatory and decreased inhibitory neuronal responses to visceral painful stimulation
and also enhanced nociceptive depressor responses in both normal rats and rats with
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colitis. This effect was more pronounced in the group of healthy animals. In general, the
influence of the infralimbic cortex on nociceptive neurons of the ventrolateral reticular
formation and vascular responses to visceral pain can be considered as facilitating viscer-
al nociception. Quantitative differences in the effects of cortical stimulation in normal
rats and rats with colitis are possibly related to differences in the brain processing of
acute visceral pain and pain complicated by chronic inflammation. One of the possible
mechanisms of cortical influence on visceral nociception may be modulation of the cur-
rent activity of nociceptive neurons of the caudal ventrolateral reticular formation,
directly or indirectly involved in the descending control of visceral pain.

Keywords: infralimbic cortex, caudal ventrolateral reticular formation, visceral pain, neu-
ronal activity, colon, colitis
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Медиальная префронтальная кора (мПК) участвует в регуляции генерализации
страха. Ранее мы показали, что формирование генерализованного страха в ответ
на звуковые сигналы находится под контролем серотониновой системы мПК,
поскольку ее фармакологическая активация во время выработки условной ре-
акции страха (УРС – модель страха) усиливает на этапе тестирования проявле-
ния страха, вызываемого безопасными звуковыми стимулами. Цель настоящей
работы заключалась в выяснении, вовлекается ли серотониновая система мПК
в процесс генерализации страха обстановки. На крысах линии Спрег–Доули
методом прижизненного внутримозгового микродиализа показано, что поме-
щение животных в потенциально опасную камеру А, в которой ранее у них вы-
рабатывали УРС (сочетание условного сигнала с неизбегаемым электрокожным
раздражением), сопровождается подъемом уровня внеклеточного серотонина в
мПК и вызывает замирание животных (показатель страха обстановки). Поме-
щение этих же животных в безопасную дифференцировочную камеру Б тоже
приводило к подъему уровня внеклеточного серотонина в мПК и вызывало за-
мирание животных (показатель генерализованного страха обстановки). Введе-
ние в мПК во время выработки УРС флуоксетина (1 мкМ), селективного инги-
битора обратного захвата серотонина, увеличивало на этапе тестирования зами-
рание животных в безопасной камере Б, но не влияла на замирание в камере А.
Такое фармакологическое воздействие не изменяло выраженность подъемов
уровня внеклеточного серотонина в мПК, вызываемых пребыванием в камерах А
и Б. Полученные данные свидетельствуют о том, что активация серотониновой
системы мПК при формировании страха влияет на степень генерализации стра-
ха обстановки. Кроме того, наши результаты позволяют предположить, что уси-
ление активности серотониновой системы мПК безопасными обстановочными
стимулами может быть одним из нейрохимических проявлений генерализован-
ного страха обстановки.

Ключевые слова: медиальная префронтальная кора, прижизненный внутримозго-
вой микродиализ, выброс серотонина, условная реакция страха, флуоксетин, ге-
нерализация страха обстановки

DOI: 10.31857/S0869813920120080

Работы последнего времени, выполненные на лабораторных животных и здоро-
вых испытуемых, продемонстрировали важную роль медиальной префронтальной
коры (мПК) в дискриминации потенциально опасных и безопасных внешних сиг-
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налов [1–3]. Дефицит этого процесса, связанный с дефицитом дифференцировоч-
ного торможения, приводит к генерализации страха, которая выражается в прояв-
лениях страха на безопасные стимулы. В исследованиях на животных установлено,
что генерализация страха тем сильнее, чем сильнее стрессовое воздействие, по-
рождающее страх [4]. В соответствии с этим в клинике чрезмерная и стойкая гене-
рализация страха отмечена у пациентов с посттравматическими стрессовыми рас-
стройствами, перенесшими тяжелую психоэмоциональную травму [5–7]. Причем,
у таких пациентов ухудшение дискриминации опасных и безопасных дискретных
сигналов (звуковых, световых и т.д.) сопровождается нарушением взаимодействия
амигдалы и мПК [8] и усилением активации дорсального отдела мПК безопасны-
ми внешними стимулами [7]. Эти данные свидетельствуют о значимости мПК для
контроля генерализации страха, вызываемого такими сигналами, не только в нор-
ме, но и при психопатологии.

Ранее мы показали, что формирование генерализованного страха на звуковые
сигналы зависит от активности серотониновой системы мПК, поскольку введение в
эту область во время выработки условной реакции страха (УРС) селективного инги-
битора обратного захвата серотонина флуоксетина, увеличивающего уровень вне-
клеточного серотонина в мПК, усиливает на этапе тестирования проявления страха,
вызываемые безопасными звуковыми стимулами [9]. Вместе с тем, мПК является
важным центром обработки полимодальных контекстуальных сигналов, приходя-
щих из гиппокампальной формации [2], и, согласно результатам недавних иссле-
дований, выполненных методами инактивации и разрушений, вовлечена в форми-
рование генерализованного страха обстановки [10, 11]. Изучение новых нейрохи-
мических механизмов такого участия является актуальной задачей, поскольку при
психопатологии обстановочные стимулы зачастую выполняют роль триггера, за-
пускающего травматизирующие воспоминания и проявления страха [12].

Наши прежние данные свидетельствуют, что серотонинергический вход, воз-
можно, оказывает влияние на префронтальную регуляцию генерализации страха
обстановки [13]. А именно, мы установили, что выработка УРС сопровождается
выбросом серотонина в мПК, величина которого выше у животных, демонстриру-
ющих на этапе тестирования высокую генерализацию страха обстановки (большее
замирание в безопасной дифференцировочной камере Б), и меньше у крыс с низ-
кой генерализацией страха обстановки (меньшее замирание в камере Б), но она не
коррелирует с замиранием в потенциально опасной камере А [13]. Эти данные, по-
лученные на основе выявленных корреляций, позволяют предполагать, но не дока-
зывают, что сопутствующая выработке УРС активация серотониновой системы
мПК усиливает последующую генерализацию страха обстановки. Цель настоящей
работы состояла в дальнейшей проверке этого предположения. В работе для выяс-
нения взаимосвязи между активностью серотониновой системы мПК и генерали-
зацией страха обстановки было изучено влияние локальной фармакологической
стимуляции серотониновой системы мПК во время выработки УРС локальным
введением флуоксетина (методический подход, использованный нами ранее [9])
на последующие проявления страха обстановки и на генерализацию страха обста-
новки (замирание в опасной условнорефлекторной камере и в безопасной диффе-
ренцировочной камере соответственно), а также на изменения уровня внеклеточно-
го серотонина в мПК в ходе этих тестов. Такие сведения в литературе отсутствуют.

Новизна данной работы заключается в том, что в ней впервые исследованы из-
менения активности серотониновой системы мПК (по показателю уровня внекле-
точного серотонина) в ходе проявлений генерализованного страха обстановки, а
также впервые изучено влияние фармакологической стимуляции серотониновой
системы мПК во время выработки УРС (модель формирования страха) на последу-
ющую генерализацию страха обстановки.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена на крысах-самцах линии Спрег–Доули массой 300–380 г из
биоколлекции “Коллекция лабораторных млекопитающих разной таксономиче-
ской принадлежности” Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. Исследова-
ния проводили в соответствии с международными нормами гуманного обращения
с лабораторными животными, отраженными в Базельской декларации, и рекомен-
дациями комиссии по работе с животными Института физиологии им. И.П. Пав-
лова РАН. Были предприняты все усилия для минимизации страданий животных и
для уменьшения числа используемых животных. Животных содержали при свобод-
ном доступе к воде и корму в условиях естественного светового режима (свет в 8.00
в течение 12 ч).

В работе использовали метод прижизненного внутримозгового микродиализа.
Животным под наркозом унилатерально имплантировали концентрические диа-
лизные канюли в мПК, как описано ранее [14]. На следующий день (этап обуче-
ния) каждую крысу, находящуюся в дневной домашней клетке, подключали к диа-
лизному насосу SP-300 (Next Advance, США) и начинали диализную перфузию
мПК искусственной спинномозговой жидкостью [15] со скоростью 1 мкл/мин. На
этом этапе животных разделяли на группы – две экспериментальных и одну кон-
трольную. У животных экспериментальной группы 1 (n = 10) вырабатывали УРС с
дискриминационным компонентом, как описано ранее [9]. Коротко, каждую крысу
помещали в условнорефлекторную камеру А с решетчатым покрытием пола на
5 мин, где один раз в минуту предъявляли звуковой условный сигнал – непрерыв-
ный тон (1000 Гц, 10 с, 5 раз), который сочетали с электрокожным раздражением
лап (1.5 мА, 1 с, 5 раз). Затем животных пересаживали в дневную домашнюю клетку
и через 100 мин проводили дифференцировочную сессию: каждую крысу помеща-
ли на 5 мин в дифференцировочную камеру Б, где раз в минуту предъявляли диф-
ференцировочный сигнал – прерывистый тон (1000 Гц, 10 с, 5 раз) без электрокож-
ного раздражения. Через 5 мин крысу возвращали в дневную домашнюю клетку на
70 мин. На этом этап обучения заканчивали. С животными контрольной группы
(n = 7) проводили те же процедуры, что и с крысами экспериментальной группы 1,
но без электрокожного раздражения.

Животным экспериментальной группы 2 (n = 7) в первый день эксперимента в
искусственную спинномозговую жидкость для перфузии мПК добавляли флуоксе-
тин (1 мкМ; Sigma, США), селективный ингибитор транспортеров серотонина, в кон-
центрации и по схеме, использованных нами ранее [9]. А именно, через час после на-
чала введения проводили сначала выработку УРС, а через 100 мин после нее – диффе-
ренцировочную сессию, как описано для экспериментальной группы 1. Через 70 мин
после окончания дифференцировочной сессии перфузионную жидкость, содержа-
щую флуоксетин, заменяли на искусственную спинномозговую жидкость и прово-
дили отмывку канюли и тканей мозга от флуоксетина в течение 30 мин. После это-
го эксперимент завершали.

Через два дня (этап тестирования) животных подключали к диализному насосу,
подающему искусственную спинномозговую жидкость. После стабилизационного
периода (1 ч) собирали 4 фоновых порций диализата (по 15 мин) для определения
фонового уровня внеклеточного серотонина перед поведенческими тестами. Затем
крыс экспериментальной группы 1 и экспериментальной группы 2 тестировали на
генерализацию условнорефлекторного страха обстановки. Для этого каждое жи-
вотное помещали на 5 мин в дифференцировочную камеру Б, не ассоциируемую с
болевым раздражением. Звуковых сигналов в этом тесте не предъявляли. Затем жи-
вотное возвращали в дневную домашнюю клетку. Через 70 мин крысу тестировали
на проявления условнорефлекторного страха обстановки, помещая на 5 мин в
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условнорефлекторную камеру А, ранее сочетавшуюся с болевым раздражением.
Звуковых сигналов и болевого раздражения в этом тесте не предъявляли. После
этого животное возвращали в дневную домашнюю клетку и через 55 мин экспери-
мент завершали. С животными контрольной группы (n = 7) на этом этапе проводили
те же процедуры, что и с крысами экспериментальной группы 1 и 2. На этапе те-
стирования диализат собирали каждые 15 мин в течение всего экспериментального
дня и немедленно анализировали на содержание серотонина.

Во время поведенческих тестов проводили видеорегистрацию поведения на пер-
сональном компьютере с помощью веб-камеры (Logiteс, Китай). Регистрировали
длительность замирания (с) во время пребывания в дифференцировочной камере Б
и условнорефлекторной камере А, параметр, отражающий ожидание болевого раз-
дражения в заведомо безопасной (камера Б) и потенциально опасной (камера А)
обстановке.

Определение уровня серотонина в диализате мПК осуществляли методом высо-
коэффективной жидкостной хроматографии с электрохимической детекцией. Ис-
пользовали хроматографическую систему (Shimadzu, Германия) и параметры хро-
матографического анализа, описанные нами ранее [9]. Регистрацию и обработку
хроматограмм проводили в режиме реального времени (МультиХром 1.72, Ампер-
сенд, Россия). Содержание серотонина в каждой диализной пробе выражали в нМ/л,
а затем – в процентах по отношению к собственному среднему фоновому уровню. По
завершении экспериментов животных подвергали эвтаназии (рометар, 1.4 мг/100 г
массы; золетил, 5 мг/100 г массы, внутримышечно; уретан, 0.2 г/100 г массы, внут-
рибрюшинно). Мозг извлекали и помещали в водный 10%-ный раствор формалина
для последующего морфологического контроля попаданий. В обработку были
включены крысы с локализацией диализного участка канюль в мПК (преимуще-
ственно прелимбическая кора).

Статистическую обработку результатов осуществляли с использованием стати-
стического пакета SigmaStat (3.0). Данные выражали как среднее ± стандартная
ошибка среднего. Сравнение изменений уровня внеклеточного серотонина отно-
сительно фонового уровня проводили методом однофакторного дисперсионного
анализа (фактор – время; F-критерий) с последующим сравнением изменений в
отдельных временных точках относительно фона по t-критерию Бонферрони.
Межгрупповое сравнение проводили методом двухфакторного дисперсионного
анализа (первый фактор – группа, второй фактор – время, F-критерий) с последу-
ющим сравнением групп в конкретных временных точках по t-критерию Бонфер-
рони. Сравнение параметров поведения осуществляли с помощью t-критерия
Стьюдента или критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Помещение крыс экспериментальной группы 1 на этапе тестирования в без-
опасную дифференцировочную камеру Б сопровождалось подъемом уровня вне-
клеточного серотонина в мПК относительно собственного фонового уровня перед
тестом (рис. 1A; F(8, 72) = 7.5, p < 0.001). Такой подъем отсутствовал у животных кон-
трольной группы (рис. 1A; F(8, 48) = 0.43, p = 0.81). Межгрупповое сравнение показа-
ло, что вызванный пребыванием в камере Б подъем уровня внеклеточного серото-
нина в мПК у животных экспериментальной группы 1 был достоверно выше, чем
уровень серотонина у крыс контрольной группы в ходе соответствующего кон-
трольного теста (F(8, 135) = 4.7, p < 0.001).

