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Пандемия нового коронавирусного заболевания (COVID-19) поставила перед
специалистами здравоохранения всего мира задачи, связанные с диагностикой,
интенсивным изучением эпидемиологических и клинических особенностей
протекания коронавирусной инфекции, разработкой профилактики, терапевти-
ческих подходов к методам лечения и реабилитационным мероприятиям. Но не-
смотря на достигнутые успехи в изучении патогенеза COVID-19, многие аспекты,
усугубляющие тяжесть протекания заболевания и высокую смертность пациен-
тов, остаются неясными. Основным клиническим проявлением нового варианта
вирусной инфекции SARS-CoV-2 является пневмония с массивным паренхи-
матозным поражением легочной ткани, диффузным повреждением альвеол,
тромботическими проявлениями, нарушением вентиляционно-перфузионных
отношений и др. Однако симптомы у пациентов, госпитализированных с
COVID-пневмонией, имеют значительные различия: у большинства заболевание
протекает с минимальными проявлениями, у других развивается тяжелая дыха-
тельная недостаточность, осложненная развитием острого респираторного дис-
тресс-синдрома (ОРДС) с быстро прогрессирующей гипоксемией, приводящей к
высокой смертности. Многочисленные публикации клиницистов сообщают, что
у части пациентов с COVID-пневмонией без субъективных признаков тяжелой
дыхательной недостаточности (одышка, воздушный “голод”) был зарегистриро-
ван чрезвычайно (экстремально) низкий уровень сатурации. В результате возни-
кает ситуация, получившая названия “тихая гипоксия”, “молчаливая гипоксия”,
“счастливая гипоксия”, противоречащая основам физиологии – тяжелая гипо-
ксемия, несовместимая с жизнью и отсутствие при этом ощущений дыхательного
дискомфорта. Все это вызывает многочисленные вопросы у врачей, что привело
к широкой дискуссии в научных публикациях, освещающих вопросы патогенеза
COVID-19. Дыхательная недостаточность – сложная клиническая проблема,
многие аспекты которой остаются спорными. Однако, по мнению большинства
авторов, одним из объективных показателей клинического признака дыхатель-
ной недостаточности, прежде всего, являются изменения внешнего дыхания,
связанные с гипоксемией. В данном обзоре рассматриваются некоторые воз-
можные причины возникновения гипоксемии при COVID-19.

Ключевые слова: коронавирусная инфекция (SARS-CoV-2), цитокиновый шторм,
гипоксемия, острая дыхательная недостаточность
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В конце 2019 г. в Китайской Народной Республике (КНР) произошла вспышка
новой коронавирусной инфекции с эпицентром в городе Ухань (провинция Хубэй).
Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) 11 февраля 2020 г. определила
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официальное название инфекции, вызванной новым коронавирусом – COVID-19
(“Coronavirus disease 2019”). Международный комитет по таксономии вирусов 11 февра-
ля 2020 г. присвоил официальное название возбудителю инфекции – SARS-CoV-2 [1].

Коронавирусы (Coronaviridae) – это большое семейство РНК-содержащих виру-
сов, способных инфицировать как животных, так и человека. У людей коронавирусы
могут вызвать целый ряд заболеваний – от легких форм острой респираторной ин-
фекции (ОРВИ) до тяжелого острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС)
[2, 3]. Масштабные исследования обнаружили, что в первую очередь инфицируются
эпителиальные клетки дыхательных путей и иммунные клетки слизистых оболочек.
Инфицированные клетки вызывают неконтролируемую каскадную экспрессию
провоспалительных цитокинов, хемокинов и других медиаторов острофазового от-
вета, образующих “цитокиновый шторм” – избыточный иммунный ответ на инфек-
цию [4–6]. Отличие COVID-19 от других форм вирусных инфекций заключается в
том, что органом-мишенью при этом варианте цитокинового шторма преимуще-
ственно являются легкие, что связано с тропизмом коронавируса к легочной ткани
[7, 8]. На сегодняшний день показано, что основным фактором смертности у кри-
тических больных COVID-19 являются респираторные осложнения, обусловлен-
ные высокой чувствительностью легких к вирусу SARS-CoV-2 [9–11]. Причина та-
кой чувствительности объясняется тем, что клетки альвеолярного эпителия II типа
имеют высокий уровень экспрессии ангиотензин-превращающего фермента 2
(АПФ2), который является рецептором SARS-CoV-2, и клеточной трансмембран-
ной сериновой протеазы типа 2 (ТСП2), которая способствует связыванию вируса
с АПФ-2 и проникновению в клетку [12–14]. Имеющиеся на сегодняшний день
данные показывают, что АПФ2 и ТСП2, экспрессированные на поверхности раз-
личных клеток органов дыхания, пищевода, кишечника, сердца, надпочечников,
мочевого пузыря, головного мозга а также эндотелия и макрофагов, могут быть
причиной полиорганной недостаточности [4, 7–12, 15–21].

Как следует из недавних публикаций [22–25], у больных, поступающих в отделе-
ние интенсивной терапии с тяжелым течением ОРДС и диагностируемым COVID-19,
регистрировался очень низкий уровень сатурации. Однако, несмотря на выражен-
ность несовместимой с жизнью гипоксемии, у некоторых пациентов отсутствовали
признаки респираторного дистресса (тахипноэ, одышка, “воздушный голод”).
В дальнейшем, особенно у пожилых пациентов происходило резкое и внезапное
ухудшение состояния, требующее применения экстренных реанимационных ме-
роприятий. Так, например, отчет клинического наблюдения свидетельствует, что у
64-летнего пациента с положительным результатом теста на коронавирус 2 (SARS-CoV-2)
и развитием ОРДС сатурация (SpO2), измеренная с помощью пульсоксиметрии,
составляла 68%, в то время как напряжение O2 (PaO2) в артериальной крови со-
ставляло 37 мм рт. ст. при нормокапнии (PaCO2 41 мм рт. ст.). У другого пациента в
возрасте 74 лет также с подтвержденным результатом на SARS-CoV-2 при ингаля-
ции кислорода посредством лицевой маски SpO2 составляло 62%, а PaO2 при этом
соответствовало только 36 мм рт. ст. Однако эти больные не предъявляли жалоб на
какие-либо ощущения затруднения дыхания. Из этого следует, что низкий уровень
сатурации при отсутствии видимого дискомфорта со стороны респираторной си-
стемы во многих случаях является характерным явлением для большинства паци-
ентов с COVID-пневмонией [22, 26].

Следует отметить, что для неинвазивного мониторинга гипоксемии в медицин-
ской практике обычно используется пульсоксиметрия (SpO2), которая отражает
только насыщение гемоглобина кислородом (HbO2%), что не соответствует истин-
ному парциальному давлению кислорода в артериальной крови (PaO2) [27]. Но по
установившимся представлениям, определяющим фактором кислородного снаб-
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жения тканей организма является не HbO2%, а PaO2, мм рт. ст. В соответствии с
физиологическими принципами, переход кислорода из гемоглобина в кровь зави-
сит прежде всего от положения кривой диссоциации оксигемоглобина (КДО),
имеющей сигмовидную форму, от кислородной емкости крови, скорости кровотока,
температурного фактора и др. [28]. Так, например, гипокапния и респираторный
алкалоз, возникающие в результате гипервентиляции (тахипноэ, гиперпноэ), сме-
щая кривую диссоциации влево, увеличивают сродство гемоглобина к кислороду,
затрудняя его переход в кровь, что объясняет более высокий уровень SpO2 при
очень низком PaO2 [29, 30].

Как видно из приведенных клинических примеров, независимо от методов из-
мерения – неинвазивного (пульсоксиметрия) и инвазивного определения напря-
жения PaO2 в артериальной крови, у больных с COVID-пневмонией развивается
гипоксемия. В последнее время в публикациях многих авторов наличие гипоксии
без соответствующих признаков дыхательного дискомфорта определяется как “ти-
хая гипоксия”, “молчаливая гипоксия”, “счастливая гипоксия” [22, 23, 31, 32]. Со-
общения о “загадочной гипоксии” или “бессимптомной гипоксии” вызвали широ-
кую дискуссию в научных работах, освещающих на основе установленных патофи-
зиологических механизмов причины отсутствия дыхательного дистресс-синдрома
при тяжелой степени гипоксии на ранней стадии развития COVID-19 [31, 33, 34].
В проведенных исследованиях многократно было показано, что прогрессирование
гипоксии на ранней стадии заболевания у больных COVID-19 происходит при нор-
мальном уровне PaCO2 (нормокапнии), что, по-видимому, не является признаком
нарушения регуляции дыхания [22, 23, 35]. Однако, как известно, гипоксия вызы-
вает гипервентиляцию, приводящую к гипокапнии, угнетающей центральные (ме-
дуллярные) хеморецепторы, в результате притупляется вентиляторная реакция на
гипоксию, что объясняет отсутствие дыхательного дискомфорта (одышки) при ги-
поксии. В данном случае можно говорить о нарушении механизмов регуляции ды-
хания. Но поскольку респираторный дистресс развивается при повышенном уровне
СО2 (гиперкапнии), то соответствующие симптомы дисфункции дыхания, видимо,
проявляются на более поздних стадиях развития болезни, когда на фоне гипоксии
и гиперкапнии развивается критическая дыхательная недостаточность (нарушение
биомеханики дыхания, увеличение сопротивления дыхательных путей, вентиляци-
онно-перфузионных отношений, легочной циркуляции, изменение структуры
альвеоло-капиллярной мембраны, тромбоэмболия и др.) [22, 33, 36].

Следует отметить, что дыхательная недостаточность, в том числе и скрытая ды-
хательная недостаточность – это сложная клиническая проблема, многие аспекты
которой остаются спорными. Считается, что одним из объективных показателей
дыхательной недостаточности является гипоксемия [37].

Обсуждая потенциальные механизмы возникновения гипоксии при COVID-19
следует учитывать непосредственное влияние вируса SARS-CoV-2 на его клеточ-
ный рецептор (AПФ2), который экспрессируется в сенсорных клетках каротидного
тела, снижая чувствительность гломусных клеток к дефициту кислорода [38, 39].
Из этого следует, что одной из возможных причин гипоксемии у пациентов с
COVID-19 может являться угнетение периферической хеморецепции [40–42].
Здесь возникает важный практический вопрос о количестве AПФ2 и ТСП2 в каро-
тидном теле, достаточной для инвазии SARS-CoV-2 в клетки. Наличие AПФ2 в ка-
ротидном теле было обнаружено методом иммуноблоттинга [43, 44], но другие ав-
торы на основании результатов иммуногистохимического исследования каротид-
ного тела мыши предполагают лишь минимальную экспрессию в нем рецептора
АПФ2 в отличие от его массивной экспрессии эпителиальными клетками легких,
кишечника и почек [40]. Следовательно, вопрос о степени участия периферическо-
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го звена регуляции дыхания в рефлекторных механизмах развития гипоксемии при
COVID-19 пока окончательно не решен. Однако рефлекторная регуляция не ис-
ключает непосредственного влияния гуморальных сдвигов на дыхательный центр.
Возможная нейроинвазия SARS-CoV-2 в ЦНС рассматривается в качестве причин
возникновения гипоксемии, хотя точная локализация инфицированных структур в
областях, ответственных за регуляцию дыхания и контролирующих дыхательные
ощущения, пока еще остается не вполне определенной [41, 45–47].

Вместе с тем показано, что родственные коронавирусы SARS-CoV и MERS-CoV
были обнаружены в дыхательных нейронах ствола мозга, что приводило к леталь-
ному исходу в результате развития тяжелой дыхательной недостаточности [48–50].
Вполне вероятно, что аналогичная структура и механизмы инфицирования, обу-
словленные нейротропизмом и обнаруженные для других коронавирусов, могут
быть применены и для SARS-CoV-2 [41, 42, 51–53].

Повреждение эндотелия и поражение микроциркуляторного русла легких явля-
ется существенным звеном патогенеза COVID-19, поскольку SARS-CoV-2 инфи-
цирует эпителиальные клетки капилляров легких, экспрессирующие AПФ2 [54].
Было установлено, что в условиях острого воспалительного процесса и эндотели-
ального повреждения в результате дисбаланса между прокоагулянтом и фибрино-
литической активностью происходит образование внутрисосудистых микротром-
бов в мелких сосудах легких [55]. Усиленное тромбообразование было выявлено у
пациентов с COVID-19, а результаты посмертных вскрытий обнаружили массив-
ное повреждение микрокапилляров альвеол, отечность и утолщение альвеоло-ка-
пиллярной мембраны, окклюзию легочных капилляров, наличие крупных тром-
бов, вызывающих тромбоз легочной артерии [56]. Эти данные указывают на то, что
при тяжелом течении COVID-19 тромбоэмболические образования являются наи-
более частым осложнением, способствующим обструкции легочных сосудов, нару-
шению вентиляционно-перфузионных отношений и развитию гипоксемии [57].
Отложение фибрина и тромбина происходит в основном в легочном микроцирку-
ляторном русле, являясь фактором, который способствует развитию острого ре-
спираторного дистресс-синдрома и коагулопатии у пациентов, умирающих от
COVID-19. Поскольку переход кислорода из альвеолярного воздуха в кровь легоч-
ных микрососудов осуществляется путем диффузии через альвеоло-капиллярную
мембрану, то ее утолщение и микрососудистые тромбы могут привести к сниже-
нию диффузионной способности для кислорода (DLO2) и развитию артериальной
гипоксемии. Показано, что при тяжелом течении ОРДС в результате увеличенной
проницаемости эндотелиальных и альвеолярных эпителиальных барьеров капил-
ляров легких возникает альвеолярный и интерстициальный отек, вызывая ин-
фильтрацию жидкости богатой белком и иммунными клетками в паренхиму [58].
Накопление жидкости в альвеолах, нарушение синтеза сурфактанта, способствую-
щего коллапсу альвеол, все это ухудшает эффективность газообмена между альвео-
лами и сосудистой сетью, что приводит к альвеолярной гипоксии и гипоксемии
[59]. Следовательно, повреждение эндотелия микрососудистого русла и дисфунк-
ция части альвеол также являются факторами, положительно коррелирующими с
развитием гипоксемии, особенно у тяжелых больных с поражениями нижних ды-
хательных путей.

Некоторые исследователи одним из возможных факторов тяжелой степени
COVID-19 рассматривают оксидативный стресс [60]. Была установлена взаимо-
связь между воспалением и окислительным стрессом [61], однако многие вопросы
о степени участия окислительного стресса в цитокиновом шторме пока недоста-
точно изучены. Вместе с тем предполагается, что следствием COVID-19 может
явиться дисфункция как внутриклеточных митохондрий, так и внеклеточных, на-
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пример, митохондрий тромбоцитов, которые могут влиять на образование тромбо-
зов [62].

С помощью компьютерного моделирования представлены пока еще предвари-
тельные данные о механизме влияния вируса SARS-CoV-2 непосредственно на ге-
мовую группу гемоглобина [7, 63]. Выдвигается гипотеза, что вирус SARS-CoV-2
непосредственно с эритроцитами не взаимодействует, а воздействует посредством
дополнительного рецептора CD147. Молекулярный анализ структуры SARS-CoV-2
показал, что белок ORF8 и поверхностный гликопротеин вируса могут связываться
с порфирином, а белки ORF1ab, ORF10 и ORF3a – взаимодействовать с 1-бета це-
пью гемоглобина, приводя к диссоциации молекул железа и порфирина. Дисфунк-
циональный гемоглобин, лишенный атомов железа, не способен осуществлять га-
зотранспортную функцию (транспорт О2 и СО2), в результате снижается эффек-
тивность газообмена и усугубляется гипоксия [64, 65].

Что касается причин возникновения гипоксемии без проявления одышки, то не
все авторы упоминают, что “тихая” гипоксемия может возникать не только при
COVID-19, но и у пациентов с ателектазом, внутрилегочным или внутрисердечным
шунтом [66]. Как известно, адекватность газообмена в первую очередь зависит от
вентиляционно-перфузионных отношений, т.е. баланса между капиллярным кро-
вотоком и легочной вентиляцией. Как справедливо указывает ряд авторов, ключе-
вым фактором развития гипоксемии на ранней стадии инфекции SARS-CoV-2 яв-
ляется несоответствие вентиляционно-перфузионных отношений (V/Q) и наличие
анатомических артерио-венозных анастомозов или альвеолярных шунтов в легких
[67–71]. Шунтирование справа налево подразумевает прохождение части венозной
крови по шунтам, минуя вентилируемые области легких. Таким образом, при уве-
личении фракции легочного шунта возникает гипоксемия в результате частичного
сброса неоксигенированной венозной крови (венозное примешивание) в артери-
альное русло [69]. Внутрилегочный шунт справа налево был продемонстрирован
исследователями при эхокардиографии с контрастным усилением у пациента с
COVID-19 [72], шунтирование сопровождалось гипоксией и соответствующим уве-
личением вентиляции легких. Однако при наличии шунта гипервентиляция не
увеличивала PaO2, но снижала PaCO2, поскольку у СО2 диффузионная способ-
ность выше, чем у О2. Следовательно, в этом случае может развиваться гипокапния
без увеличения вентиляции, что объясняет отсутствие одышки при гипоксемии.
В случае нарастания тяжести ОРДС при прогрессировании гипоксемии и нараста-
нии PaCO2, возможно, будет развиваться одышка с соответствующими проявлени-
ями дыхательного дискомфорта.