Пребывание в дифференцировочной камере Б животных экспериментальной
группы 2, подвергнутых на этапе обучения введению флуоксетина в мПК, тоже
приводило к подъему уровня внеклеточного серотонина в мПК относительно соб-
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ственного фона перед тестом (рис. 1A; F(8, 48) = 10.0, p < 0.001). Такой подъем был вы-
ше уровня серотонина крыс контрольной группы (рис. 1A; F(8, 108) = 5.5, p < 0.001), но,
по данным двухфакторного дисперсионного анализа, он не отличался значимо от ро-
ста этого показателя в ходе данного теста у крыс экспериментальной группы 1, не под-
вергавшихся во время обучения введению флуоксетина в мПК (рис. 1A; F(8, 135) = 0.58,
p = 0.80).

Пребывание крыс экспериментальной группы 1 в условнорефлекторной камере А,
ранее сочетавшейся с болевым раздражением, на этапе тестирования сопровожда-
лось увеличением уровня внеклеточного серотонина в мПК относительно фоново-
го уровня перед тестом (рис. 1B; F(6, 54) = 5.8, p < 0.001). Это увеличение уровня се-
ротонина было достоверным относительно данного показателя животных кон-
трольной группы (рис. 1B; F(6, 105) = 3.0, p = 0.009), у которых не было обнаружено
статистически значимых изменений уровня внеклеточного серотонина в мПК в
ходе соответствующего контрольного теста (рис. 1B; F(6, 36) = 1.3, p = 0.30).

У животных экспериментальной группы 2, подвергавшихся введению флуоксе-
тина в мПК во время обучения, на этапе тестирования был зарегистрирован стати-
стически значимый подъем уровня внеклеточного серотонина в этой области во
время пребывания в условнорефлекторной камере А относительно фонового уров-
ня (рис. 1B; F(6, 36) = 9.9, p < 0.001). Этот подъем был также достоверен относитель-
но уровня серотонина в ходе соответствующего контрольного теста (рис. 1B; F(6, 84)=
= 5.0, p < 0.001). Однако по данным двухфакторного дисперсионного анализа он не
отличался от изменений уровня внеклеточного серотонина в ходе этого теста у
крыс экспериментальной группы 1, не подвергнутых во время обучения введению
флуоксетина (рис. 1B; F(6, 111) = 0.15, p = 0.99).

Анализ поведения животных на этапе тестирования показал, что крысы экспе-
риментальной группы 2 (с введением флуоксетина в мПК во время выработки
УРС) характеризовались большей длительностью замирания в безопасной диффе-
ренцировочной камере Б (показатель генерализованного страха обстановки) по
сравнению с крысами экспериментальной группы 1, не подвергавшихся введению
флуоксетина во время выработки УРС (рис. 2; t = 2.5, p = 0.02). При этом замира-
ние животных обеих экспериментальных групп в камере Б было статистически
значимо выше, чем уровень неподвижности крыс контрольной группы в ходе соот-
ветствующего контрольного теста (t = 4.5, p < 0.001 и t = 8.4, p < 0.001 для крыс экс-
периментальных групп 1 и 2 соответственно).

Крысы экспериментальных групп 1 и 2 (с введением и без введения флуоксетина
в мПК во время обучения) не различались между собой по замиранию в условноре-
флекторной камере А (рис. 2; t = 0.68, p = 0.50), что свидетельствует об одинаковом
уровне проявлений у них условнорефлекторного страха обстановки. При этом дли-
тельность замирания во время пребывания в камере А у животных обеих экспери-
ментальных групп статистически значимо превосходила уровень неподвижности
животных контрольной группы (t = 3.9, p = 0.002 и t = 3.3, p = 0.004 для крыс экспе-
риментальных групп 1 и 2 соответственно).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Серотониновая система вовлечена в регуляцию многих физиологических про-
цессов в норме и вносит вклад в их нарушение при психопатологии [16]. Одной из
ее важных функций является контроль эмоциональных реакций, включая форми-
рование, проявления и угашение условнорефлекторного страха [17]. Кроме того,
накапливаются данные о роли серотонина в процессах генерализации страха [9, 13,
18, 19]. В частности, установлено, что мыши с генным нокаутом 5HT1А-рецепто-
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Рис. 2. Замирание (s) в камере Б (Box B) и в камере А (Box A) животных, подвергавшихся (After f luoxe-
tine) и не подвергавшихся (Untreated) во время выработки УРС введению в мПК 1 мкМ флуоксетина, а
также крыс контрольной группы (Control). + p < 0.01; ++ p < 0.001 при сравнении с контрольной груп-
пой; * p < 0.05 при сравнении с крысами после введений флуоксетина.

Fig. 2. Time spent freezing (s) in Box B (Box B) and in box A (Box A) of animals previously exposed (After f luox-
etine) and not exposed (Untreated) to the intra-mPFC fluoxetine infusion (1μM) during the conditioned fear re-
sponse acquisition, as well as in control rats (Control). + p < 0.01; ++ p < 0.001 – compared with the control
group; * p < 0.05 – compared with the rats after f luoxetine infusion.
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Рис. 1. Изменения уровня внеклеточного серотонина в мПК, вызванные пребыванием (A) – в диффе-
ренцировочной камере Б (Box B) и (B) – в камере А (Box А), ранее сочетавшейся с электрокожным раз-
дражением, крыс, подвергавшихся (After f luoxetine) и не подвергавшихся (Untreated) во время выработ-
ки УРС введению в мПК 1 мкМ флуоксетина, а также крыс контрольной группы (Control). По оси абс-
цисс – время, мин; по оси ординат – уровень серотонина, % к фону; разброс на графиках – ошибка
среднего; стрелка – начало теста; * p < 0.01; ** p < 0.001 при сравнении с фоном; + p < 0.01; ++ p < 0.001 –
при сравнении с контрольной группой.

Fig. 1 Changes in extracellular serotonin levels in the mPFC on exposure to (A) – differentiation box B, (Box B)
and (B) – to box A (Box A), previously paired with foothock, in rats subjected to (After f luoxetine) and not sub-
jected to (Untreated) the intra-mPFC fluoxetine infusion (1μM) during the conditioned fear response acquisi-
tion, as well as in control rats (Control). The axis x – time, min; the axis y – extracellular serotonin level, % of
baseline. The deviation in the curves is a standard error of measurements. Arrows – the beginning of the tests.
*p < 0.01; ** p < 0.001 – compared with basal levels; + p < 0.01; ++ p < 0.001 – compared with the control group.
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ров серотонина характеризуются повышенным уровнем замирания (показатель
страха) в безопасной камере по сравнению с животными дикого типа [17], что сви-
детельствует об участии серотониновой системы целого мозга в генерализации
страха обстановки. Наши прежние данные, приведенные во введении, позволяют
предположить, что серотониновая система мПК может вносить вклад в этот про-
цесс, поскольку уровень ее эндогенной активации во время выработки УРС, оцени-
ваемый по уровню внеклеточного серотонина в мПК, коррелирует с выраженностью
последующей генерализации страха обстановки [13]. Результаты настоящего иссле-
дования поддерживают это предположение, демонстрируя, что фармакологиче-
ская стимуляция серотониновой системы мПК во время выработки УРС введени-
ем в мПК флуоксетина, значительно увеличивающим, по нашим прежним данным
[9], уровень внеклеточного серотонина в этой области, приводит впоследствии к
увеличению длительности замирания животных в безопасной дифференцировоч-
ной камере Б, но не влияет на замирание в потенциально опасной условнорефлек-
торной камере А. Эти ранее неизвестные данные свидетельствуют, что не только
высокая эндогенная активность серотониновой системы мПК [13], но и ее фарма-
кологическая стимуляция во время выработки УРС усиливают будущую генерали-
зацию обстановочного компонента этой условнорефлекторной реакции.

Недавно с использованием аналогичного методического подхода мы установили,
что введение в мПК во время выработки УРС флуоксетина в такой же дозе увели-
чивает на этапе тестирования замирание животных на звуковой дифференциро-
вочный сигнал, не ассоциируемый с болевым раздражением, но не влияет на зами-
рание животных на звуковой условный сигнал, ранее сочетавшийся с болевым раз-
дражением [9]. Рассмотренные вместе эти данные, во-первых, позволяют
заключить, что при формировании страха активация серотонинергического входа
ПК может быть значимым фактором, регулирующим степень будущей генерализа-
ции различных его компонентов – страха обстановки и страха, запускаемого зву-
ковыми сигналами опасности Во-вторых, они показывают, что такая серотонино-
вая регуляция селективно направлена на генерализацию формирующегося страха,
но не затрагивает формирование специализированного страха обстановки (настоя-
щая работа) и страха, вызываемого звуковыми сигналами опасности [9]. Показан-
ная избирательность действия флуоксетина в мПК по отношению к процессам ге-
нерализации страха свидетельствует, что отдаленные эффекты флуоксетина на
проявления генерализованного страха, по всей видимости, не связаны с изменени-
ем под действием препарата общей подвижности животных или их способности за-
мирать. С учетом сведений о роли серотонина в мПК в механизмах синаптической
пластичности [20, 21] можно предположить, что регулируемые серотониновой ак-
тивацией пластические перестройки в мПК в ходе выработки УРС способствуют
формированию и/или консолидации генерализованного страха.

Следует подчеркнуть, что участие мПК в генерализации условнорефлекторного
страха обстановки и условнорефлекторного страха, вызываемого звуковыми сиг-
налами опасности, в литературе связывают с разными нейрофизиологическими
механизмами, базирующимися соответственно на взаимодействии мПК и гиппо-
кампальной формации [2, 10] и мПК и амигдалы [22]. Результаты этой и предыду-
щей [9] наших работ, приведенные выше, позволяют заключить, что серотонино-
вый вход мПК однонаправленно регулирует оба эти процесса, что, возможно,
обеспечивает целостность поведенческого ответа в опасных ситуациях.

Данные литературы свидетельствуют, что проявления страха во время пребыва-
ния в камере, ассоциируемой с неизбегаемым болевым раздражением, сопровож-
даются выбросом серотонина в мПК [23], аналогичным выбросу серотонина, вы-
зываемому самим болевым раздражением [24]. Результаты настоящего исследова-
ния подтверждают и расширяют этот вывод, впервые демонстрируя, что при
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генерализации страха не только опасная, но и заведомо безопасная обстановка мо-
жет вызывать сопровождаемый проявлениями страха выброс серотонина в мПК.
Такие изменения отсутствуют у животных контрольной группы (те же процедуры,
но без электрокожного раздражения в первый день экспериментов). То есть, они
не связаны с активационным стрессом, вызванным пересадкой животного и, на
наш взгляд, являются отражением генерализации страха, проявляющейся не толь-
ко на поведенческом (замирание), но и на нейрохимическом (выброс серотонина в
мПК) уровнях.

Функциональную роль выброса серотонина в мПК, запускаемого обстановоч-
ными сигналами опасности, предположительно, связывают с регуляцией замира-
ния животных в ходе этого теста [23], что подтверждают результаты недавних иссле-
дований, проведенных с использованием микроиньекций в мПК лигандов рецепто-
ров серотонина [25, 26]. Значение показанной в работе активации серотониновой
системы мПК для проявлений генерализованного страха обстановки еще предстоит
выяснить. Но следует подчеркнуть, что в настоящей работе мы не обнаружили ви-
димой взаимосвязи между величиной подъема уровня внеклеточного серотонина в
мПК во время пребывания в безопасной камере Б и выраженностью проявлений
страха в ходе этого теста. А именно, усиление замирания в камере Б крыс экспери-
ментальной группы 2 (ранее подвергавшихся введению флуоксетина в мПК) не со-
провождалось дополнительными изменениями выброса серотонина по сравнению
с этим показателем животных экспериментальной группы 1. Нужны дальнейшие
исследования с использованием воздействий на серотониновую систему мПК на
этапе тестирования, чтобы разобраться в этом вопросе.

Таким образом, полученные в работе новые данные свидетельствуют о том, что
важной предпосылкой формирования генерализованного страха обстановки явля-
ется активация серотониновой системы мПК в ходе формирования условноре-
флекторного страха. Кроме того, они позволяют предположить, что усиление ак-
тивности серотониновой системы мПК безопасными обстановочными стимулами
может быть одним из нейрохимических проявлений генерализованного страха об-
становки. Результаты вносят вклад в понимание роли серотонин-зависимых меха-
низмов мПК в процессах генерализации страха обстановки.
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Contextual Fear Generalization Depends on the Activity
of the Medial Prefrontal Cortex Serotonergic System

N. B. Saulskayaa, * and O. E. Marchuka

aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia

*e-mail: saulskayanb@infran.ru

The medial prefrontal cortex (mPFC) is involved in the regulation of fear generalization.
We have previously shown that generalized fear formation to auditory cues is under the
control of the mPFC serotonin system, as its pharmacological activation during a condi-
tioned fear response acquisition (CFR – a fear model) enhances fear expression to safe
auditory stimuli during testing. The aim of this work was to find out whether the mPFC
serotonin system is involved in the contextual fear generalization. Using in vivo intracra-
nial microdialysis in Sprague–Dawley rats, it was shown that placing animals in a poten-
tially dangerous box A, in which they had previously acquired CFR (the paired presenta-
tion of a conditioned cue and inescapable footshock) was accompanied by an increase in
the mPFC extracellular serotonin level and caused animals animals' freezing (a contex-
tual fear measure). Placing the same animals in a safe differentiation box B also led to
the extracellular serotonin level rise in the mPFC and caused animals' freezing (a mea-
sure of contextual fear generalization). The intra-mPFC infusion of a selective serotonin
reuptake inhibitor f luoxetine (1 μM) during the fear response elaboration enhanced,
during testing, animals' freezing in differentiation box B but did not affect animals' freez-
ing in box A. The f luoxetine administration during training did not change the testing-
induced extracellular serotonin levels rise in the mPFC in boxes A and B. The data indi-
cate that activation of the mPFC serotonin system during fear formation affects the de-
gree of contextual fear generalization. In addition, they suggest that one of the neuro-
chemical manifestations of contextual fear generalization may be an increased activity of
the mPFC serotonin system in the safe environment.