В заключение следует отметить, что основное внимание обзорной статьи было
направлено на анализ некоторых механизмов возникновения гипоксемии при
ОРДС, вызванной новой коронавирусной инфекцией SARS-CoV-2. Описанные в
статье факторы являются звеньями одной цепи и имеют решающее значение в раз-
витии гипоксемии при COVID-19. Очевидно, что по степени значимости на пер-
вый план выступает нейроинвазия SARS-CoV-2 в периферические и центральные
центры регуляции дыхания. Дальнейший ход развивающихся нарушений является
результатом комплексного влияния повреждения эндотелия микроциркуляторно-
го русла легких, массивного поражения альвеол, повреждения молекул гемоглоби-
на и др. Однако, согласно мнению многих исследователей, ведущее значение в раз-
витии гипоксемии при отсутствии одышки принадлежит внутрилегочному шунти-
рованию. Проведение дальнейших исследований позволит выявить дополнительные
механизмы развития гипоксемии и ее вовлечения в патогенез COVID-19.
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Causes of Hypoxemia in COVID-19
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The global pandemic of a new coronavirus disease (COVID-19) has set tasks for health-
care professionals around the world related to the diagnosis, intensive study of the epide-
miological and clinical features of the course of coronavirus infection, the development
of prevention, therapeutic approaches to treatment methods and rehabilitation mea-
sures. But despite the progress made in studying the pathogenesis of COVID-19, many
aspects that aggravate the severity of the disease and the high mortality of patients re-
main unclear. The main clinical manifestation of the new variant of SARS-CoV-2 viral
infection is pneumonia with massive parenchymal lesion of the lung tissue, diffuse alve-
olar damage to the alveoli, thrombotic manifestations, violation of ventilation-perfusion
relations, etc. However, the symptoms in patients hospitalized with COVID-pneumonia
have significant differences: most of the disease proceeds with minimal manifestations,
others develop severe respiratory failure complicated by the development of acute respi-
ratory distress syndrome (ARDS) with rapidly progressive hypoxemia, leading to high
mortality. Numerous publications of clinicians report that an extremely low level of satu-
ration was registered in some patients with COVID-pneumonia without subjective signs
of severe respiratory failure (shortness of breath, air “hunger”). As a result, a situation
arises that has received the names “silent hypoxia”, “silent hypoxia”, “happy hypoxia”,
contrary to the basics of physiology – severe hypoxemia, incompatible with life and the
absence of sensations of respiratory discomfort. All this raises numerous questions from
doctors, which has led to a wide discussion in scientific publications covering the patho-
genesis of COVID-19. Respiratory failure is a complex clinical problem, many aspects of
which remain controversial. However, according to the majority of authors, one of the
objective indicators of a clinical sign of respiratory insufficiency, first of all, are changes
in external respiration associated with hypoxemia. This review considers some possible
causes of hypoxemia in COVID-19.

Keywords: coronavirus infection (SARS-CoV-2), cytokine storm, hypoxemia, acute re-
spiratory failure
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Хорошо известно, что активация хеморецепторов каротидных телец, являющих-
ся сенсорами уровня кислорода в плазме крови, может приводить к активации
симпатической нервной системы, а хроническая активация каротидных телец
вследствие гипоксии способствует развитию различных заболеваний сердечно-
сосудистой системы. В литературе показано, что двусторонняя активация каро-
тидных телец снижает чувствительность хронотропного барорефлекса, при этом
в случае последующей двусторонней абляции его чувствительность восстанавли-
вается. В настоящей работе показано, что в случае односторонней хронической
ишемизации каротидных телец при перевязке наружной сонной артерии у крыс
происходит снижение чувствительности хронотропного барорефлекса, а в случае
одностороннего удаления каротидных телец – увеличение чувствительности. На
системном уровне в случае одностороннего удаления каротидных телец сниже-
ние активности симпатической нервной системы подтверждается также сниже-
нием уровня глюкозы. Полученные результаты показывают, что системные из-
менения в работе симпатической нервной системы происходят уже при односто-
ронней гиперактивации или инактивации каротидных телец.

Ключевые слова: каротидные тельца, симпатическая нервная система, крысы, хро-
нотропный барорефлекс

DOI: 10.31857/S0869813922010095

Активация хеморецепторов каротидных телец приводит к разнообразным суще-
ственным сдвигам в гемодинамике. Следствием длительного изменения состояния
каротидных телец могут быть хронические заболевания сердечно-сосудистой си-
стемы, например, артериальная гипертензия [1]. Ранее нами было показано, что у
пациентов с односторонней гемодинамически значимой атеросклеротической
бляшкой (перекрывающей более 75% просвета сосуда) в области бифуркации об-
щей сонной артерии чаще встречаются признаки легочной гипертензии [2]. Кроме
того, у таких пациентов имеется тенденция к увеличению уровня глюкозы в плазме
крови, что может говорить о повышении активности симпатической нервной си-
стемы при данном состоянии. Среди возможных причин можно выделить комор-
бидность данных пациентов (наличие заболеваний, которые могут приводить к
развитию легочной гипертензии и повышению уровня глюкозы, таких как артери-
альная гипертензия, сахарный диабет, хроническая сердечная недостаточность),

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ишемию головного мозга, которая может привести к активации симпатической
нервной системы, ишемию рецепторов зоны каротидных телец. В связи с необхо-
димостью дифференцировать данные причины были проведены соответствующие
эксперименты на крысах, не страдающих сопутствующими заболеваниями.

Хорошо известно, что за счет каротидных телец может быстро изменяться состо-
яние симпатической нервной системы. Они являются высокочувствительными
сенсорами уровня кислорода в плазме крови и активируются при снижении его
парциального давления. Подобные вегетативные рефлексы направлены на ком-
пенсацию состояния гипоксии, поэтому при активации каротидных телец повы-
шается активность симпатической нервной системы: увеличивается частота сер-
дечных сокращений (ЧСС) и частота дыхания. В литературе показано хроническое
влияние гиперактивации и инактивации каротидных телец на состояние симпати-
ческой нервной системы. Alzahrani с соавт. в 2021 г. опубликовали исследование,
показывающее роль хронической активации каротидных телец в модели ночного
апноэ [3]. Экзогенная пароксизмальная гипоксия (8 циклов по 15 с с 5%-ным со-
держанием кислорода в воздухе каждый час по 8 ч в день в течение трех недель) вы-
зывала активацию каротидных телец, что в свою очередь приводило к выбросу
адреналина надпочечниками. В связи с тем, что на каротидных тельцах имеются
β-адренорецепторы, выброс адреналина замыкал положительную обратную связь –
активация каротидных телец происходила не вследствие гипоксии, а вследствие
действия симпатической нервной системы. Моделирование ночного апноэ на фо-
не пропранолола (β-адреноблокатора) снижало активность симпатической нерв-
ной системы и выраженно уменьшало фоновую частоту импульсации от изолиро-
ванных каротидных телец.

Влияние активации каротидных телец продемонстрировано также в статье Del Rio с
соавт. [4]. В ней показано, что двустороннее селективное удаление каротидных те-
лец снижает тяжесть течения хронической сердечной недостаточности, что под-
тверждает важную роль каротидных телец при заболеваниях, связанных с актива-
цией симпатической нервной системы. Стоит отметить, что во всех случаях иссле-
довались модели хронической гипоксии, при которых имеет место хроническая
двусторонняя активация каротидных телец.

Sugito с соавт. проводили эксперименты на крысах, оценивая влияние односто-
ронней гипоксии каротидных телец на состояние легочных артерий в остром экс-
перименте [5]. В условиях альвеолярной нормоксии крысам стимулировали каро-
тидные тельца с одной стороны, вводя цианид натрия, который вызывает местную
тканевую гипоксию. Это приводило к транзиторному значимому повышению легоч-
ного артериального давления. При этом такая же стимуляция каротидных телец по-
сле односторонней денервации (перерезки ветвей языкоглоточного нерва) не приво-
дила к изменениям в легочных артериях, что доказывает их рефлекторную природу.
Однако данный эксперимент иллюстрирует лишь острые эффекты от односторон-
ней гиперактивации каротидных телец. В литературе не представлено данных о дли-
тельном влиянии односторонней ишемии каротидных телец на состояние симпати-
ческой нервной системы, что делает заявленную тему интересной и актуальной.

Целью настоящей работы явилась оценка системных эффектов – чувствитель-
ности барорефлекса и уровня глюкозы в плазме крови у крыс с хронической гипер-
активацией и инактивацией каротидных телец.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Лабораторные животные
Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-

ствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принци-
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пам Базельской декларации и рекомендациям биоэтической комиссии ФФМ МГУ
им. М.В. Ломоносова. Исследование проводили на самцах белых беспородных
крыс (n = 25) массой 150–200 г на время операции в области каротидных телец,
300–400 г во время эксперимента in vivo. Животных содержали в условиях вивария с
регулируемым режимом освещения (по 12 ч светлого и темного времени в сутки) и со
свободным доступом к воде и стандартному корму для грызунов. Крыс рандомизи-
ровали по массе в следующие группы: интактный контроль (ИК, n = 9), перевязка
наружной сонной артерии (НСА, n = 8), удаление каротидных телец (УКТ, n = 8).

Протокол операции
Крыс наркотизировали хлоралгидратом в дозе 400 мг/кг. Препарат в концентра-

ции 50 мг/мл вводили внутрибрюшинно. Разрез выполняли на шее в месте проек-
ции левой общей сонной артерии, параллельно трахее. Выделяли общую сонную
артерию и продвигались в сторону бифуркации сонной артерии для выделения на-
ружной сонной артерии. Затем операция могла идти разными путями в зависимо-
сти от экспериментальной группы:

1-й вариант – крысы с перевязанной наружной сонной артерией (группа НСА):
выполняли перевязывание наружной сонной артерии сразу после ее отхождения от
общей сонной артерии и выше области каротидных телец, а также всех веточек, от-
ходящих от нее между двумя лигатурами. Таким образом, каротидные тельца, оста-
ваясь физически интактными, попадали в условия ишемии.

2-й вариант – крысы с удаленными каротидными тельцами (группа УКТ): вы-
полняли перевязывание наружной сонной артерии так же, как и в первом случае,
включая все веточки, отходящие от нее между двумя лигатурами, затем сосудисты-
ми ножницами удаляли область наружной сонной артерии, заключенную между
лигатурами.

Измерение гемодинамических параметров и оценка чувствительности барорефлекса
Определение чувствительности барорефлекса проводили на бодрствующих кры-

сах. За сутки до эксперимента крысам ставили два катетера – венозный для введения
веществ и артериальный для измерения гемодинамических параметров. Для этого
крыс наркотизировали хлоралгидратом (доза 400 мкг/кг, внутрибрюшинно), выделя-
ли бедренную артерию, а также правую наружную яремную вену. В бедренную арте-
рию катетер проводили так, что его кончик находился в брюшном отделе аорты. Сво-
бодные концы катетеров проводили под кожей, выводили на холке и закрепляли.

Во время эксперимента свободный конец артериального катетера присоединяли
к датчику давления (тензодатчик STATHAM, США), а венозного – к инсулиновым
шприцам, содержащим растворы. С помощью аналогово-цифрового преобразова-
теля сигнал регистрировали на компьютере, использовали частоту оцифровки 100 Гц.
По волнам пульсового давления автоматически высчитывалась ЧСС.

В качестве веществ для оценки кардиобарорефлекса использовали донор оксида
азота нитропруссид натрия (SNP), а также α1-адреномиметик фенилэфрин.

Во избежание тромбоза артериального и венозного катетеров вводили раствор
гепарина натрия – 20 мкл, 50 МЕ/мл (компания ОАО “Синтез”, Россия, 5000 МЕ/мл).
Промышленный препарат разводили 0.9%-ным раствором NaCl.

После присоединения катетеров крысы адаптировались к условиям экспери-
мента. Через час отмечали уровень артериального давления и ЧСС как начальный
уровень до введения препаратов. После этого вводили раствор вазодилататора –
SNP (1.5 мкг/мл, на 0.9%-ном растворе NaCl, в объеме 50 мкл) и отмечали значе-
ния максимального снижения артериального давления и максимального увеличения
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ЧСС в результате срабатывания симпатического звена барорефлекса. После введе-
ния SNP ждали до восстановления исходных значений артериального давления и
ЧСС. Через 15 мин от введения донора оксида азота снова отмечали уровень артери-
ального давления и ЧСС. Затем вводили фенилэфрин (2 мкг/мл на 0.9%-ном раство-
ре NaCl, в объеме 50 мкл) и регистрировали увеличение артериального давления в
ответ на адреномиметик и рефлекторное снижение ЧСС вследствие активации пара-
симпатической нервной системы. Протокол эксперимента представлен на рис. 1.
Чувствительность барорефлекса рассчитывали как отношение разниц среднего арте-
риального давления и ЧСС до и после введения веществ (S = |∆ЧСС|/|∆СрАД|).

Измерение уровня глюкозы крови
Взятие крови для измерения уровня глюкозы проводили за сутки до операции

по установке катетеров. До этого крыс лишали корма на 6 ч дневного времени, то
есть на время наименьшей активности животных.

Измерение уровня глюкозы крови у крыс проводили с помощью глюкометра
“OneTouch Select Plus, Lifescan Europe” (Швейцария). Бодрствующим крысам нож-
ницами надрезали конец хвоста, чтобы взять кровь из русла хвостовой артерии.
Каплю крови наносили на датчик глюкометра.

Статистическая обработка результатов
Для обработки данных использовали пакет программ STATISTICA 10 (Stat Soft Inc).

Данные представлены в виде медиан и квартилей (верхнего и нижнего), так как
распределение во всех группах не являлось нормальным. Для оценки распределе-
ния на нормальность использовали критерий Колмогорова–Смирнова. Для стати-
стического анализа использовали тест Манна–Уитни для сравнения независимых
групп. Различия считали достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты измерений гемодинамических параметров
Для оценки системных проявлений односторонней ишемизации и односторонне-

го удаления каротидных телец были проведены измерения среднего артериального
давления, ЧСС и показателей барорефлекса. Медиана среднего артериального давле-
ния у интактных крыс составила 113.2 мм рт. ст. (нижний квартиль – 105.6 мм рт. ст.,
верхний квартиль – 120.2 мм рт. ст.), у оперированных с перевязанной наружной
сонной артерией – 109.4 мм рт. ст. (нижний квартиль – 105.1 мм рт. ст., верхний квар-
тиль – 114.4 мм рт. ст.), у крыс с удаленными каротидными тельцами – 109.1 мм рт.
ст. (нижний квартиль – 104.9 мм рт. ст., верхний квартиль – 112.2 мм рт. ст.). Зна-
чимых отличий между данными группами обнаружено не было, хотя прослеживались
некоторая тенденция к снижению СрАД у обеих групп оперированных крыс (рис. 2).

Рис. 1. Протокол эксперимента по определению чувствительности барорефлекса и измерению гемоди-
намических параметров.
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Медиана ЧСС у интактных крыс составила 374.0/мин (нижний квартиль –
370.0/мин, верхний квартиль – 435.0/мин), у крыс с перевязкой наружной сонной
артерии – 416.0/мин (нижний квартиль – 365.5/мин, верхний квартиль –
464.4/мин), в группе с удаленными каротидными тельцами – 351.8/мин (нижний
квартиль – 341.5/мин, верхний квартиль – 377.6/мин). Значимых отличий по ЧСС
между интактным контролем и оперированными группами также обнаружено не
было, хотя имелась некоторая тенденция к повышению ЧСС в группе с перевязкой
наружной сонной артерии и тенденция к понижению ЧСС в группе с удаленными
каротидными тельцами, так что имеет место статистически значимая разница меж-
ду группой с перевязкой наружной сонной артерии и группой с удалением каро-
тидных телец (рис. 3).

Таким образом, основные гемодинамические параметры большого круга крово-
обращения у оперированных крыс практически не изменились по сравнению с
контролем.

После введения донора оксида азота среднее артериальное давление в группе
интактных крыс упало в среднем на 13.45%, а ЧСС возросла на 12.40%. Медиана
чувствительности барорефлекса S для нитропруссида натрия в этой группе соста-

Рис. 2. Среднее артериальное давление у бодрствующих крыс в состоянии покоя: интактных крыс (IR),
крыс с перевязкой наружной сонной артерии (ECA) и крыс с удаленными каротидными тельцами (CBR).
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Рис. 3. Частота сердечных сокращений у интактных крыс (IR), крыс с перевязкой наружной сонной ар-
терии (ECA) и крыс с удаленными каротидными тельцами (CBR) в состоянии покоя * – р < 0.05 по
сравнению с группой ECA.
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вила 3.16 (нижний квартиль – 2.15, верхний квартиль – 3.47). В группе с перевязкой
наружной сонной артерии давление упало в среднем на 21.45%, а ЧСС возросла на
9.61%. Медиана чувствительности барорефлекса S в этом случае составила 1.45
(нижний квартиль – 0.94, верхний квартиль – 2.03). Разница в чувствительности
барорефлекса по SNP в этих двух группах оказалась значимой (р < 0.05), то есть от-
вет в виде изменения ЧСС на снижение артериального давления в интактной груп-
пе был более выражен, чем в группе с перевязкой наружной сонной артерии.
В группе с удалением каротидных телец среднее артериальное давление упало в
среднем на 14.14%, а ЧСС выросло в среднем на 19.20%. Медиана чувствительно-
сти барорефлекса в этой группе составила 1.03 (нижний квартиль – 0.44, верхний
квартиль – 2.32). Разница в чувствительности барорефлекса между этой группой и
группой интактного контроля также оказалась значимой (р < 0.05), то есть ответ в
виде изменения ЧСС на падение давления в интактной группе был менее выражен,
чем в группе с удалением каротидных телец (рис. 4).