Keywords: medial prefrontal cortex, in vivo intracerebral microdialysis, serotonin release,
conditioned fear response, f luoxetine, contextual fear generalization
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В опытах на сегментах передней брыжеечной (ПБА) и внутренней сонной арте-
рии (ВСА) крыс линии Wistar-Kyoto изучалось влияние нефрэктомии как модели
хронической болезни почек (ХБП) на констрикторные и дилататорные свойства
этих артерий в изометрическом режиме. Нефрэктомию осуществляли посред-
ством удаления 5/6 почечной ткани крыс в возрасте 3-х месяцев. Дилатацию со-
судов, пресокращенных фенилэфрином, вызывали ацетилхолином или нитро-
пруссидом натрия в отсутствие и на фоне действия блокаторов калиевых каналов
(тетраэтиламмония или глибенкламида) либо ингибитора гуанилатциклазы –
метиленового синего. Было обнаружено, что нефрэктомия увеличивает сократи-
тельную реакцию ПБА, но не ВСА на фенилэфрин. Реакция ПБА и ВСА на ацетил-
холин в большинстве случаев имела дилататорную и констрикторную фазу. Дилата-
торная фаза обеих артерий крыс после нефрэктомии не отличалась по величине от
контрольных в отсутствие и на фоне действия блокаторов и ингибитора, но снижа-
лась под действием тетраэтиламмония (у контрольных и нефрэктомированных
крыс) и метиленового синего (у контрольных крыс). У нефрэктомированных
крыс величина вызванной ацетилхолином констрикции в условиях отсутствия
блокаторов была больше, чем у контрольных животных только для ПБА, а на фо-
не действия тетраэтиламмония – для обеих артерий. У нефрэктомированных
крыс в отличие от контрольных в опытах на ПБА глибенкламид снижал вызван-
ную ацетилхолином констрикцию, а в опытах на ВСА у этих крыс в отличие от
контрольных животных не оказывал влияния метиленовый синий. Делается за-
ключение, что ХБП может усиливать эндотелий-зависимые и -независимые кон-
стрикторные реакции артерий и изменять сигнальные пути этих реакций, кото-
рые могут отличаться у артерий разных типов.

Ключевые слова: передняя брыжеечная артерия, внутренняя сонная артерия, кры-
сы линии Wistar Kyoto, нефрэктомия, фенилэфрин, ацетилхолин
DOI: 10.31857/S0869813920120092

Хроническая болезнь почек (ХБП) широко распространена. По данным Нацио-
нального почечного фонда США, каждый десятый житель на планете страдает
ХБП (если учитывать все стадии: от I до V) [1]. Пациенты с ХБП подвержены повы-
шенному риску сердечно-сосудистых заболеваний – заболеваемость в 20–35 раз, а
смертность в 10–20 раз выше, чем в общей популяции [2]. Большинство пациентов
с ХБП умирают от болезней сердечно-сосудистой системы до развития терминаль-
ной стадии почечной недостаточности: это касается не только пациентов с артери-
альной гипертензией, сахарным диабетом и гиперхолестеринемией, но и молодых
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людей, а также детей с ХБП, хотя у этих пациентов отсутствуют сопутствующие за-
болевания [3]. При ХБП 4–5-й стадии в плазме крови накапливается большая
группа веществ, объединяемых общим названием “уремические токсины”, число
которых приближается к сотне [4]. Циркулирующие с кровью уремические токси-
ны оказывают повреждающее действие, в первую очередь, на эндотелий и гладко-
мышечные клетки сосудов. Имеются данные о том, что уремические токсины спо-
собствуют фенотипическому изменению сосудистых гладкомышечных клеток, что
приводит к экспрессии коллагена I типа и последующему ремоделированию вне-
клеточного матрикса в стенке сосудов [5]. В процессе кальцификации происходит
остеогенная дифференцировка гладкомышечных клеток сосудов: они перестают
выполнять сократительную функцию и начинают синтезировать белки, характер-
ные для остеобластов [6]. Кальцификация сосудистой стенки проявляется в виде
отложения фосфата кальция между гладкомышечными клетками и элементами со-
единительной ткани (артериосклероз) и является основной причиной повышения
жесткости стенки артерий.

Сердечно-сосудистые заболевания среди пациентов с ХБП связаны не только с
сосудистой кальцификацией, но и с эндотелиальной дисфункцией, представляю-
щей собой системный процесс, включающий ослабление эндотелий-зависимой
вазодилатации и сопровождающийся сужением сосудов и структурной перестройкой
микроциркуляторного русла [7]. Было показано, что асимметричный диметиларгинин
(один из важнейших уремических токсинов) подавляет продукцию эндотелием NO,
это приводит к нарушениям регуляции сосудистого тонуса и провоцирует длительные
тонические сокращения гладкомышечных клеток сосудов, способствуя развитию
артериальной гипертензии [8]. Дисфункция эндотелия при ХБП развивается также
в результате окислительного стресса и хронического воспаления [9].

Учитывая значимость ХБП и ограниченные возможности проведения исследо-
ваний на человеке, было разработано несколько моделей ХБП на животных, что
позволило более детально изучить повреждение стенки сосудов при этой патоло-
гии. В частности, было показано, что в сосудистой стенке при ХБП выявляется
воспалительный процесс, подавлена функция эндотелиальной NO-синтазы и по-
вышена активность индуцибельной NO-синтазы, а в гладкомышечных клетках
увеличена концентрация цитоплазматического Са2+ из-за ингибирования уреми-
ческими токсинами Са2+-АТФ-азы. Анализ публикаций показывает, что в этой об-
ласти было выполнено значительное количество исследований на аорте и сосудах
микроциркуляторного русла [10, 11]. Работ на мелких и средних артериях значи-
тельно меньше.

В связи с этим основной целью настоящего исследования было изучение влия-
ния ХБП на функции артерий, обеспечивающих кровоснабжение органов с раз-
личным уровнем метаболизма и различным строением стенки: исследование про-
водилось на передней брыжеечной артерии (ПБА), которая относится к артериям
мышечно-эластического типа с преобладанием гладкомышечных клеток, и на
внутренней сонной артерии (ВСА), в стенке которой преобладают соединительно-
тканные компоненты. Для этой цели нами была выбрана модель ХБП, вызванная
нефрэктомией (удаление 5/6 почечной ткани), поскольку она гарантированно
приводит к снижению клубочковой фильтрации и метаболическим нарушениям,
характерным для пациентов с уремией.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
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и развитию биоресурсных коллекций.
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Опыты проводили (в соответствии с принципами Базельской декларации и ре-
комендациями комиссии по биоэтике Института физиологии им. И.П. Павлова
РАН) на самцах крыс линии Wistar-Kyoto через 3 мес. после нефрэктомии (n = 12,
артериальное давление (АД) 127.2 ± 2.2 мм рт. ст.) и ложнооперированных кон-
трольных (n = 12, АД 127.1 ± 1.8 мм рт. ст.) животных массой 250–350 г. АД измеря-
ли манжеточным методом на хвосте, используя электроманометр фирмы ELEMA
(Швеция). Экспериментальную модель ХБП создавали за счет резекции 5/6 массы
почечной ткани у крыс в возрасте 3-х месяцев по описанной ранее методике [11].
Как нами было показано ранее [11], через 4 мес. после такой резекции почечной
ткани содержание мочевины в сыворотке крови у крыс увеличивалось в среднем до
20.1 ± 2.6 ммоль/л, у контрольных животных оно составляло 4.9 ± 0.6 ммоль/л,
р < 0.001). Контролем служили ложнооперированные крысы, которые подверга-
лись аналогичному оперативному вмешательству, но без удаления почечной ткани.
Эвтаназию животных осуществляли посредством эфирного наркоза. После эвтана-
зии отпрепаровывали левую ВСА, а также ПБА. От каждой из этих артерий отреза-
ли кольцевой участок длиной 2 мм. Артериальный сегмент помещали на две воль-
фрамовые иголочки (диаметром 70 мкм каждая), одна из которых была соединена
со штоком погружателя микроэлектродов, а вторая – с механотроном 6МХ1С, сиг-
нал от которого, отражающий изменение натяжения в стенке сегмента, усиливался
и поступал на АЦП S-Recorder-L (ADSlab, Россия), а далее на компьютер для обра-
ботки в программе S-Recorder (ADSlab, Россия). Иголочки с кольцевым участком
помещали в проточную термостатируемую (37°C) ванночку объемом 10 мл, запол-
ненную бикарбонатным раствором Кребса следующего состава (в мМ): NaCl 115,
KCl 4.7, CaCl2 2.6, MgSO4

 · 7H2O 1.2, NaHCO3 25, KH2PO4 1.2, глюкоза 10. рН рас-
твора доводили до значения 7.4 и контролировали в течение всего эксперимента,
поддерживая это значение путем пропускания через раствор соответствующего ко-
личества СО2 или комнатного воздуха. После погружения в раствор иголочки мио-
графа ступенчато разводили до значения натяжения, при котором наблюдался
максимальный ответ сосудистого сегмента на стимуляцию электрическим полем
(30 В, 3 мс, в течение 3 с) с частотой 10 Гц. Электростимуляция осуществлялась с
помощью двух платиновых электродов, расположенных на расстоянии 2 мм от со-
судистого сегмента. После адаптации препарата в течение 30 мин начинали реги-
страцию натяжения стенки сосуда. Для оценки дилататорной способности сосуда
использовали ацетилхолин хлорид (Sigma-Aldrich, США) 10–5 М или нитропруссид
натрия (ICN Biomedicals, США) 10–6 М на фоне пресокращения фенилэфрином
(Sigma-Aldrich, США) 10–5 М. Дилатацию выражали в процентном отношении к
констрикции, вызванной фенилэфрином. С целью оценки участия Ca2+-активиру-
емых К+-каналов большой проводимости, АТФ-чувствительных К+-каналов и
растворимой гуанилатциклазы в сосудистых реакциях в ванночку вводили соответ-
ствующие блокаторы: тетраэтиламмоний хлорид (Вектон, Россия) 10–3 М, глибен-
кламид (Sigma-Aldrich, США) 10–5 М или ингибитор растворимой гуанилатцикла-
зы – метиленовый синий (Вектон, Россия) 10–5 М. Через 15 мин после начала дей-
ствия блокатора или ингибитора вводили фенилэфрин с последующим введением
ацетилхолина и нитропруссида натрия. Маточный раствор глибенкламида готовили
на основе диметилсульфоксида (Вектон, Россия), используемого для этой цели в
экспериментах на изолированных сосудах [12]. Концентрация диметилсульфоксида
в ванночке с сосудистым сегментом не превышала 0.1%. Маточные растворы всех
остальных используемых веществ готовили на основе дистиллированной воды.

При статистической обработке результатов использовали программу Statistica v.12.
Полученные данные представляли в виде среднего значения ± стандартная ошибка
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среднего. Достоверность отличий реакций сосудов нефрэктомированных и кон-
трольных крыс в отсутствие и на фоне действия блокаторов и ингибитора в случае
нормального распределения вариант определяли, применяя двухфакторный дис-
персионный анализ с поправкой Бонферрони. В случае распределения вариант в
выборке, отличном от нормального, при сравнении двух зависимых групп приме-
няли критерий Уилкоксона, независимых – U-критерий Манна–Уитни. Различия
считали статистически значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментах, проведенных на ПБА контрольных и нефрэктомированных
крыс, введение фенилэфрина вызывало сократительную реакцию, которая в сред-
нем составляла 3.6 ± 0.3 и 4.6 ± 0.3 мН соответственно и была достоверно больше у
крыс после нефрэктомии (р < 0.05). Какого-либо действия блокаторов и ингибито-
ра на эту реакцию у крыс обеих групп обнаружено не было (рис. 1А). Величина со-
кратительной реакции ВСА контрольных и нефрэктомированных крыс была почти
в 2 раза меньше, чем у ПБА, и в среднем в условиях отсутствия блокаторов и ингиби-
тора составляла 2.2 ± 0.4 и 2.0 ± 0.3 мН соответственно. Влияния нефрэктомии, бло-
каторов и ингибитора на данную реакцию у этой артерии не обнаружено (рис. 1В).

Пресокращенные фенилэфрином артерии в подавляющем большинстве случаев
реагировали на введение ацетилхолина двухфазной реакцией, в которой дилата-
торная фаза ПБА контрольных и нефрэктомированных крыс составляла 43.5 ± 8.4
и 55.6 ± 11.8% соответственно. На фоне действия блокаторов и ингибитора досто-
верное изменение дилататорной фазы наблюдалось у сосудов контрольных крыс
для тетраэтиламмония и метиленового синего, а у сосудов нефрэктомированных
крыс только для тетраэтиламмония (рис. 2А). Какого-либо действия нефрэктомии
на эту фазу реакции ни в отсутствие, ни при наличии блокаторов и ингибитора об-

Рис. 1. Сократительная реакция на фенилэфрин (10–5 М) сегмента верхней брыжеечной (А) и внутрен-
ней сонной (В) артерии контрольных (C) и нефрэктомированных (NE) крыс в условиях отсутствия бло-

каторов и ингибитора (–B) в ванночке, а также при наличии в ней тетраэтиламмония (TEA, 10–3 М),

глибенкламида (Gli, 10–5 М) или метиленового синего (MB, 10–5 М). Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартная ошибка среднего. # р < 0.05 при сравнении с контролем (C).
Fig. 1. Contraction of the superior mesenteric artery (A) and internal carotid artery (В) rings of the control (C)

and nefrectimized (NE) rats to phenylephrine (10–5 М) in the absence of the blockers and inhibitor (–B) and in the

presence of tetraethylammonium (TEA, 10–3 М), glibenclamide (Gli, 10–5 М) or methylene blue (MB, 10–5 М).
Data are presented as means ± SEM. # р < 0.05 versus control (C).
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Рис. 2. Дилататорная реакция на ацетилхолин (10–5 М) пресокращенного фенилэфрином (10–5 М) сег-
мента верхней брыжеечной (А) и внутренней сонной (В) артерии контрольных (C) и нефрэктомирован-
ных (NE) крыс в условиях отсутствия блокаторов и ингибитора (–B) в ванночке, а также при наличии в ней

тетраэтиламмония (TEA, 10–3 М), глибенкламида (Gli, 10–5 М) или метиленового синего (MB, 10–5 М).
Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. * р < 0.05; ** р < 0.005
при сравнении с (–В) соответствующей группы.
Fig. 2. Dilatation of the superior mesenteric artery (A) and internal carotid artery (В) rings of the control (C) and

nefrectimized (NE) rats to acetylcholine (10–5 М) following precontraction by phenylephrine (10–5 М) in the ab-

sence of the blockers and inhibitor (–B) and in the presence of tetraethylammonium (TEA, 10–3 М), glibenclamide

(Gli, 10–5 М) or methylene blue (MB, 10–5 М). Data are presented as means ± SEM. * р < 0.05; ** р < 0.005 ver-
sus (–В) of the corresponding group.
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наружено не было. Сходные результаты были получены на ВСА (рис. 2В). Наибо-
лее значительное уменьшение дилатации (примерно в два раза) наблюдалось на
фоне действия тетраэтиламмония у сосудов контрольных крыс (с 43.5 ± 8.4 до
22.9 ± 7.6% у ПБА и с 40.9 ± 5.7 до 21.1 ± 3.3% у ВСА). Следует заметить, что сам
тетраэтиламмоний вызывал сокращение сосудов, которое для ПБА контрольных
и нефрэктомированных крыс составляло соответственно 4.6 ± 1.8 и 1.7 ± 0.8%
(р > 0.05), а для ВСА контрольных и нефрэктомированных крыс соответственно
16.5 ± 5.3 и 17.0 ± 3.2% (р > 0.05), т.е. не изменялось в результате нефрэктомии.

Констрикторная фаза реакции на ацетилхолин ПБА контрольных крыс состав-
ляла 6.0 ± 1.6% и не изменялась на фоне действия блокаторов и ингибитора, в то
время как у нефрэктомированных крыс эта фаза в условиях отсутствия блокаторов
и ингибитора, а также в присутствии тетраэтиламмония была значительно и досто-
верно больше, составляя 27.5 ± 8.1 и 25.4 ± 8.0% соответственно и достоверно сни-
жалась на фоне действия глибенкламида (рис. 3А). Вызванная ацетилхолином со-
кратительная реакция ВСА контрольных крыс в условиях отсутствия блокаторов и
ингибитора была близка к полученной на ПБА (3.9 ± 1.0%) и достоверно снижа-
лась на фоне действия тетраэтиламмония, глибенкламида и метиленового синего,
составляя 0.3 ± 0.2, 0.1 ± 0.1 и 0.8 ± 0.4% соответственно (рис. 3В). Сходная картина
снижения величины сократительной реакции ВСА на фоне действия блокаторов и
ингибитора наблюдалась и для нефрэктомированных крыс (рис. 3В), однако сте-
пень этого снижения была меньше, в силу чего величина данной реакции у этих
крыс на фоне действия тетраэтиламмония оказалась достоверно большей, чем у
контрольных животных.

Дилататорная реакция ПБА контрольных и нефрэктомированных крыс, вы-
званная нитропруссидом натрия, в условиях отсутствия блокаторов и ингибитора
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Рис. 3. Сократительная реакция на ацетилхолин (10–5 М) пресокращенного фенилэфрином (10–5 М)
сегмента верхней брыжеечной (А) и внутренней сонной (В) артерии контрольных (C) и нефрэктомиро-
ванных (NE) крыс в условиях отсутствия блокаторов и ингибитора (–B) в ванночке, а также при наличии в

ней тетраэтиламмония (TEA, 10–3 М), глибенкламида (Gli, 10–5 М) или метиленового синего (MB, 10–5 М).
Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. * р < 0.05 при сравнении
с (–В) соответствующей группы; # р < 0.05; ## р < 0.005 при сравнении с контролем (C).
Fig. 3. Contraction of the superior mesenteric artery (A) and internal carotid artery (В) rings of the control (C)

and nefrectimized (NE) rats to acetylcholine (10–5 М) following precontraction by phenylephrine (10–5 М) in

the absence of the blockers and inhibitor (–B) and in the presence of tetraethylammonium (TEA, 10–3 М), glib-

enclamide (Gli, 10–5 М) or methylene blue (MB, 10–5 М). Data are presented as means ± SEM. * р < 0.05 ver-
sus (–В) of the corresponding group; # р < 0.05; ## р < 0.005 versus control (C).
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была примерно одинаковой, составляя 88.8 ± 6.9 и 85.2 ± 8.1% соответственно, и
достоверно не изменялась на фоне их действия (рис. 4А), в то время как у ВСА кон-
трольных и нефрэктомированных крыс эта реакция при наличии блокаторов, осо-
бенно глибенкламида, значительно возрастала: с 121.7 ± 48.6 и 105.1 ± 5.5% до
253.5 ± 6.8 и 170.0 ± 19.9% соответственно (рис. 4В).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В нашей работе было показано, что нефрэктомия увеличивает сократительную
реакцию ПБА, но не ВСА на фенилэфрин. Как известно, ХБП у человека и нефр-
эктомия, являющаяся ее моделью на животных, вызывает изменение реактивности
кровеносных сосудов [13–16], причем это изменение может быть разным у разных
сосудов. Так, например, в опытах на аорте и хвостовой артерии крысы [17] после
нефрэктомии величина сократительного ответа на фенилэфрин на аорте возраста-
ла, а на хвостовой артерии снижалась. Отсутствие изменения реакции на фенилэф-
рин после нефрэктомии, показанное в наших опытах на ВСА, было отмечено и ра-
нее на общей сонной артерии крысы [18]. Нами не было обнаружено угнетающего
действия нефрэктомии на эндотелий-зависимую дилатацию, вызванную ацетилхо-
лином, ни на ПБА, ни на ВСА. Аналогичные результаты были получены ранее дру-
гими авторами, в частности, на ПБА [19] и на хвостовой артерии крысы [17]. Одна-
ко в ряде работ было показано снижение эндотелий-зависимой дилатации после
нефрэктомии. В частности, такое снижение наблюдалось на аорте [11, 14, 15] и об-
щей сонной артерии крысы [18]. В нашем предыдущем исследовании на ПБА [11]
нефрэктомия приводила к уменьшению расслабления этой артерии, вызванного
ацетилхолином, однако, тогда опыты проводили на крысах другой линии (Wistar).
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Как было показано в опытах на брыжеечной артерии мыши, влияние нефрэктомии
на расслабление, вызванное ацетилхолином, может иметься, а может и отсутство-
вать в зависимости от генетической линии животных [16]. Кроме того, разница в
результатах может объясняться тем, что в отличие от крыс линии Wistar, у которых
нефрэктомия приводила к значительному повышению АД (165.0 ± 9.8 мм рт. ст. по
сравнению с 127.2 ± 9.7 мм рт. ст. в контрольной группе, р < 0.01), в этом нашем ис-
следовании на крысах линии Wistar-Kyoto нефрэктомия не вызывала изменения
АД (127.7 ± 2.2 мм рт. ст. по сравнению с 127.1 ± 1.8 мм рт. ст. в контрольной груп-
пе, р > 0.05). Было показано, что нормализация АД с помощью терапии у крыс по-
сле нефрэктомии приводит к нормализации первоначально сниженной вазодила-
тации, вызванной ацетилхолином [17].

В целях выяснения участия в сосудодвигательных реакциях ПБА и ВСА Ca2+-ак-
тивируемых К+-каналов большой проводимости, АТФ-чувствительных К+-кана-
лов и растворимой гуанилатциклазы мы использовали соответствующие блокато-
ры и ингибиторы: тетраэтиламмоний, глибенкламид и метиленовый синий соот-
ветственно. В нашей работе было показано, что вызванная ацетилхолином
дилатация ПБА и ВСА контрольных и нефрэктомированных крыс существенно
уменьшалась на фоне действия тетраэтиламмония, т.е. была в значительной степе-
ни обусловлена Ca2+-активируемыми К+-каналами большой проводимости. Ана-
логичные данные были получены нами ранее на ПБА крыс линии Wistar [11], а так-
же другими авторами на общей сонной артерии крыс [20]. Причем, в указанной
выше работе на сонной артерии, как и в нашем исследовании, не было обнаружено
действия глибенкламида на дилатацию, вызванную ацетилхолином. Нами было
показано угнетающее действие метиленового синего на вызванную ацетилхолином

Рис. 4. Дилататорная реакция на нитропруссид (10–6 М) пресокращенного фенилэфрином (10–5 М)
сегмента верхней брыжеечной (А) и внутренней сонной (В) артерии контрольных (C) и нефрэктомирован-
ных (NE) крыс в условиях отсутствия блокаторов и ингибитора (–B) в ванночке, а также при наличии в ней

тетраэтиламмония (TEA, 10–3 М), глибенкламида (Gli, 10–5 М) или метиленового синего (MB, 10–5 М).
Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. * р < 0.05; ** р < 0.01;
*** р < 0.005 при сравнении с (–В) соответствующей группы.
Fig. 4. Dilatation of the superior mesenteric artery (A) and internal carotid artery (В) rings of the control (C) and

nefrectimized (NE) rats to sodium nitroprusside (10–6 М) following precontraction by phenylephrine (10–5 М)

in the absence of the blockers and inhibitor (–B) and in the presence of tetraethylammonium (TEA, 10–3 М),

glibenclamide (Gli, 10–5 М) or methylene blue (MB, 10–5 М). Data are presented as means ± SEM. * р < 0.05;
** р < 0.01; *** р < 0.005 versus (-В) of the corresponding group.
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дилатацию ПБА и ВСА контрольных, но не нефрэктомированных крыс, что может
свидетельствовать о влиянии нефрэктомии на активность растворимой гуанилат-
циклазы в процессах эндотелий-зависимой дилатации этих артерий.

В наших опытах в подавляющем большинстве случаев отмечалась двухфазная
реакция ПБА и ВСА на ацетилхолин, причем констрикторная фаза этой реакции
сосудов нефрэктомированных крыс была значительно больше, чем у контрольных
животных, как в условиях отсутствия блокаторов и ингибитора (для ПБА), так и на
фоне действия тетраэтиламмония (для ПБА и ВСА). Вызванная ацетилхолином
эндотелий-зависимая вазоконстрикция, продемонстрированная на разных крове-
носных сосудах [21–24], обусловлена стимуляцией мускариновых рецепторов эн-
дотелия [21, 22]. Она устранялась блокадой циклооксигеназы [21–24], т.е. связана с
синтезом простагландинов и опосредована ваниллоидными рецепторами TRPV4
эндотелия [23]. Полученные нами данные об усилении вызванной ацетилхолином
вазоконстрикции ВСА крыс после нефрэктомии согласуются с данными, получен-
ными ранее на церебральных артериях в экспериментах in vivo [24]. Сократитель-
ная реакция в наших опытах на ПБА контрольных крыс под действием блокаторов
и ингибитора не изменялась, в то время как у нефрэктомированных крыс она зна-
чительно снижалась на фоне действия глибенкламида, что может свидетельство-
вать об участии АТФ-чувствительных К+-каналов в повышенной сократимости
этих сосудов после нефрэктомии. В опытах на ВСА использованные нами блокато-
ры и ингибитор в большей степени уменьшали констрикцию сосудов контрольных
крыс, но наибольшая разница была отмечена на фоне действия тетраэтиламмония,
что позволяет высказать предположение о меньшем участии Ca2+-активируемых
К+-каналов большой проводимости в этой констрикции данных сосудов нефрэк-
томированных крыс. Кроме того, метиленовый синий достоверно уменьшал кон-
стрикцию ВСА только у контрольных крыс, что может свидетельствовать о сниже-
нии активности растворимой гуанилатциклазы в этих артериях после нефрэктомии.

Нами не было обнаружено влияния нефрэктомии на эндотелий-независимую
дилатацию, вызванную нитропруссидом натрия, ни на ПБА, ни на ВСА. Отсут-
ствие влияния нефрэктомии на вазодилатацию, вызванную нитропруссидом на-
трия, было показано ранее в большинстве исследований. В частности, оно не отме-
чалось ни на аорте [14, 15, 17] и хвостовой артерии крысы [17], ни на брыжеечной
[16, 19] и сонной артерии [18, 25], которые были использованы в наших опытах.
Следует заметить, что в исследовании, проведенном на человеке, в условиях in vivo
было отмечено уменьшение эндотелий-независимого расслабления от нитропрус-
сида натрия при ХБП [13], это может объясняться видовой специфичностью. В на-
ших экспериментах на ПБА блокаторы и ингибитор не оказывали действия на эту
реакцию, в то время как на ВСА все они значительно ее усиливали у сосудов крыс
обоих групп. Отсутствие уменьшения эндотелий-независимого расслабления от
нитропруссида натрия на фоне действия глибенкламида и тетраэтиламмония, ко-
торое мы наблюдали на ПБА, было показано и другими авторами [12]. Следует за-
метить, что величина расслабления ВСА от нитропруссида натрия была значительно
больше величины ее сокращения от фенилэфрина. Это было отмечено и в работе
других авторов на сонной артерии, но взятой от другого животного – кролика [25].
Данный факт может свидетельствовать о наличии спонтанного тонуса сонной ар-
терии, который, как показано в нашем исследовании, в значительной степени мо-
жет сниматься NO в условиях блокады Ca2+-активируемых и АТФ-чувствительных
К+-каналов, а также ингибирования растворимой гуанилатциклазы.

Обнаруженные нами различия действия нефрэктомии на сократительные свой-
ства ПБА и ВСА могут быть связаны с различием в строении стенки этих артерий.
Большее усиление констрикции у ПБА может объясняться преобладанием гладко-
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мышечных клеток в стенке данной артерии. Кроме того, как показало наше иссле-
дование, у этих артерий различаются сигнальные пути, обеспечивающие эндоте-
лий-зависимую констрикцию. Различие сигнальных путей кровеносных сосудов
разных типов было показано и другими авторами, в частности, для аорты и хвосто-
вой артерии крыс после нефрэктомии [17].