После введения α1-адреномиметика фенилэфрина среднее артериальное давле-
ние в группе интактных крыс возросло в среднем на 19.41%, а ЧСС упала на 7.20%.
Медиана чувствительности барорефлекса по фенилэфрину в этой группе составила
0.95 (нижний квартиль – 0.75, верхний квартиль – 2.60). В группе с перевязкой на-
ружной сонной артерии давление возросло в среднем на 13.36%, а ЧСС упала на
4.77%. Медиана чувствительности барорефлекса в данной группе составила 1.48
(нижний квартиль – 0.10, верхний квартиль – 3.38). В группе с удалением каротид-
ных телец среднее артериальное давление после введения фенилэфрина в среднем
возросло на 32.85%, а ЧСС упала на 13.07%. Медиана чувствительности бароре-
флекса по фенилэфрину в данной группе составила 1.03 (нижний квартиль – 0.44,
верхний квартиль – 2.32). Разница в чувствительности барорефлекса по фенилэф-
рину между оперированными группами и контрольной группой оказалась незна-
чимой, то есть изменение ЧСС в результате роста давления практически одинако-
во в интактной группе и группах с удалением каротидных телец или их ишемиза-
цией (рис. 5).

Таким образом, изменения чувствительности хронотропного барорефлекса бы-
ли обнаружены только при увеличении ЧСС в ответ на навязанное снижение арте-
риального давления.

Рис. 4. Чувствительность барорефлекса S при введении нитропруссида натрия у интактных крыс (IR), крыс
с перевязкой наружной сонной артерии (ECA) и крыс с удалением каротидных телец (CBR). * – р < 0.05 по
сравнению с группой IR.
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Результаты измерения уровня глюкозы крови

Еще один системный эффект, сопряженный с односторонним изменением актив-
ности каротидных телец, был выявлен при измерении уровня глюкозы. Медиана
уровня глюкозы плазмы крови натощак у интактных крыс составила 5.8 ммоль/л
(нижний квартиль – 5.3 ммоль/л, верхний квартиль – 6.3 ммоль/л), у крыс с перевя-
занной наружной сонной артерией – 5.9 ммоль/л (нижний квартиль – 5.3 ммоль/л,
верхний квартиль – 6.0 ммоль/л), у крыс с удаленными каротидными тельцами –
5.4 ммоль/л (нижний квартиль – 4.9 ммоль/л, верхний квартиль – 5.8 ммоль/л).
Результаты измерений в группе интактного контроля и группе с перевязкой наруж-
ной сонной артерии не отличались, однако были обнаружены статистически зна-
чимые различия между группой интактного контроля и группой с удаленными ка-
ротидными тельцами: уровень глюкозы в группе с удаленными каротидными тель-
цами значимо ниже, чем в группе интактного контроля (см. рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

По нашим данным [6] односторонняя ишемизация каротидных телец у крыс мо-
жет быть независимым фактором развития легочной гипертензии, что ставит во-

Рис. 5. Чувствительность барорефлекса S при введении фенилэфрина у интактных крыс (IR), крыс с пе-
ревязкой наружной сонной артерии (ECA) и крыс с удаленными каротидными тельцами (CBR).
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Рис. 6. Уровень глюкозы натощак в плазме крови интактных крыс (IR), крыс с перевязкой наружной
сонной артерии (ECA) и крыс с удаленными каротидными тельцами (CBR). * – р < 0.05 по сравнению с
группой IR.
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прос о том, какие механизмы лежат в основе данного процесса. Возможно, одно-
сторонняя ишемизация каротидных телец влечет за собой активацию симпатиче-
ской нервной системы, что в свою очередь влияет на состояние легочных артерий.
Крайне важно отметить, что речь идет лишь об одностороннем воздействии, то
есть для реализации процесса достаточно эффектов, запускаемых унилатерально
при интактной контрлатеральной бифуркации сонной артерии. В данной работе
мы сконцентрировали внимание на обнаружении других возможных эффектов ак-
тивации симпатической нервной системы при унилатеральном воздействии на ка-
ротидные тельца.

Опыты in vivo на бодрствующих крысах с оценкой барорефлекса показали, что в
ответ на введение SNP симпатическая нервная система активируется значительно
менее выражено в группе с перевязкой наружной сонной артерии, чем в контроле,
что отражается в меньшей чувствительности симпатического компонента бароре-
флекса у оперированных крыс. При этом парасимпатический компонент сохраня-
ется на уровне интактного контроля, поскольку изменений в ответе ЧСС на повы-
шение артериального давления фенилэфрином выявлено не было. То есть в случае
хронической ишемизации каротидных телец наблюдается подавление эффектов
симпатической нервной системы в большом круге кровообращения. Возможно,
наблюдаемый системный эффект связан со вторичными изменениями из-за хро-
нической активации симпатической нервной системы. Возможно, на уровне боль-
шого круга кровообращения увеличивается интенсивность торможения эффектов
симпатической нервной системы – например, за счет пресинаптических α2-адре-
норецепторов постганглионарных нейронов. В наших экспериментах мы не рас-
сматриваем возможность проявления эффектов ишемизации головного мозга или
уменьшения возбуждения механорецепторов каротидного синуса, так как крово-
ток по внутренней сонной артерии оставался сохранным.

Наши результаты по изменению чувствительности барорефлекса согласуются с
данными, полученными del Rio с соавт. [1]. Этой группой авторов было показано,
что частые эпизоды гипоксии в течение месяца при моделировании сонного апноэ
приводят к уменьшению чувствительности хронотропного барорефлекса в ответ на
введение SNP. При этом последующая абляция каротидных телец восстанавливала
чувствительность барорефлекса. Очень важно, что, как и в наших экспериментах,
речь идет о хронической активации каротидных телец. Однако в указанных опытах
подвергались влиянию каротидные тельца в области бифуркации обеих сонных ар-
терий (и гипоксии, и абляции). В нашем же исследовании речь идет об односто-
роннем влиянии на каротидные тельца. Опираясь на данные del Rio с соавт., мы
предполагаем, что и в нашем случае – при односторонней ишемизации каротид-
ных телец – системные гемодинамические эффекты (изменения чувствительности
барорефлекса) являются результатом именно активации каротидных телец на фоне
выраженной гипоксии, которая является прямым следствием перевязки наружной
сонной артерии, а не их возможной последующей инактивации из-за крайнего
ограничения их кровоснабжения.

Уменьшение выраженности эффектов симпатической нервной системы, види-
мо, не отражается на формировании легочной артериальной гипертензии, так как
возможно замыкание патологической обратной связи уже на уровне легочных арте-
рий. Предполагается, что изначальная активация симпатической нервной системы
приводит к увеличению тонуса легочных артерий и инициирует их ремоделирова-
ние. Данный эффект может реализовываться через различные типы адренорецеп-
торов. В случае активации α1-адренорецепторов увеличивается внутриклеточный
уровень кальция и активируется кальцинейрин, мишенью которого является нук-
леарный фактор активации Т-лимфоцитов, опосредующий снижение экспрессии
калиевых потенциалзависимых каналов клеточной мембраны гладкомышечной
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клетки. При этом также снижается реполяризация мембраны, что приводит к уве-
личению внутриклеточного уровня кальция, тем самым замыкается положитель-
ная обратная связь. Митогенный эффект ионов кальция усиливает ремоделирова-
ние легочных артерий [7]. Еще одним фактором, способным оказать влияние на
формирование легочной гипертензии, является гипоксия-индуцированный фак-
тор (HIF), который фосфорилируется протеинкиназой А, чья активность повыша-
ется при активации β-адренорецепторов. Механизм действия HIF в данном случае
сходен с механизмом работы нуклеарного фактора активации Т-лимфоцитов [8, 9].

В группе с удалением каротидных телец наблюдается противоположный эф-
фект. Чувствительность парасимпатического компонента барорефлекса вновь
остается неизменной по сравнению с интактным контролем, однако чувствитель-
ность симпатического компонента барорефлекса оказывается значимо выше, чем в
группе интактного контроля и гораздо выше, чем в группе с перевязкой наружной
сонной артерии, и это говорит о том, что в хроническом эксперименте наблюдает-
ся большая, чем в норме чувствительность симпатической нервной системы к из-
менению давления в большом круге кровообращения. Таким образом, эффект од-
ностороннего удаления каротидных телец также связан с симпатической нервной
системой, но противоположен эффекту ишемизации каротидных телец в области
бифуркации одной из сонных артерий.