Итак, в нашем исследовании на сосудах крыс линии Wistar-Kyoto было показано,
что нефрэктомия посредством удаления 5/6 почечной ткани приводит к увеличению
сокращения ПБА в ответ на действие фенилэфрина и ацетилхолина, а ВСА – на аце-
тилхолин в присутствии тетраэтиламмония, что свидетельствует о меньшем уча-
стии Ca2+-активируемых К+-каналов большой проводимости в этой констрикции
данных сосудов после нефрэктомии. Кроме того, после нефрэктомии исчезало
угнетающее действие метиленового синего на вызванную ацетилхолином сократи-
тельную реакцию ВСА и дилататорную реакцию обеих артерий, указывающее на
снижение активности растворимой гуанилатциклазы в этих артериях в результате
нефрэктомии. Полученные данные доказывают, что хроническая болезнь почек
может усиливать констрикторные реакции артерий и изменять сигнальные меха-
низмы дилататорных и констрикторных реакций, причем эти изменения могут от-
личаться у артерий разных типов.
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Effect of Nephrectomy on the Reactivity of Arteries from the Wistar-Kyoto Rats

V. N. Yartseva, *, G. T. Ivanovaa, and G. I. Lobova

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

The effect of nephrectomy on the Wistar-Kyoto rat superior mesenteric artery (SMA)
and internal carotid artery (ICA) segments constriction and dilatation ability was studied
under isometric conditions using myograph. 5/6 nephrectomy (5/6 Nx) in the rats
3 months old was used as a model of the chronic kidney disease. Dilatation of the phen-
ylephrine-precontracted segments was induced by acetylcholine (AСh) or sodium nitro-
prusside (SNP) in the absence and presence of potassium channels blockers (tetraeth-
ylammonium, glibenclamide) or methylene blue, a guanylyl-cyclase inhibitor. The
phenylephrine-induced contraction was increased in the SMA but not in the ICA from
5/6 Nx rats. This reaction was not changed by the blockers and by inhibitor. The AСh-
evoked reaction often had two phases. AСh-evoked dilatation phase of the reaction of
the both arteries from 5/6 Nx rats have shown no difference from control (C) and was di-
minished by tetraethylammonium (in С and 5/6 Nx rats) and by methylene blue (in
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С rats). In 5/6 Nx rats, AСh-evoked constriction phase of the reaction in the absence of
the blockers and inhibitor was significantly larger compared to С rats only in SMA, but
in the absence of tetraethylammonium, it was significantly larger in both arteries. Glib-
enclamide diminished AСh-induced constriction of SMA from 5/6 Nx rats, while meth-
ylene blue diminished this constriction of ICA from control rats only. We conclude that
the chronic kidney disease may increase endothelium dependent and independent vaso-
constriction and may change signal pathways of this constriction, which may differ in
the arteries of different types.

Keywords: superior mesenteric artery, internal carotid artery, Wistar-Kyoto, nephrecto-
my, phenylephrine, acetylcholine
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Исследовано влияние селективного ингибитора фосфодиэстеразы 4 (ФДЭ-4) ро-
липрама, устраняющего деградацию цАМФ, на осморегулирующую функцию по-
чек у крыс линий WAG и Brattleboro с различным уровнем вазопрессина в крови.
У крыс WAG с высоким уровнем вазопрессина в крови при введении ролипрама
наблюдалось значительное ускорение диуреза, обусловленное увеличением экс-
креции натрия, а также снижением реабсорбции осмотически свободной воды.
Функциональные параметры сопровождались нарастанием гистохимически вы-
являемых гликозаминогликанов, определяющих проницаемость интерстициаль-
ного матрикса гормон-чувствительной зоны почечной медуллы. В то же время
для вазопрессин-дефицитных крыс линии Brattleboro со сниженной активно-
стью аденилатциклазной системы в почке введение ролипрама сопровождалось
развитием антидиуретической реакции без существенных изменений как пара-
метров натрийуретической функции, так и состояния интерстициального мат-
рикса почки. Результаты исследования свидетельствуют о значительном влия-
нии ролипрама, устраняющего деградацию цАМФ путем блокады ФДЭ-4, на
осморегулирующую функцию почек, изменение параметров которой определя-
ется, главным образом, уровнем вазопрессина и интеграцией эффектов, опосре-
дованных рецепторами вазопрессина V2- и V1a-типа.

Ключевые слова: вазопрессин, ролипрам, натрийуретическая функция, аденилат-
циклазная система, гиалуронан

DOI: 10.31857/S0869813920120079

В системе регуляции водно-электролитного баланса у млекопитающих главная
роль принадлежит почке, способной в широких пределах изменять реабсорбцию во-
ды и натрия при отклонениях объема или осмоляльности внеклеточной жидкости.
Ведущую роль в регуляции осмотического гомеостаза у млекопитающих играет ней-
рогипофизарный гормон вазопрессин, реализующий свой антидиуретический эф-
фект как путем влияния на трансэпителиальный транспорт воды и ионов натрия в
собирательных трубках почки [1, 2], так и путем контроля проницаемости интер-
стициального матрикса, основным компонентом которого является кислый глико-
заминогликан гиалуронан, разделяющий элементы противоточного механизма по-
чечной медуллы [3]. Вазопрессин способен оказывать стимулирующий или инги-
бирующий эффект на транспорт воды и натрия в эпителии почечных канальцев в

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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зависимости от вовлечения рецепторов V2- или V1a-типа, обладающих различной
аффинностью [4]. V2-рецепторы базолатеральной мембраны, активируя аденилат-
циклазную систему, являются триггером гидроосмотического эффекта вазопресси-
на, в то время как функциональная роль V1а-рецепторов апикальной мембраны –
торможение транспорта натрия [4, 5]. Ключевой посредник эффекта вазопрессина –
цАМФ, концентрация которого определяется соотношением активности адени-
латциклазы и специфических фосфодиэстераз (ФДЭ-4, 7, 8), деградирующих
цАМФ [6]. Несмотря на то, что в последние годы достигнут существенный про-
гресс в понимании молекулярных механизмов действия вазопрессина в эпителии
почечных канальцев, выявление новых звеньев в регуляции транспорта воды и
ионов остается одной из наиболее интенсивно развиваемых проблем физиологии
почек. Цель настоящей работы – исследование морфофункциональных особенно-
стей почек крыс линий WAG и Brattleboro с различным уровнем эндогенного вазо-
прессина в крови в условиях устранения дергадации цАМФ путем введения роли-
прама, селективного ингибитора ФДЭ-4 [7].

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В опытах использованы крысы из центра коллективного пользования вивария
конвенциональных животных Института цитологии и генетики СО РАН, содер-
жавшиеся в условиях стандартного рациона со свободным доступом к питьевой во-
де и сухому корму. Эксперименты проведены на половозрелых крысах инбредной
линии WAG (Wistar Albino Glaxo) с высоким уровнем вазопрессина в крови и гомо-
зиготных крысах линии Brattleboro, лишенных гормона вследствие мутации гена
вазопрессина [8]. Исследование выполнено в соответствии с международными ре-
комендациями по работе с экспериментальными животными [9]. Крысы в возрасте
60-ти дней и массой 150–200 г были разделены на 4 экспериментальные группы (по
9 особей в каждой): контрольные крысы WAG и Brattleboro, которым внутрибрю-
шинно вводился физиологический раствор в объеме 0.1 мл/100 г массы тела и экс-
периментальные особи линий WAG и Brattleboro с внутрибрюшинным введением
ингибитора ФДЭ-4 ролипрама (Sigma, США) в дозе 0.4 мг/100 г массы тела дважды
с интервалом 120 мин между иъекциями [10]. Ролипрам предварительно растворя-
ли в капле 96%-ного этанола, а затем разводили в физиологическом расворе. С уче-
том действия препарата [11, 12], через 30 мин после второй инъекции животных по-
мещали в индивидуальные клетки с проволочным дном для сбора спонтанно выде-
ляющейся мочи в течение 90 мин. По окончании эксперимента животных,
предварительно анестезированных тиопенталом натрия (10 мг/100 г массы тела),
декапитировали и забирали пробы крови, а также образцы почечной ткани. Осмо-
ляльность мочи и плазмы крови определяли криоскопическим методом (миллио-
смометр ОСКР-1М КИВИ, Россия). Концентрацию креатинина в моче и сыворотке
крови определяли методом Яффе на спектрофотометре (BioPhotometr plus, “Eppen-
dorf”, Германия, 490 нм). Содержание катионов натрия в пробах мочи и плазмы
крови измеряли методом пламенной фотометрии (Flame photometer 410 Sherwood,
Великобритания). По стандартным формулам рассчитывали клиренс осмотически
активных веществ (Сосм), максимальную реабсорбцию осмотически свободной во-

ды ( ), экскрецию натрия (ЕNa) и экскретируемую фракцию натрия (FENa).
Подготовку почечной ткани для гистохимического анализа (окрашивание альциа-
новым синим на уровне средней трети сосочка почки) проводили по стандартному
протоколу [13]. Гистологические препараты изучали с использованием светового
микроскопа Axioscop 40 (Carl Zeiss, Германия).
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Проверку значимости фактора генотипа и действия препарата ролипрама вы-
полняли с помощью двухфакторного дисперсионного анализа (ANOVA) в про-
грамме Statistica 8.0. Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка
среднего (M ± SEM). Достоверность межлинейных различий оценивали с помо-
щью апостериорного критерия Дункана (posthoc Duncan’s test) для множественных
сравнений. Для парного сравнения средних внутри линий применялся критерий
Стьюдента для независимых выборок. Различия считались статистически значи-
мыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Гидруретическая функция у контрольных крыс линий WAG и крыс Brattleboro, со-
державшихся на стандартном водно-пищевом рационе, существенно различалась
(табл. 1). У крыс WAG зарегистрирована низкая скорость мочеотделения и положи-
тельные значения показателей реабсорбции осмотически свободной воды, отражаю-
щие высокий уровень эндогенного вазопрессина. В то же время крысы линии Brattle-
boro, лишенные эндогенного вазопрессина, характеризовались высокой скоростью
диуреза и отрицательными показателями реабсорбции воды.

Параметры натрийуретической функции у крыс двух линий также достоверно
отличались (табл. 2). У вазопрессин-дефицитных крыс линии Brattleboro были вы-
явлены более высокие показатели осмотического очищения, скорости экскреции
и экскретируемой фракции натрия по сравнению с крысами линии WAG. Введе-
ние ролипрама, устраняющего деградацию цАМФ путем блокады ФДЭ-4, индуци-
ровало принципиально различные реакции почек у крыс WAG и Brattleboro.
У крыс WAG наблюдались значительные изменения натрийуретической функции:
увеличение показателя осмотического очищения и скорости экскреции натрия в
результате резкого нарастания экскретируемой фракции катиона (табл. 2). Тормо-
жение реабсорбции натрия у крыс WAG, по-видимому, привело к уменьшению
внутрипочечного концентрационного градиента, что явилось причиной снижения
реабсорбции осмотически свободной воды (табл. 1). У вазопрессин-дефицитных
крыс Brattleboro в базальных условиях все показатели натрийуретической функции
были достоверно выше, чем у крыс WAG, но изменения экскретируемой фракции

Таблица 1. Влияние ингибитора ФДЭ-4 ролипрама на гидруретическую функцию крыс ли-
ний WAG и Brattleboro
Table 1. Effect of rolipram treatment on the hydrouretic function in WAG and Brattleboro rats

Все значения представлены как среднее ± ошибка среднего. Различия достоверны при * p < 0.05;
*** p < 0.001 – сравнение с контрольной группой крыс линии WAG; # p < 0.05 – сравнение с контрольной
группой линии Brattleboro.
All values are presented as mean ± SEM. * p < 0.05; *** p < 0.001 compared to WAG control; # p < 0.05 compared
to Brattleboro control.

Показатель
Parameter

Экспериментальные группы
Groups

WAG Brattleboro

контроль
control

ролипрам
rolipram

контроль
control

ролипрам
rolipram

Диурез (V), мкл/мин
Diuresis (V), μl/min

1.35 ± 0.18 3.2 ± 0.16*** 23.50 ± 2.80*** 17.0 ± 2.10#

Реабсорбция осмотически свободной 

воды ( ), мкл/мин

Solute-free water reabsorption ( ), 
μl/min

10.68 ± 0.83 7.5 ± 0.49* –11.49 ± 2.61*** –6.78 ± 2.00

2

C
H OT

2

C
H OT



1567ВЛИЯНИЕ РОЛИПРАМА НА ОСМОРЕГУЛИРУЮЩУЮ ФУНКЦИЮ

натрия и скорости его экскреции при введении ролипрама оказались несуществен-
ными (табл. 2). Снижение диуреза при введении ролипрама у крыс Brattleboro было
связано с нарастанием реабсорбции воды (табл. 1).

Как известно, вазопрессин, помимо регуляции факультативной реабсорбции
воды, оказывает существенное влияние на транспорт натрия в эпителии почечных
канальцев [14, 15], направленность которого зависит от аффинности различного
типа рецепторов вазопрессина и определяется его концентрацией в крови [5, 15].
При нормальном физиологическом уровне секреции вазопрессина проявляется
антинатрийуретическая реакция, обусловленная активацией V2-рецепторов. В то
же время при увеличении секреции вазопрессина в условиях дегидратации активи-
руются V1а-рецепторы апикальной мембраны, трансдукция сигналов которых при-
водит к усилению скорости выведения натрия [4]. Исходя из этого, обнаруженные
особенности реакции на ролипрам у крыс WAG, очевидно, были обусловлены ин-
теграцией эффектов активации V2- и V1a-типа рецепторов вазопрессина, обладаю-
щих различной аффинностью к гормону [4, 15]. У крыс линии WAG ролипрам по-
вышал содержание трансмиттера гормона (цАМФ) до характерных высокому уров-
ню вазопрессина в крови значений, что способствовало активации V1a-рецепторов,
трансдукция сигнала которых по фосфолипазному сигнальному пути в условиях
повышения внутриклеточного содержания Ca2+ [16, 17] приводила к подавлению
реабсорбции натрия и проявлению значительного натрийуреза [4]. Выявленное
снижение концентрирующей функции у крыс WAG в условиях введения ролипра-
ма является следствием негативной модуляции антидиуретического эффекта вазо-
прессина, обусловленное, по всей видимости, снижением проницаемости каналь-
цев почки для солей и воды, стимулированной V2-рецепторами вазопрессина [18].
У крыс линии Brattleboro со сниженной активностью всех изоформ аденилатцик-
лазы [19] ролипрам повышал уровень цАМФ до значений, характерных для актива-
ции V2-рецепторов, соответственно вызывая нарастание реабсорбции воды и паде-
ние диуреза без значительных изменений экскреции натрия (табл. 1, 2).

Таблица 2. Влияние ингибитора ФДЭ-4 ролипрама на натрийуретическую функцию крыс
линий WAG и Brattleboro
Table 2. Effect of rolipram treatment on the natriuretic function in WAG and Brattleboro rats

Все значения представлены как среднее ± ошибка среднего. Различия достоверны при *p < 0.05;
** p < 0.01; *** p < 0.001 – сравнение с контрольной группой WAG.
All values are presented as mean ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 – compared to WAG control.

Показатель
Parameter

Экспериментальные группы
Groups

WAG Brattleboro

контроль
control

ролипрам
rolipram

контроль
control

ролипрам
rolipram

Клиренс осмотически активных веществ 
(Сосм), мкл/мин
Сlearance of osmotic active compounds 
(Сosm), μl/min

7.59 ± 0.94 11.78 ± 1.03** 12.68 ± 0.34** 10.97 ± 0.66

Cкорость экскреции натрия (ENa), 
мкмоль/мин
Sodiumexcretion (ENa), μmol/min

0.03 ± 0.005 0.30 ± 0.04*** 0.18 ± 0.04* 0.23 ± 0.03

Экскретируемая фракция натрия
(FENa), %
Fractional excretion of sodium (FENa), %

0.10 ± 0.002 1.28 ± 0.16*** 0.26 ± 0.01* 0.35 ± 0.01
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Барьер на пути движения воды и солей из канальцев в кровоток, как известно,
представлен не только эпителием, но также внеклеточным матриксом, основным
компонентом которого является гликозаминогликан гиалуронан, разделяющий
элементы концентрирующей противоточной системы и, в зависимости от полимер-
ности его молекул, определяющий скорость диффузии воды и солей в интерстиции
почечной медуллы по осмотическому градиенту [20]. Как известно, продуцентом
гиалуронана в медуллярной зоне почки являются интерстициальные клетки, сек-
реторная активность которых зависит от осмоляльности интерстициальной жид-
кости и регулируется как системными гормонами (вазопрессином, ангиотензином
и др.), так и локальными почечными факторами (ПГЕ2, NO и др.), рецепторы ко-
торых экспрессируются на клеточной мембране интерстициальных клеток [21, 22].
При гистохимическом исследовании срезов почечной ткани контрольных крыс
WAG, экскретирующих мочу с осмоляльностью выше 1800 мОсм/кг H2O выявлена
типичная для действия вазопрессина структура медуллярной зоны: уплощенный
эпителий собирательных трубок, открытая дренажная сеть множества капилляров
и слабое окрашивание кислых гликозаминогликанов интерстиция (рис. 1A). При

Рис. 1. Влияние ФДЭ-4 ингибитора ролипрама на локализацию гиалуронана средней трети сосочка у
крыс WAG и крыс Brattleboro.
А – WAG контроль (1819 мОсм/кг H2O); B – WAG, введение ролипрама (891 мОсм/кг H2O); C – Brattle-
boro контроль (123 мОсм/кг H2O); D – Brattleboro, введение ролипрама (310 мОсм/кг H2O). В скобках
дано значение осмоляльности мочи. Окрашивание алциановым синим, объектив ×63. Снимки выпол-
нены с помощью цифровой фотонасадки AxioCam.

Fig. 1. Effect of selective PDE-4 inhibitor (rolipram) on localization of hyaluronan in the middle third of the re-
nal papilla in WAG and Brattleboro rats.
A – WAG control (1819 mOsm/kg H2O); B – WAG, injection of rolipram (891 mOsm/kg H2O); C – Brattleboro
control (123 mOsm/kg H2O); D – Brattleboro, injection of rolipram (310 mOsm/kg H2O). Remarks: values of
urine osmolality are given in brackets. Alcian blue staining, lens x63. The photos were taken with the AxioCam
digital camera attachment.

A B

C D

20 µm20 µm20 µm 20 µm20 µm20 µm

20 µm20 µm20 µm 20 µm20 µm20 µm
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введении ролипрама у крыс WAG развитие диуреза и снижение осмоляльности мо-
чи, обусловленное торможением реабсорбции воды, сопровождалось повышением
высоты клеток эпителия собирательных трубок и увеличением интенсивности
окрашивания гиалуронана интерстициального матрикса по сравнению с контро-
лем (рис. 1B). Для интактных гомозиготных вазопрессин-дефицитных крыс линии
Brattleboro характерно практически полное отсутствие гистохимически выявляемых
гликозаминогликанов интерстициального матрикса почечной медуллы (рис. 1C) [3],
структура которого при введении ролипрама на фоне отсутствия изменений парамет-
ров осморегулирующей функции не претерпевает значимых изменений (рис. 1D).

Таким образом, результаты исследования свидетельствуют о значительном эф-
фекте ролипрама, оказывающего влияние на аденилатциклазную систему путем
устранения деградации цАМФ, на осморегулирующую функцию почек, изменение
параметров которой определяется уровнем вазопрессина в крови и интеграцией
эффектов его рецепторов V1a- и V2-типа.
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Effect of Rolipram Treatment on the Osmoregulatory Renal Function 
in Rats with Different Blood Vasopressin Level
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The effect of the selective PDE-4 inhibitor rolipram, which eliminates cAMP degrada-
tion, on osmoregulatory function in WAG and Brattleboro rats with different blood va-
sopressin (AVP) level was studied. It was found that in WAG rats with high endogenous
AVP level treatment of rilipram induced the significant acceleration of the urine f low
rate as a result of the increase in sodium excretion and also the decrease in solute-free
water reabsorption. The changes in the functional parameters were followed by an in-
crease in the content of glycosaminoglycans, which determine the permeability of the
interstitial matrix in the AVP-sensitive renal medulla. At the same time in AVP-deficient
Brattleboro rats with low adenylate cyclase system activity in the kidney rolipram treat-
ment induced the development of the antidiuretic response whithout changes in the pa-
rameters of natriuretic function and the state of the interstitial renal matrix. These results
showed a significant influence of rolipram, which eliminates the degradation of cAMP
by the inhibition of PDE4, on the osmoregulatory renal function, changes parameters of
which are mainly determined by the AVP level and the integration of effects mediated by
V2- and V1a-like vasopressin receptors.

Keywords: vasopressin, rolipram WAG and Brattleboro rats, natriuretic functions, ade-
nylate cyclase system, hyaluronan
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Вирусные векторы представляют собой гибкую систему, которая может эффек-
тивно доставлять экзогенный генетический материал в различные клетки-мише-
ни и, таким образом, является потенциально мощным инструментом для генети-
ческих манипуляций. Для доставки вирусных генов проводилась инъекция реком-
бинантных аденоассоциированных векторов по методу Wallace [1]. Использование
рекомбинантных аденоассоциированных векторов позволяет вирусным частицам
сравнительно легко диффундировать из области инъекции и достаточно быстро
воспроизводиться в клетках мозга. Целью работы было исследование эффектив-
ности инфекции аденоассоциированных вирусных векторов млекопитающих в
различных областях мозга кеты Oncorhynchus keta в возрасте 2 лет при кратко-
срочных (4 и 8 дней) и долговременном (10 недель) интервалах с последующей
ультраструктурной диагностикой нервной ткани в области инъекции. Было уста-
новлено, что аденоассоциированный вектор гиппокампа мыши AAV-1 эффек-
тивно инфицировал клетки мозга кеты. Инъекция AAV в различные области моз-
га: конечный мозг, мозжечок, мезэнцефалический тектум и тегментум кеты ин-
дуцировала экспрессию репортерных генов в паллиальных (Dd и Dm) областях
конечного мозга, крыше и покрышке среднего мозга, в дорсальной части ствола
мозга, а также в мозжечке (valvula и corpus cerebellum). Методами флуоресцентной
микроскопии показано, что наличие зеленой флуоресценции связано с экспрес-
сией зеленого флуоресцентного протеина (GFP) в клетках мозга кеты. Данные
ультраструктурного анализа подтвердили наличие субклеточных вирусных ча-
стиц в клетках мозга и межклеточном пространстве, что свидетельствует о спо-
собности к диффузному распространению аденоассоциированного вектора в
нервной ткани мозга кеты.

Ключевые слова: аденоассоциированный вирусный вектор, аденовирусный вектор
высокой емкости, Oncorhynchus keta, тектум, тегментум, мозжечок, продолгова-
тый мозг
DOI: 10.31857/S0869813920110096

В настоящее время аденовирусные векторы все чаще используются для доставки
генетического материала в различные клетки организма. Однако согласно данным

МЕТОДИЧЕСКИЕ СТАТЬИ
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[2], аденоассоциированные векторы в ряде случаев обладают токсическим дей-
ствием на организм млекопитающих, что снижает эффективность их использова-
ния. Известно, что аденовирусы способны заражать все классы позвоночных жи-
вотных, однако менее патогенны для низших позвоночных, в частности, рыб. Для
нейрогенетических исследований рыбы все чаще используются в качестве модель-
ных животных, что связано с относительной простотой их содержания по сравне-
нию с дорогостоящими млекопитающими (особенно приматами), а также с упро-
щенными биоэтическими нормами при работе с водными позвоночными. Таким
образом, аденовирусные системы являются перспективными для генной трансдук-
ции в клетки рыб с целью вакцинации или других экспериментальных исследова-
ний, связанных с экспрессией специфических генов. Исследования на медаке и
данио показали, что трансдукция AAV в культивируемые соматические клетки
Сертоли приводит к эффективной экспрессии трансгенов, это позволяет использо-
вать аденовирусы в качестве хромосомно-неинтегрирующей векторной системы [3].
В исследованиях на белом осетре Acipenser transmontanus был выделен отдельный
высокоспецифичный штамм аденовируса с уникальной последовательностью,
позволяющей его рассматривать в качестве нового таксономически независимого
класса аденовирусов [4, 5].

В исследованиях, проведенных в Национальном институте генетики (Япония),
было установлено, что аденовирус (Ad) эффективно вводит двухцепочечную ДНК в
клетки, экспрессирующие аденовирусный рецептор Коксаки, но не интегрируется в
геном хозяина [6]. Результаты разработок отдела геномной терапии Сайтамского
медицинского университета показали, что хелпер-зависимый вектор (с удаленным
вирусным геномом) является менее цитотоксичным, чем E1-делеционный вектор,
и поэтому может использоваться для достижения множественного инфицирова-
ния [7]. Тем не менее, в Университете Осака было разработано более масштабное
клонирования хелпер-зависимых векторов, облегчающих репарацию генов по-
средством гомологичной рекомбинации в эмбриональные стволовые клетки мыши
и приматов [8]. Исследования, проводимые на кафедре радиационной генетики
университета Киото, показали, что адено-ассоциированный вирус (AAV) является
перспективным вектором для генного таргетинга и относится к другому, отлично-
му от Ad типу вируса, который с низкой частотой вводит одноцепочечную ДНК в
клетки генома хозяина [9]. Аденоассоциированные вирусы с успехом были исполь-
зованы для коррекции доминантной мутации в мезенхимальных стволовых клет-
ках у пациентов с несовершенным остеогенезом [10]. Таким образом, оба типа ви-
русов являются достаточно эффективными для быстрой доставки генетического
материала и могут быть использованы для генной терапии.

Ранее в исследованиях на радужной форели было показано, что аденовирусные
векторы человека 5-го типа могут эффективно доставлять трансгены в культивиру-
емые клетки мышц [11]. В других работах была установлена эффективная экспрес-
сия репортерных генов в клетках эмбриональной линии (CHSE-214) китайского
лосося, папулезной эпителиомы карпа, лейкоцитах американского угря (PBLE),
гонад (RTG-2), жабер (RT-GillW1) и селезенки (RTS-34) радужной форели [12].
Исследования на нервной системе рыб в настоящее время ограничиваются данны-
ми на эмбрионах данио [13] и медаке Oryzias latipes [14]. Целью настоящей работы
было исследование эффективности инфекции in vivo аденоассоциированных ви-
русных векторов AAV-1 в различных областях мозга кеты Oncorhynchus keta при
кратковременных (4 и 8 дней) и долговременной (10 недель) инкубации с последу-
ющей ультраструктурной диагностикой нервной ткани в области инъекции.
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В работе было использовано 24 особи тихоокеанской кеты Oncorhynchus keta в
возрасте 23–24 мес., с длиной тела 30–35 см и массой 285–330 г. Рыбы были полу-
чены с Рязановского экспериментального производственного рыбоводного завода
в 2017 г. Молодь кеты содержали в аквариуме с аэрируемой морской водой при
температуре 16–17°C, с одноразовым кормлением в течение суток. Соотношение
освещенного и темнового периодов в сутках составляло 14/10 ч. Содержание рас-
творенного кислорода в воде составляло 7–10 мг/дм3, что соответствует нормаль-
ному насыщению. Все экспериментальные манипуляции с животными были про-
ведены в соответствии с правилами, регулируемыми уставом ННЦБМ и Этической
комиссией, регламентирующей гуманное обращение с экспериментальными жи-
вотными.