Системные сдвиги активности симпатической нервной системы заметны и при
оценке уровня глюкозы. Стоит отметить, что даже этот крайне зависимый от раз-
личных параметров показатель оказался существенно снижен в группе с удалением
каротидных телец. В целом, оцениваемые нами системные эффекты нервного и гу-
морального характера говорят об уменьшении активности симпатической нервной
системы при одностороннем удалении каротидных телец (хотя при этом увеличи-
вается чувствительность эффекторного звена – сердца – к действию медиаторов
симпатических нервных окончаний). С другой стороны, мы наблюдали некоторую
тенденцию к увеличению уровня глюкозы в группе с ишемизацией каротидных те-
лец, и это совпадает с нашим изначальным предположением об увеличении актив-
ности симпатической нервной системы в данной группе на основании результатов
измерений гемодинамических параметров. На увеличение активности симпатиче-
ской нервной системы в группе с ишемизацией каротидных телец указывает также
и более высокий базовый уровень ЧСС (по сравнению с группой с удалением каро-
тидных телец). Полученные результаты в группе с ишемизацией каротидных телец
согласуются с таковыми у пациентов: в случае наличия бляшки в области бифурка-
ции общей сонной артерии существует тенденция к увеличению уровня глюкозы в
крови по сравнению с теми, у кого этой бляшки нет [2].
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Unilateral Chronic Ischemia of the Carotid Bodies Changes the Activity
of the Sympathic Nervous System

M. A. Markova, * and M. P. Davydovaa

a Lomonosov Moscow State University, Faculty of Fundamental Medicine, Moscow, Russia
*e-mail: mikhailmarkovffm@gmail.com

It is well known that activation of carotid body chemoreceptors (sensors of oxygen level
in blood plasma) can lead to the sympathetic nervous system activation. Chronic activa-
tion of carotid bodies due to hypoxia contributes to the development of various diseases
of the cardiovascular system. It has been shown that bilateral activation of carotid bodies
reduces the sensitivity of the chronotropic baroreflex, while in the case of subsequent bi-
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lateral ablation, its sensitivity is restored. In this work, it is shown that in the case of uni-
lateral chronic ischemia of carotid bodies by ligation of the external carotid artery in rats
the sensitivity of the chronotropic baroreflex is decreased, and in the case of unilateral
removal of carotid bodies, the sensitivity is increased. At the systemic level, in the case of
unilateral removal of carotid bodies, a decrease in the activity of the sympathetic nervous
system is confirmed as well by a decrease in glucose levels. The results obtained show
that systemic changes in the activity of the sympathetic nervous system occur already
with unilateral hyperactivation or inactivation of carotid bodies.

Keywords: carotid bodies, sympathetic nervous system, rats, chronotropic baroreflex
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Современные подходы к изучению двигательных синергий, как правило, вклю-
чают рассмотрение синергетических эффектов на одном, реже двух уровнях ор-
ганизации нервной системы, и их взаимодействие в контексте решения разнооб-
разных двигательных задач, в том числе локомоций. Однако даже при рассмотре-
нии схожих по биомеханической структуре движений наблюдаются расхождения
в некоторых аспектах изучения мышечных синергий, что объясняют применени-
ем разных методологических и вычислительных подходов, не учитывающих спе-
цифику рассматриваемых двигательных актов. Цель исследования заключалась в
поиске оптимальных параметров предварительной обработки электромиографи-
ческих сигналов и оценке их влияния на результаты извлечения обширных мы-
шечных синергий в процессе локомоций умеренной интенсивности. Исследова-
ния выполнены на 10-ти спринтерах мужского пола, которые выполняли бег с
умеренной интенсивностью на тредбане. Регистрировали электромиограммы
16-ти поверхностных скелетных мышц туловища, верхних и нижних конечно-
стей. Мышечные синергии извлекали с помощью методов матричной фактори-
зации с применением различных процедур предобработки исходных сигналов.
Установлено, что лучшие результаты по извлечению синергий дает применение
полосового фильтра в диапазоне 20–450 Гц с использованием после выпрямле-
ния дополнительной фильтрации 20 Гц. Количество извлекаемых синергий из
разных периодов цикла бегового шага оказалось больше при использовании ме-
тода главных компонент и меньше при факторном анализе, а по показателю объ-
ясняемой дисперсии оба метода давали лучшие результаты, чем при рассмотре-
нии целого цикла бегового шага. Количество синергий пропорционально сни-
жалось по мере уменьшения количества исходных данных, а качество
извлечения синергий снижалось при уменьшении количества анализируемых
мышц. Результаты реконструкции исходных электромиографических сигналов
методами факторизации данных оказываются более эффективными при рас-
смотрении различных периодов в сравнении с целым циклом бегового шага. По-
казатели извлечения мышечных синергий чувствительны к исходному набору
электромиограмм, включенных в анализ.

Ключевые слова: мышечные синергии, локомоции, факторный анализ, метод
главных компонент, беговой шаг
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Современные подходы к изучению двигательных синергий, как правило, вклю-
чают рассмотрение синергетических эффектов на одном, реже двух уровнях орга-
низации нервной системы и их взаимодействие в контексте решения разнообраз-
ных двигательных задач, причем, вопрос интеграции разных уровней центральной
нервной системы в формировании и координации синергий зачастую упускается.
Рассматриваемые произвольные движения человека при изучении синергий чаще
всего включают локомоторные модели, задачи постурального контроля и некото-
рые естественные произвольные движения, выполняемые верхними конечностя-
ми. Как правило, для выявления синергетических паттернов взаимодействия ске-
летных мышц применяют алгоритмы факторизации данных, однако получаемые
при их использовании результаты существенно расходятся в некоторых аспектах
даже при исследовании схожих по биомеханической структуре двигательных актов
[1–4]. Это связывают с тем, что применяются разные методологические и вычис-
лительные подходы, не учитывающие специфику рассматриваемых движений и
подчас не имеющие строгой стандартизации [5, 6]. В связи с этим методологиче-
ская основа и некоторые вычислительные аспекты изучения синергетических эф-
фектов нуждаются в уточнении и дополнении. Кроме того, такие сведения будут
способствовать более глубокому пониманию нейронных механизмов, лежащих в
основе управления произвольными движениями человека, и могут быть полезны
при решении прикладных вопросов совершенствования специализированных дви-
гательных навыков в спорте. Исходя из этого, цель работы заключалась в поиске
оптимальных параметров предварительной обработки электромиографических
сигналов и оценке их влияния на результаты извлечения обширных мышечных си-
нергий в процессе локомоций умеренной интенсивности.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании приняли участие 10 испытуемых мужского пола, специализиру-
ющихся в спринтерском беге. Эксперименты выполнены на базе Научно-исследо-
вательского института проблем спорта и оздоровительной физической культуры
ФГБОУ ВО “ВЛГАФК” в лаборатории физиологии нервной и мышечной систем.
Все исследования проведены с соблюдением требований и принципов биомеди-
цинской этики, сформулированными в Хельсинской декларации 1964 г., и одобре-
ны биоэтическим комитетом Великолукской государственной академии физиче-
ской культуры и спорта. Каждый участник представил добровольное письменное
информированное согласие на участие в исследованиях.

Испытуемые выполняли бег на беговой дорожке HP Cosmos (Австрия) с интенсивно-
стью, определяемой диапазоном сердечных сокращений от 140 до 150 уд./мин. Посред-
ством 16-канальной телеметрической системы МЕ6000 и программного обеспече-
ния MegaWin (MegaElectronics LTD, Финляндия) регистрировали электромиограммы
(ЭМГ) 16-ти поверхностных билатеральных мышц туловища, верхних и нижних
конечностей: передней большеберцовой, икроножной (медиальная головка), пря-
мой бедра, двуглавой бедра, передней части дельтовидной, выпрямляющей позво-
ночник (уровень L2), прямой живота (верхняя часть), большой ягодичной. Элек-
тромиограф располагался на поясе испытуемого. Регистрацию ЭМГ осуществляли
накожными одноразовыми самоклеющимися электродами с токопроводящим ге-
лем с активной площадью контакта 2.5 см2, 36 × 45 мм (Swaromed, Австрия). Элек-
троды накладывались биполярно, при этом активный располагался в области про-
екции двигательной точки исследуемой мышцы, а референтный прикреплялся по
ходу ее волокон с межэлектродным расстоянием 2 см [7]. Для подавления шумов и
повышения чистоты записи ЭМГ предусматривался дополнительный электрод за-
земления на каждой мышце. Расположение отводящих электродов при регистра-
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ции ЭМГ представлено на рис. 1. ЭМГ-сигналы усиливали биоусилителем
(МЕ 6000) с полосой пропускания частот от 10 до 10000 Гц и оцифровывали с ча-
стотой 2000 Гц. Зарегистрированные интерференционные ЭМГ обрабатывались
полосовым фильтром с полосой пропускания 25–250 Гц (25–300, 25–450 Гц), си-
лой подавления 60 дБ, затем выпрямлялись с интервалом усреднения 0.002 с и по-
вторно применяли фильтр низких частот (ФНЧ) 80 или 20 Гц, используя про-
граммное обеспечение MegaWin. Обработанные ЭМГ экспортировали в систему
Statistica (StatSoft, Inc., version 10) для дальнейшего анализа.

Для определения граничных моментов периодов бегового шага использовали
систему 3D-видеозахвата “Qualisys” (Qualisys, Швеция), синхронизированную с
биомонитором. Она включала 8 высокоскоростных камер Oqus, располагаемых по
периметру вокруг испытуемого. Частота кадров видеозахвата составляла 500 Гц.
Для регистрации перемещения сегментов тела использовали светоотражающие
маркеры, закрепленные на антропометрических точках тела, совпадающих с осями
вращения в суставах. Периоды опоры и переноса определялись моментами поста-
новки конечной антропометрической точки правой нижней конечности на ленту
тредбана и ее отрыва. Первичную обработку видеоряда осуществляли в программ-
ной среде Qualisys Track Manager. Оцифрованные данные, содержащие координаты
антропометрических точек сегментов тела в трехмерном пространстве, и маркеры,
определяющие граничные моменты периодов бегового шага, экспортировались в
систему Statistica.