Введение аденоассоциированного вирусного вектора. В работе использовали гото-
вые рекомбинантные аденоассоциированные вирусы гиппокампа мыши AAV-1.
Camc2a.GCaMP6f.WPRE.bGHpA (Inscopix, США). Упаковка, очистка, и определе-
ние векторных титров были выполнены в Стэндфордском университете (Inscopix,
США). Рекомбинантные векторы очищали с использованием метода осаждения
CsCl, и титры геномной копии были определены, как описано ранее [15]. Титры
инъекций были оптимизированы по концентрации и составляли 1.68Е (13 мкг/мл),
что функционально подтверждено для кальциевой визуализации пирамидных ней-
ронов в дорсальном СА1 гиппокампе мыши.

Рыбы были анестезированы в 0.1%-ном растворе трикаин-метансульфоната
MS222 (Sigma, США) в течение 5–10 мин. После анестезии первой группе живот-
ных в область правого полушария теленцефалона с помощью шприца Гамильтона
вводили 0.2 мкл раствора рекомбинантного ААV на 0.1 М фосфатном буфере (n = 4
для каждой группы). Контрольные животные получали 0.2 мкл 0.1 М фосфатного
буфера (n = 4). Через 4 дня после инъекции животные выводились из эксперимента
и подвергались эвтаназии методом быстрой декапитации. Второй группе живот-
ных в область мозжечка, правого полушария тектума и тегментума вводили анало-
гичный объем раствора рекомбинантного ААV (n = 4 для каждой группы), а кон-
трольные животные получали соответствующее количество 0.1 М фосфатного бу-
фера (n = 4). Через 8 дней после инъекции животные выводились из эксперимента.
Третьей группе животных в область мозжечка вводили раствор ААV (n = 4 для каж-
дой группы), группа контрольных животных (n = 4) получала 0.1 М фосфатный бу-
фер. Через 10 недель после инъекции животные третьей группы выводились из
эксперимента аналогичным способом.

Головной мозг инъецированных рыб префиксировали в 4%-ном растворе пара-
формальдегида, приготовленном на 0.1 М фосфатном буфере (pH 7.2). После пре-
фиксации мозг извлекали из полости черепа и фиксировали в том же растворе в те-
чение 2 ч при температуре 4°C. Затем в течение двух суток промывали в 30%-ном
растворе сахарозы при 4°C, с пятикратной сменой раствора. Серийные фронталь-
ные срезы мозга кеты толщиной 50 мкм изготавливали с помощью замораживаю-
щего микротома (Cryo-star HM 560 MV, Thermo Scientific, США).

Микроскопия. В работе для визуализации и проведения морфологического ана-
лиза был использован моторизированный инвертированный микроскоп исследо-
вательского класса с флуооресцентным модулем и приставкой улучшенного кон-
трастирования при работе с люминесценцией Axiovert 200 M с модулем ApoTome
(Carl Zeiss, Германия). Для исследования микрофотографии препаратов и анализ
материала осуществляли с помощью программы Axio Vision (Carl Zeiss, Германия).
Измерения проводили при использовании объективов с увеличением 10×, 20× и
40× в 10 случайно выбранных полях зрения для каждой области исследования.
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Подсчет количества GFP-экспрессирующих клеток в поле зрения осуществляли
при увеличении 200×. Морфометрический анализ параметров клеточных тел (из-
мерение большого и малого диаметров сомы нейронов) проводили с помощью
программного обеспечения микроскопа Axio Vision.

Трансмиссионная электронная микроскопия. Различные отделы мозга кеты в со-
ответствии со схемой введения AVV (4 дня, 8 дней и 10 недель соответственно) бы-
ли зафиксированы в 2.5%-ном глютаральдегиде на 0.1 М какодилатном буфере и
постфиксировали в 2%-ном растворе осмия на 0.1 М какодилатном буфере. Мате-
риал заливали в смолу LR White. Ультратонкие срезы толщиной 60 нм были полу-
чены на ультрамикротоме Ultracut Leica UC6 (Leica Microsystems, Германия). Сре-
зы контрастировали уранилацетатом и цитратом свинца и исследовали с помощью
трансмиссионного электронного микроскопа SIGMA 300 VP (Zeiss AG, Карл
Цейсс, Германия).

Статистическая обработка данных. Количественная обработка результатов бы-
ла выполнена с помощью программ Описательная статистика Microsoft Excel
2010 и Statistica 12. Плотность распределения и размерные характеристики клеток
оценивались с помощью методов вариационной статистики. Для количествен-
ной оценки результатов находились средние значения и стандартное отклонение
(М ± SD). Измерения в группах сравнивались с использованием одностороннего
дисперсионного анализа (ANOVA). Значения при р ≤ 0.05 считались статистиче-
ски значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В результате однократного введения AVV в различные отделы головного мозга
кеты были выявлены GFP-экспрессирующие клетки в областях инъекции и в от-
дельных случаях в прилежащих проекционных областях мозга (рис. 1А–F).

Рис. 1. Экспрессия GFP в различных областях мозга кеты Oncorhynchus keta после инъекции аденоассо-
циированного вектора гиппокампа мыши (AAV). А – зеленый флуоресцентный протеин (GFP)-экс-
прессирующие клетки (красные стрелки) вокруг области инъекции в теленцефалон через 4 дня после
введения AAV, на врезке – увеличенный фрагмент (в желтом прямоугольнике), красным прямоуголь-
ником в правом верхнем углу показана область инъекции; Dd – дорсальная, Dm – медиальная, Dl – ла-
теральная, Dc – центральная зоны паллиума. B – срез теленцефалона контрольного животного. C –
GFP-экспрессирующие клетки вокруг области инъекции (показана белой звездочкой) в мозжечок через
8 дней после введения AAV. D – вокруг области инъекции в оптический тектум (ТеО), CA – передняя
комиссура, TL – продольный торус. E – GFP-экспрессирующие клетки в тегментуме через 8 дней после
введения AAV; PVZ – перивентрикулярная зона тегментума, MRF – мезенцефалическая ретикулярная
формация, BT – базальный тегментум. F – GFP-экспрессирующие клетки в дорсо-латеральной ретику-
лярной формации (DLRF) через 10 недель после введения AAV в мозжечок. Флуоресцентная микроско-
пия. Масштабный отрезок 200 мкм.
Fig. 1. GFP expression in various brain regions of chum salmon Oncorhynchus keta after AAV injection. A –
GFP-expressing cells (red arrows) around the injection area in the telencephalon 4 days after the injection of
AAV, the inset shows the enlarged fragment (in the yellow rectangle), the injection area is shown in the red rect-
angle in the upper right corner; Dd – dorsal, Dm – medial, Dl – lateral, Dc – central pallium zone. B – section
of the telencephalon of the control animal. C – GFP-expressing cells around the injection area (indicated by a
white star) in the cerebellum 8 days after the injection of AAV. D – around the area of injection into the tectum
opticum (TeO), PC – anterior commissure, TP – torus longitudinalis. E – GFP-expressing cells in tegmentum
8 days after the injection of AAV; PVZ – periventricular zone of the tegmentum, MRF – mesencephalic reticular
formation, and BT – basal tegmentum. F – GFP-expressing cells in the dorsolateral reticular formation (DLRF)
10 weeks after the injection of AAV into the cerebellum. Fluorescence microscopy. The scale bar – 200 microns.
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Через 4 дня после введения AAV в правое полушарие конечного мозга вокруг обла-
сти инъекции были выявлены отдельные GFP-экспрессирующие клетки (рис. 1А).
После инъекции в дорсальную зону паллиума кеты GFP-экспрессирующие клетки
были также обнаружены в дорсальном скоплении (Dd), медиальной части паллиу-
ма (Dm) и в центральной (Dc) зоне (табл. 1, рис. 2). Во всех областях паллиума, со-
держащих трансгенную экспрессию AAV, преобладали клетки небольших размеров за
исключением центральной области, содержащей более крупные нейроны (табл. 1).
Сравнительное распределение GFP-экспрессирующих клеток показано на рис. 2.
В центральной области и участках, ограничивающих зону инъекции, количество
клеток, экспрессирующих репортерные гены, было ниже, чем в поверхностных
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слоях дорсальной и медиальной паллиальных зон (рис. 2). На контрольных препа-
ратах GFP-экспрессирующие клетки выявлены не были (рис. 1B).

Через 8 дней после введения AAV в дорсальную часть тела мозжечка вокруг обла-
сти инъекции визуализировались многочисленные GFP-экспрессирующие клетки
(рис. 1C). Нейроны, экспрессирующие трансгены и образующие другую централь-
но расположенную популяцию, были обнаружены в каудальной части тела моз-
жечка, а также в заслонке мозжечка, дистанционно удаленной от зоны инъекции

Рис. 2. Сравнительное распределение GFP-экспрессирующих клеток (M ± SD) в различных областях
теленцефалона кеты Oncorhynchus keta через 4 дня после введения AAV.
Fig. 2. Comparative distribution of GFP-expressing cells (M ± SD) in various regions in the telencephalon of
chum salmon Oncorhynchus keta 4 days after the injection of AAV.
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Таблица 1. Морфометрические параметры* GFP-экспрессирующих клеток в теленцефалоне
кеты Oncorhynchus keta через 4 дня после инъекции AAV
Table 1. Morphometric parameters* of GFP-expressing cells in the telencephalon of chum salmon
Oncorhynchus keta 4 days after AAV injection

* Значения большого и малого диаметров клеточных перикарионов показаны через косую черту соответ-
ственно.
* Values of the large and small diameters of cellular pericarions are shown through a slash respectively.

Типы клеток
Cell types

Область инъекции
Injection area

Дорсальное
скопление

Dorsal cluster

Медиальная
зона паллиума

Dm

Центральная
зона паллиума

Dc

Размеры клеток
(M±SD), мкм
Cell sizes (M±SD), μm

7.8 ± 0.6/5.8 ± 0.7
5.8 ± 0.6/4.6 ± 0.8

7.6 ± 0.4/5.6 ± 0.5
6.2 ± 0.7/5.1 ± 0.6

7.8 ± 0.6/5.8 ± 0.7
5.8 ± 0.6/4.6 ± 0.8

12.8 ± 0.6/10.4 ± 1.4
9.5 ± 0.2/7.7 ± 0.9
7.9 ± 0.6/6.0 ± 0.6

Таблица 2. Морфометрические параметры GFP-экспрессирующих клеток в мозжечке кеты
Oncorhynchus keta через 8 дней после инъекции AAV
Table 2. Morphometric parameters* of GFP-expressing cells in the cerebellum of chum salmon On-
corhynchus keta 8 days after AAV injection

Типы клеток
Cell types

Область
инъекции

Injection area

Центральное
скопление

Central cluster

Молекулярный 
слой

Molecular layer

Заслонка
Valvulla cerebelli

Размеры клеток
(M±SD), мкм
Cell sizes (M±SD), μm

10.2 ± 0.2/7.3 ± 0.6
8.9 ± 0.6/7.1 ± 0.6
7.2 ± 0.6/6.1 ± 0.7

11.3 ± 0.6/10.0 ± 0.5
9.3 ± 0.4/8.3 ± 0.9

8.0 ± 0.5/5.3 ± 0.5
6.8 ± 0.3/4.9 ± 0.6
5.0 ± 0.7/3.8 ± 0.6

10.2 ± 0.4/7.1 ± 0.2
7.8 ± 0.4/5.9 ± 0.8
6.3 ± 0.7/5.4 ± 0.8
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(табл. 2, рис. 3). Морфометрические параметры GFP-экспрессирующих клеток
свидетельствуют о гетерогенности популяции, содержащей трансгены в указанном
временном диапазоне. Большинство GFP-экспрессирующих клеток было выявле-
но в молекулярном слое (рис. 3). Наличие большого количества клеток, экспресси-
рующих трансгены в заслонке мозжечка, свидетельствует о способности AAV к ан-
тероградному транспорту в трансцеребеллярную зону (рис. 3).

Введение AAV в медиальную часть оптического тектума и более глубокие слои
покрышки среднего мозга через аналогичный промежуток времени показало нали-
чие GFP-экспрессирующих нейронов в зрительном тектуме (рис. 1D) и в различ-
ных регионах тегментума (рис. 1Е, табл. 3). Морфометрический анализ различных
областей мезенцефалона выявил более крупные клетки, содержащие репортерные
гены, чем в конечном мозге и мозжечке (табл. 1–3). Высокая морфологическая ге-
терогенность позволяет выделять несколько типов GFP-экспрессирующих клеток
в тектуме, перивентрикулярных и субвентрикулярных областях тегментума, мезен-
цефалической ретикулярной формации и базальном тегментуме (табл. 3). Анализ
распределения GFP-экспрессирующих клеток показал, что в данном временном
диапазоне наибольшее количество нейронов, содержащих трансгены, выявлено в
оптическом тектуме и MRF (рис. 4).

Рис. 3. Сравнительное распределение GFP-экспрессирующих клеток (M ± SD) в различных областях
мозжечка кеты Oncorhynchus keta через 8 дней после введения AAV.
Fig. 3. Comparative distribution of GFP-expressing cells (M ± SD) in various regions in the cerebellum of chum
salmon Oncorhynchus keta 8 days after the injection of AAV.
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Таблица 3. Морфометрические параметры GFP-экспрессирующих клеток в мезенцефалоне
кеты Oncorhynchus keta через 8 дней после инъекции AAV
Table 3. Morphometric parameters of GFP-expressing cells in the mesencephalon of chum salmon
Oncorhynchus keta 8 days after AAV injection

Типы клеток
Cell types

Зрительный
тектум

Tectum opticum

Тегментум
ПВЗ и СВЗ
Tegmentum
PVZ, SVZ

Мезенцефалическая 
ретикулярная

формация
MRF

Базальный
тегментум

Basal tegmentum

Размеры клеток
(M±SD), мкм
Cell sizes (M±SD), μm

17.0 ± 0.8/10.8 ± 2.4
14.8 ± 1.0/11.0 ± 1.9
11.2 ± 1.0/8.3 ± 1.5
8.8 ± 0.5/7.9 ± 0.3

19.8 ± 1.2/15.9 ± 0.8
11.9 ± 0.9/9.8 ± 1.8
8.9 ± 0.6/7.6 ± 0.9
7.2 ± 0.6/4.9 ± 0.8

11.0 ± 1.4/8.6 ± 2.4
8.6 ± 0.7/6.4 ± 0.7
7.0 ± 0.6/5.7 ± 0.7
5.8 ± 0.2/4.8 ± 1.4

11.3 ± 0.6/9.8 ± 0.8
8.8 ± 0.5/6.7 ± 0.7
6.9 ± 0.7/5.8 ± 1.0
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Через 10 нед. после инъекции AAV в тело мозжечка популяции GFP-экспресси-
рующих клеток были обнаружены как в области инъекции и прилежащей цен-
тральной зоне мозжечка, так и в составе антероградных экстрацеребеллярных про-
екций ростральной части ствола – дорсо-латеральной ретикулярной формации
(DLRF) и медиальной ретикулярной формации (MRF) (табл. 4). Большая популя-
ция GFP-экспрессирующих нейронов была выявлена в DLRF (рис. 1F, рис. 5).
В составе MRF были выявлены наиболее крупные нейроны, содержащие репор-
терные гены (табл. 4).

Долговременная 10-недельная экспозиция после инъекции AAV привела к ши-
рокому распространению клеток, экспрессирующих трансгены, и частиц субкле-
точного размера в области инъекции, а также в составе антероградных, ретроград-
ных и, возможно, реципрокных проекционных областей ствола (рис. 6А). Исследо-
вание данных областей в режиме фазового контраста показало наличие большого
числа плотных телец темного цвета в области локализациии GFP-экспрессирую-
щих клеток (рис. 6B). При увеличении данных областей AAV-содержащие участки
продолговатого мозга выглядели как темные оптически-плотные скопления, хоро-
шо различимые в режиме проходящего света (рис. 6C). Ультраструктурное иссле-
дование данных областей показало, что скопления аденоассоциированных вирусов
выглядят как темные гранулосодержащие внутри- и внеклеточные структуры, в со-
ставе которых различимы отдельные вирусные частицы (рис. 6D).

Рис. 4. Сравнительное распределение GFP-экспрессирующих клеток (M ± SD) в различных областях
мезенцефалона кеты Oncorhynchus keta через 8 дней после введения AAV.
Fig. 4. Comparative distribution of GFP-expressing cells (M ± SD) in various regions in the mesencephalon of
chum salmon Oncorhynchus keta 8 days after the injection of AAV.
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Таблица 4. Морфометрические параметры GFP-экспрессирующих клеток в мозжечке и ро-
стральной части ствола мозга кеты Oncorhynchus keta через 10 недель после инъекции AAV
Table 4. Morphometric parameters of GFP-expressing cells in the cerebellum and rostral part of
brainstem of chum salmon Oncorhynchus keta 10 weeks after AAV injection

Типы клеток
Cell types

Мозжечок (цен-
тральная группа)

Cerebellum
(central group)

Мозжечок
(зона инъекции)

Cerebellum
(injection area)

Мезенцефалическая
ретикулярная

формация
MRF

Дорсо-латеральная 
ретикулярная

формация
DLRF

Размеры клеток
(M±SD), мкм
Cell sizes (M±SD), μm

10.2 ± 0.3/7.0 ± 0.5
8.6 ± 0.5/7.0 ± 0.5
7.0 ± 0.2/6.3 ± 0.3

11.0 ± 1.1/8.2 ± 1.3
8.8 ± 0.6/7.0 ± 0.9
7.2 ± 0.3/6.0 ± 0.7

58.6 ± 3.1/33.2 ± 2.7
41.6 ± 2.8/30.0 ± 4.5
33.2 ± 2.2/20.2 ± 5.6
19.4 ± 1.8/14.2 ± 0.3
14.3 ± 1.4/11.2 ± 2.1

12.8 ± 0.5/9.5 ± 1.2
10.5 ± 0.6/8.5 ± 1.0
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты проведенного исследования показали, что AAV может эффективно
трансдуцироваться в клетках мозга кеты. При различных сроках инкубации вирус-
ного вектора GFP-экспрессирующие клетки обнаруживались как вблизи зоны
инъекции, так и в удаленных от инъекции областях, куда, очевидно, вектор достав-
лялся с помощью внутриклеточного транспорта. В настоящее время механизмы
аденовирусной транспортировки до конца не ясны [16]. В исследованиях вентраль-
ной тегментальной области (VTA) млекопитающих, получавших инъекции различ-
ных серотипов AAV, было установлено, что после долговременной экспозиции
вектора (1 месяц и более) вирусные частицы выявлялись в антероградных и ретро-
градних проекциях VTA [16] и вдоль проводящих путей [17]. При однократных инъ-
екциях AAV-1, AAV-9 или AAV-Rh.10 обнаруживалась экспрессия кДНК лизосо-
мального фермента β-глюкуронидазы, что приводило к переносу аденовирусного
генома в области дистальной проекции VTA [18]. Кроме того, в некоторых случаях
вектор способен самостоятельно транспортироваться по нейрональным путям [19,
20]. Это приводит к доставке AAV даже на очень удаленные расстояния в мозгу, по-
казывая таким образом, что два транспортных механизма способны работать си-
нергетически.

В наших исследованиях на кете краткосрочная (4 дня) экспозиция AAV в телен-
цефалон приводила в основном к трансдукции вирусных генов в нейроны, приле-
жащих к области инъекции, хотя GFP-экспрессирующие клетки обнаруживались
и в более удаленных областях (Dc и Dm). Тем не менее, непродолжительный срок
инкубации вектора в данном случае определял сравнительно ограниченный пат-
терн экспрессии репортерных генов в теленцефалоне кеты.

При более долгосрочной (8 дней) экспозиции AAV в мозжечке и мезенцефалоне
мы наблюдали более обильное биораспределение трансгенов в области инъекции,
при котором количество GFP-экспрессирующих клеток достоверно (р < 0.05) превы-
шало таковое в теленцефалоне (рис. 7). В данном варианте эксперимента GFP-экс-
прессирующие клетки были обнаружены в удаленных проекционных областях – за-

Рис. 5. Сравнительное распределение GFP-экспрессирующих клеток (M ± SD) в мозжечке и ростраль-
ной части ствола мозга кеты Oncorhynchus keta через 10 недель после инъекции AAV.
Fig. 5. Comparative distribution of GFP-expressing cells (M ± SD) in the cerebellum and rostral part of brain-
stem of chum salmon Oncorhynchus keta 10 weeks after the injection of AAV.
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Рис. 6. Экспрессия репортерных генов в продолговатом мозга кеты Oncorhynchus keta через 10 недель по-
сле инъекции AAV. А – GFP-экспрессирующие клетки (красная стрелка) в области crista cerebellaris, в
белом квадрате скопление трансгенных клеток; MO – продолговатый мозг, CrC – мозжечковый крест.
B – срез мозга (на А) в режиме фазового контраста, в черном квадрате скопление трансгенных клеток.
C – увеличенный фрагмент мозга, содержащий скопления аденовирусных частиц (на B), на врезке (ле-
вый верхний угол) показаны нейроны (желтые стрелки). D – ультраструктурная организация фрагмента
crista cerebellaris, в квадрате показано гранулосодержащее скопление аденовирусных частиц (увеличен-
ный фрагмент на врезке), красными стрелками показаны скопления различной плотности вирусных
капсидов внутри ядер (ncl) клеток и межклеточном пространстве. А – флуоресцентная микроскопия,
B, C – фазово-контрастная микроскопия, D – трансмиссионная электронная микроскопия. Масштаб-
ный отрезок: А, B – 200 мкм, C – 100 мкм, D – 2 мкм.
Fig. 6. Expression of reporter genes in the medulla oblongata of chum salmon Oncorhynchus keta 10 weeks after
AAV injection. A – GFP-expressing cells (red arrow) in the region of crista cerebellaris, in a white square the ac-
cumulation of transgenic cells; MO – medulla oblongata, СrC – crista cerebellaris. B – brain section (on A) in
phase contrast mode, in a black square accumulation of transgenic cells. C – an enlarged fragment of the brain
containing clusters of AAV particles (on B), neurons (yellow arrows) are shown in the inset (upper left corner).
D – ultrastructural organization of the crista cerebellaris fragment; the granule-containing cluster of AAV particles
(enlarged fragment in the inset) is shown in the square; red arrows show clusters of different density of viral cap-
sids inside the cell nuclei (ncl) and intercellular space. A –fluorescence microscopy, B, C – phase contrast mi-
croscopy, D – transmission electron microscopy. Scale bar: A, B – 200 microns, C – 100 microns, D – 2 microns.
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слонке, MRF и базальном тегментуме, что, очевидно, свидетельствует о внутри-
клеточном перемещении вирусных частиц с помощью антероградного транспорта.

Исследования долговременной (10 нед.) экспозиции AAV после инъекции в моз-
жечок кеты показало обширное распространении GFP-экспрессирующих клеток в
DLRF (рис. 5). В области инъекции в мозжечок было выявлено относительно не-
большое количество GFP-экспрессирующих клеток по сравнению c 8-дневным
периодом (рис. 7). Наличие обширной популяции клеток, содержащих трансгены в
составе DLRF, свидетельствует об интенсивном распространении AAV в составе
мозжечковых ножек, по которым, очевидно, вектор с помощью аксонального
транспорта был доставлен в дорсальные слои crista cerebellaris. Исследование в ре-
жиме фазового контраста показало наличие большого количества темных плотных
вирусных частиц в данной области мозга кеты. Данные трансмиссионной элек-
тронной микроскопии показали скопления различной плотности вирусных капси-
дов внутри ядер клеток ретикулярной формации и межклеточном пространстве,
где эти частицы были представлены в виде эписом. В литературе, описывающей ис-
следования с вирус-опосредованной доставкой трансгенов в нервную ткань, в основ-
ном, сделан акцент на описании внутриклеточных событий [2, 3]. Тем не менее, полу-
ченные на кете данные подтверждают диффузный способ распространения AAV [1], в
том числе и в межклеточном пространстве, что является интересным и значимым
наблюдением. Таким образом, долговременная экспозиция AAV в мозжечке и ре-
тикулярной формации ствола кеты не вызывала заметных токсических эффектов
при достаточно интенсивном распространении вирусных частиц в мозге животно-
го, что соответствует предположению о низкой токсичности аденоассоциирован-
ных вирусных векторов для мозга рыб [11]. У животных в возрасте 2 лет в каудаль-
ных отделах мозга – мозжечке и продолговатом мозге – уже достаточно хорошо
развиты проекционные двигательные системы нисходящих и восходящих прово-
дящих путей в составе ретикулярной формации ствола. Наличие такой развитой
нейрональной и проводящей инфраструктуры обеспечивает возможность для эф-
фективного распространения вирусных частиц с помощью антеро-/ретроградного

Рис. 7. Сравнительное соотношение GFP-экспрессирующих клеток (М ± SD) в области инъекции AAV.
По оси абсцисс: 1 – через 4 дня, теленцефалон; 2 – через 8 дней, мозжечок; 3 – через 8 дней, оптиче-
ский тектум; 4 – через 10 недель, мозжечок (n = 4 в каждой группе; # – значимые межгрупповые отли-
чия). Односторонний дисперсионный анализ (ANOVA).
Fig. 7. Comparative ratio of GFP-expressing cells (M ± SD) in the area of AAV injection. On the absicissa axis: 1 – af-
ter 4 days, telencephalon; 2 – after 8 days, the cerebellum; 3 – after 8 days; the optical tectum; 4 – after 10 weeks,
the cerebellum (n = 4 in each group; # – significant intergroup differences). One-way analysis of variance (ANOVA).
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транспорта, что многократно повышает эффективность использования аденови-
русных векторов для исследования экспрессии специфических генов в ЦНС лосо-
севых рыб. Ранее аденовирусные векторы были использованы лишь в культуре
клеток рыб [11, 12] и других тканевых системах рыб [3, 13, 14]. Исследования на эм-
брионах данио показало, что использование аденовирусов, содержащих усилен-
ный зеленый флуоресцентный протеин (Ad-EGFP) вызывает довольно высокую
смертность в раннем постэмбриональном периоде, что, вероятно, объясняется на-
копительными цитотоксическими эффектами [13]. Результаты использования AAV
на различных отделах мозга 2-летней кеты при краткосрочных и долгосрочных
временных интервалах свидетельствуют об эффективном распространении транс-
генов в клетках ЦНС in vivo и низкой цитотоксичности используемых аденоассо-
циированных векторов.
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Viral vectors constitute a f lexible system that can efficiently deliver an exogenous gene to
a variety of target cells and, thus, is a potentially powerful tool for genetic manipulation.
To deliver the viral genes, an injection of recombinant adeno-associated viruses was per-
formed according to the Wallace method [1]. The use of recombinant adeno-associated
vectors allows viral particles to diffuse relatively easily from the injection area and quick-
ly reproduce themselves in the brain cells. The work objective was to study the effective-
ness of infecting various brain regions of chum salmon Oncorhynchus keta aged 2 years
old with mammalian viral vectors with a short-term (4 and 8 days) and a longer-term
(10 weeks) time intervals with subsequent ultrastructural analysis of the nerve tissue in
the injection area. We have found that the mouse hippocampal AAV-1 incorporated
in vivo brains of a chum salmon Oncorhynchus keta. Injection of an adeno-associated
vector into various areas of the brain was made: telencephalon, cerebellum, mesen-
cephalic tectum, and tegmentum of Oncorhynchus keta, and led to the expression of the
reporter genes in pallial (Dd and Dl) regions of the telencephalon, the periventricular re-
gion of the masencephalon, in the dorsal part of the brain stem, and in the cerebellum
(valvula and corpus cerebellum). Using fluorescence microscopy, we have shown that the
presence of green fluorescence is associated with the expression of green fluorescence
protein (GFP) in chum salmon cells. The ultrastructural analysis confirmed the pres-
ence of subcellular virus particles in the cells of chum salmon brain and intercellular
space, which indicates the ability of the adeno-associated vector to diffuse in the nervous
tissue of the chum salmon brain.

Keywords: adenovirus, high-capacity adenoviral vector, Oncorhynchus keta, tectum, teg-
mentum, cerebellum, medulla oblongata
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