В системе Statistica формировали матрицу исходных данных (X), размерностью
(I × J), где I – нормированное число точек целого цикла бегового шага или его от-
дельных периодов, а J – число независимых переменных (вариационных рядов

Рис. 1. Схематическое расположение отводящих электродов при регистрации ЭМГ в условиях бега по
тредбану с умеренной интенсивностью. 1 – отводящие электроды, 2 – предусилитель, 3 – электро-
миограф.
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ЭМГ и координат антропометрических точек сегментов тела). Координаты точек
не использовались в процессе извлечения синергий, а применялись только для со-
отнесения данных ЭМГ с периодами бегового шага. В общей сложности в анализ
были включены данные 150 полных циклов. Методы снижения размерности дан-
ных используют новые, формальные переменные, являющиеся линейной комби-
нацией исходных переменных, с помощью которых исходная матрица X разлагает-
ся на произведение двух матриц: X = T × P + E, где T – матрица счетов (“scores”),
P – матрица нагрузок (“loadings”), E – матрица остатков (рис. 2). Матрица нагру-
зок несет информацию о взаимосвязи или независимости переменных относитель-
но новых, формальных переменных, полученных в процессе разложения матриц –
“векторы синергии”. Отношение определенной мышцы к выявленной синергии
определяли по коэффициенту взаимосвязи, превышающему 0.7.

Матрица счетов (коэффициенты мышечной активации) определяет временную
организацию выявленных мышечных синергий. Количество новых компонент
(факторов) вычисляется алгоритмами факторного анализа (FA) и метода главных
компонент (PCA), а доля объясняемой дисперсии каждым компонентом указывает
на качество реконструкции исходных данных. Рассматривали факторы (компонен-
ты), имеющие собственные значения больше единицы и описывающие не менее
10% общей дисперсии. Факторы (компоненты), отвечающие таким требованиям,
определяли количество выявленных мышечных синергий в целом цикле бегового
шага и его отдельных периодах. Сравнение коэффициентов мышечной активации
и векторов синергии при использовании разных методов извлечения синергий осу-
ществляли с помощью анализа значений кросскорреляционных функций с учетом
смещения максимума, где 1 – полное соответствие, 0 – отсутствие взаимосвязи.

Математико-статистическая обработка данных выполнена в Statistica 10.0 и
включала расчет среднего арифметического (M), ошибки среднего арифметиче-
ского (m), коэффициента вариации (CV). Для оценки достоверности различий при
сравнении параметров в разных условиях использовали однофакторный дисперси-
онный анализ (ANOVA) с Post-Hoc анализом по критерию Newman–Keuls. Разли-
чия считали значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исходя из цели работы, были проанализированы параметры компонент при ис-
пользовании различных методов их извлечения. Установлено, что фильтрация ис-

Рис. 2. Схема разложения исходной матрицы методами определения главных компонент. X – исходная
матрица, T – матрица счетов, P – матрица нагрузок, E – матрица остатков. М – ЭМГ одной из мышц,
С – главный компонент, 1, 2, … n – значение в момент времени.
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ходных ЭМГ в диапазоне 25–250 (300, 450) Гц существенно не влияла на количе-
ство компонент и долю объясняемой дисперсии, однако их величины существенно
отличались при использовании разных методов извлечения (табл. 1). Так, методом
главных компонент извлекались не более 2.9 компонент (синергий), а доля дис-
персии находилась в диапазоне 43.6–44.7%. Факторный анализ показывал 5 синер-
гий с долей дисперсии около 60%. Повторная обработка после усреднения филь-
тром низких частот 80 Гц достоверно повышала оба показателя при использовании
PCA, а при FA существенно не изменилась (p > 0.05). Аналогично, с применением
ФНЧ 20 Гц возрастало количество извлекаемых компонент PCA и практически не
менялось при FA. Доля объясняемой дисперсии в обоих случаях достоверно воз-
растала и достигала 80% (табл. 1). Таким образом, применение полосового фильтра
25–450 Гц с дополнительной фильтрацией ФНЧ 20 Гц после выпрямления показы-
вало наилучшие результаты по количеству извлекаемых компонент и доли объяс-
няемой дисперсии при использовании как PCA, так и FA.

На рис. 3 представлены образцы ЭМГ поверхностных скелетных мышц в про-
цессе локомоций. В результате применения к исходным данным фильтра 25–450 Гц с
повторной фильтрацией ФНЧ 20 Гц электромиограммы фактически представляли
собой концентрированные пики активности, однако такая обработка существенно
не влияла на среднюю амплитуду ЭМГ. Например, величина ЭМГ-активности пе-
редней большеберцовой мышцы правой нижней конечности до фильтрации со-
ставляла 71.66 ± 0.82 мкВ, а икроножной медиальной – 85.53 ± 1.58 мкВ. После об-
работки изменения средней амплитуды ЭМГ названных мышц не превышали 6%
(p > 0.05). Достоверных различий средней амплитуды ЭМГ в полном цикле бегово-
го шага, а также в периодах опоры и переноса отдельно при использовании различ-
ных параметров фильтрации исходных ЭМГ-сигналов зарегистрировано не было.

В различных периодах бегового шага извлеченные мышечные синергии имели
некоторые отличия в сравнении их со структурой целого цикла бегового шага. Так,
метод главных компонент показывал 6.5 в периоде опоры и 6.2 компонент в перио-
де переноса (табл. 2). Доля дисперсии в этом случае превышала 90%. Методом фак-
торного анализа извлекалось не более четырех компонент с долей объясняемой
дисперсии менее 88%.

Таблица 1. Статистические параметры извлекаемых компонент (синергий) при различных
режимах фильтрации исходных ЭМГ-сигналов (n = 150)

* – достоверность различий относительно данных без повторной фильтрации после выпрямления ЭМГ,
p < 0.05.

Параметры 
фильтрации

Стат.
параметры

PCA FA

кол-во извлекае-
мых компонент 

(ед.)
доля дисперсии 

(%)
кол-во извлекае-
мых компонент 

(ед.)
доля дисперсии 

(%)

25–250 Гц
M ± m 2.90 ± 0.10 44.70 ± 1.49 5.10 ± 0.10 61.40 ± 0.65

CV 10.90 10.55 6.20 3.36

25–300 Гц
M ± m 2.80 ± 0.13 43.60 ± 1.84 5.00 ± 0.00 60.20 ± 0.76

CV 15.06 13.34 0 3.98

25–450 Гц
M ± m 2.80 ± 0.13 43.80 ± 1.87 5.00 ± 0.00 60.70 ± 0.86

CV 15.06 13.52 0 4.46

25–450 Гц 
+ФНЧ 80 Гц

M ± m 3.50 ± 0.17 58.10 ± 1.93* 4.90 ± 0.10 68.50 ± 1.21
CV 15.06 10.53 6.45 5.60

25–450 Гц 
+ФНЧ 20 Гц

M ± m 4.90 ± 0.41 80.60 ± 2.36* 5.00 ± 0.00 82.90 ± 0.59*
CV 26.26 9.25 0 2.24
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Таким образом, количество извлекаемых синергий из разных периодов цикла
бегового шага оказывалось больше при использовании PCA и меньше при FA, од-
нако по показателю объясняемой дисперсии оба метода давали лучшие результаты,
чем при рассмотрении целого цикла бегового шага. Следует также отметить очень
низкие показатели вариативности дисперсии, что указывает на высокую плотность
данных при их межиндивидуальном рассмотрении. Количество извлекаемых си-
нергий оказывалось более вариативным, CV здесь достигали 16.62%, однако они
также оценивались как низкие.

Исходя из цели работы, были проанализированы результаты извлечения мы-
шечных синергий из разных наборов исходных данных ЭМГ. Показано, что каче-
ство извлечения синергий при достижении порога в 11 мышц снижается. Так, ко-
личество синергий пропорционально снижалось по мере уменьшения количества
исходных данных при использовании обоих методов анализа (рис. 4а). По показа-
телю доли объясняемой дисперсии результаты оказались неоднозначными. Фак-
торный анализ демонстрировал стабильные показатели независимо от количества
исходных ЭМГ-сигналов, а качество извлечения мышечных синергий снижалось
при уменьшении количества анализируемых мышц (рис. 2b).

Рис. 3. Образцы ЭМГ скелетных мышц туловища, верхних и нижних конечностей при выполнении ло-
комоций умеренной интенсивности в различных периодах бегового шага. (a) – интерференционная,
(b) – выпрямленная, (c) – фильтрованная полосовым фильтром 25–450 Гц, (d) – фильтрованная поло-
совым фильтром 25–450 Гц + повторная фильтрация ФНЧ 20 Гц.

a b c d

100 ms
1 µ

Support Transfer

Таблица 2. Статистические параметры извлекаемых компонент (синергий) в различных пе-
риодах бегового шага (n = 150)

Периоды
бегового шага

Стат.
параметры

PCA FA

кол-во извлекае-
мых компонент 

(ед.)
доля дисперсии 

(%)
кол-во извлекае-
мых компонент 

(ед.)
доля дисперсии 

(%)

Опора
M ± m 6.50 ± 0.34 96.00 ± 1.00 3.70 ± 0.21 87.8 ± 0.80

CV 16.62 3.29 18.24 2.88

Перенос
M ± m 6.20 ± 0.33 91.60 ± 1.40 4.20 ± 0.20 84.00 ± 0.87

CV 16.66 4.83 15.06 3.27
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Дальнейший анализ был сконцентрирован на рассмотрении различий простран-
ственно-временной структуры мышечных синергий, выявляемых при использова-
нии разных методов их извлечения. Следует отметить, что первая компонента при
использовании обоих методов объясняла большую часть общей дисперсии, поэто-
му в работе будет представлены данные о структуре первой синергии. Установлено,
что активность первой мышечной синергии снижалась в первой четверти периода
опоры, затем возрастала и снова снижалась к завершению периода (рис. 5a). При
использовании разных методов извлечения мышечных синергий была установлена
высокая взаимосвязь их коэффициентов мышечной активации (rmax = 0.84 ± 0.05).
Пространственная структура первой извлеченной мышечной синергии включала
ЭМГ-активность дельтовидных мышц и большой ягодичной мышцы правой сто-
роны, причем, она сохранялась при использовании и факторного анализа и метода
главных компонент (рис. 3b). В последнем случае была выявлена дополнительная
мышца, входящая в структуру этой же синергии – прямая бедра правой нижней
конечности. Также было установлено высокое соответствие пространственной
структуры данной синергии в периоде опоры при использовании FA и PCA.

ЭМГ-активность дельтовидной мышцы правой верхней конечности и большой
ягодичной мышцы левой нижней конечности определяла характерные паттерны
временной структуры синергии в периоде переноса (рис. 5). Так, было выявлено
три пика активности синергии в первых двух и последней четвертях периода. Так-
же была выявлена дополнительная мышца методом главных компонент, входящая
в структуру синергии – прямая бедра левой нижней конечности. В целом коэффи-
циенты мышечной активации и векторы синергии демонстрировали высокую сте-
пень соответствия при использовании различных методов факторизации данных.

При рассмотрении структуры целого цикла бегового шага было выявлено пять
пиков активности синергии, обусловленные, преимущественно, активностью
дельтовидных мышц обеих верхних конечностей (рис. 5). Следует отметить, что
использование PCA в данном случае давало несколько лучшие результаты, чем FA
в плане определения пространственной структуры извлеченных мышечных синер-
гий. Тем не менее, коэффициенты кросскорреляционных функций оценивались
как высокие при анализе соответствия коэффициентов мышечной активации и
векторов синергии – 0.92 ± 0.02 и 0.83 ± 0.26 соответственно.

Рис. 4. Количество извлекаемых мышечных синергий (a) и доля дисперсии (b) с различным набором ис-
ходных ЭМГ сигналов и при использовании разных методов извлечения мышечных синергий. По оси
абсцисс – количество мышц. Сплошная линия – результаты при использовании факторного анализа,
пунктирная линия – результаты при использовании метода главных компонент.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Применяемые в нашей работе методы факторизации данных являются широко
используемыми для извлечения мышечных синергий. При этом приводятся дока-
зательства в пользу того, что получаемые результаты отражают реальные аспекты
организации паттернов активации скелетных мышц, лежащие в основе двигатель-
ного поведения человека, а не являются вычислительным артефактом [1, 8, 9]. Од-
нако применяются различные параметры предварительной обработки данных,
включающие фильтрацию в диапазоне от 25 до 850 Гц, с последующей фильтрацией
или без нее. Нам удалось приблизиться к результатам, описанным в работах ряда ав-
торов по изучению локомоторной активности разной интенсивности, а именно,

Рис. 5. Пространственно-временная структура мышечной синергии при использовании разных методов
их извлечения в процессе локомоций умеренной интенсивности. По оси абсцисс на панели a – коэф-
фициенты активации синергии (у. е.), на панели b – векторы синергии (у. е.). 1 – передняя большебер-
цовая правая, 2 – икроножная правая, 3 – прямая бедра правая, 4 – двуглавая бедра правая, 5 – перед-
няя большеберцовая левая, 6 – икроножная левая, 7 – прямая бедра левая, 8 – двуглавая бедра левая,
9 – дельтовидная правая, 10 – дельтовидная левая, 11 – выпрямляющая позвоночник правая, 12 – вы-
прямляющая позвоночник левая, 13 – прямая живота правая, 14 – большая ягодичная правая, 15 – пря-
мая живота левая, 16 – большая ягодичная левая.
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количество извлекаемых мышечных синергий достигало в наших исследованиях
пяти при уровне объясняемой дисперсии около 80%, в литературных данных, как
правило, приводят порог 90%, однако есть работы, где ее порог устанавливается и
на более низком уровне [9–11]. Ряд авторов применяют метод неотрицательной
матричной факторизации как наиболее эффективный, на их взгляд, метод при ра-
боте с положительными значениями вариационных рядов данных ЭМГ [5]. Наряду
с этими исследованиями приводятся и другие данные, свидетельствующие о не
меньшей эффективности использования факторного анализа и других методов
снижения размерности данных. Тем не менее, использование разных методов при
изучении схожих по биомеханической структуре движений может давать несколь-
ко различающиеся результаты. Есть данные, что даже несущественные различия в
позиционировании отводящих электродов при регистрации ЭМГ могут влиять на
сходство синергетических паттернов мышечных активаций.

Количество извлекаемых мышечных синергий может быть критерием, указыва-
ющим на нейромышечную стратегию центральной нервной системы, предусмат-
ривающую достижение оптимальных параметров моторного выхода для обеспече-
ния стабильности конечного результата движения [12, 13]. Большее количество си-
нергий может свидетельствовать о более сложной стратегии управления,
вследствие включения в управляющую систему значительного количества управ-
ляемых элементов – синергий [11, 12, 14]. Логично предположить, что целый бего-
вой шаг по своей координационной структуре может быть значительно сложнее,
чем движения, составляющие структуру его отдельных периодов, однако в таком
случае количество синергий, задействованных в их реализации, должно быть не-
сколько меньше. Результаты наших исследований показывают обратное, оказыва-
ется, что управление движением на уровне подзадач, т.е. в отдельных периодах
движения, характеризуется не меньшей сложностью, на что указывает количество
извлекаемых мышечных синергий и величина объясняемой дисперсии, достигаю-
щая описанной в литературе пороговой величины – 90%.

Известно, что центральная нервная система не генерирует каждый раз новые
мышечные синергии, а гибко комбинирует существующий набор синергий в соот-
ветствии с изменяющимися условиями выполнения двигательной задачи, посту-
лируется, что множество мышечных синергий могут быть активированы одновре-
менно, и каждая мышца может быть представлена в паттернах нескольких синер-
гий [15, 16]. Исходя из этого, мышечные синергии, извлекаемые из одного набора
исходных ЭМГ-данных, в структуре цикла бегового шага не являются результатом
сложения синергетических эффектов, наблюдаемых в отдельных периодах цикла, а
вероятно, являются частью двигательной программы, направленной на поддержа-
ние оптимальных параметров локомоций при заданной интенсивности работы.

Возможные причины расхождений в результатах при рассмотрении схожих по
биомеханической структуре движений заключаются в применении различных про-
цедур предварительной обработки ЭМГ данных (фильтрации, нормализации и др.),
использовании разных методов извлечения синергетических эффектов, вариатив-
ности исходного набора ЭМГ, включенных в анализ. Выбор скелетных мышц для
анализа является непростой задачей, поскольку синергетические эффекты не мо-
гут быть выявлены непосредственно в ходе эксперимента, а становятся доступны
после применения процедур математической обработки зарегистрированных сиг-
налов. На наш взгляд, вопрос количества ЭМГ, включаемых в анализ при извлече-
нии мышечных синергий, является скорее поисковой задачей, но чаще их состав
определяется логическим путем или на основе анализа турн-амплитудных характе-
ристик электромиограмм. Наши данные свидетельствуют, что включение в анализ
менее одиннадцати ЭМГ снижает количество мышечных синергий и эффектив-
ность их извлечения.
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Анализ данных литературы показывает, что при изучении локомоторной актив-
ности нижних конечностей регистрируют электрическую активность поверхност-
ных мышц одной, реже двух ног, крайне редко в анализ включают мышцы спины
[13, 16–18]. Тот факт, что при таком существенном варьировании скелетных мышц
в разных исследованиях выявляются от 4 до 6 синергий позволяет предположить,
что синергетические паттерны взаимодействия скелетных мышц могут быть обна-
ружены в любом наборе исходных ЭМГ данных. Более важным является вопрос
установления оптимальных границ, в рамках которых результатам можно дать фи-
зиологическую интерпретацию. Так, выявляются синергии, состоящие из двух или
одной мышцы, что нередко встречается при использовании подхода к изучению
мышечных синергий методами сокращения размерности данных, что противоре-
чит самой концепции синергизма, как механизма снижения вычислительной на-
грузки на центральную нервную систему посредством объединения управляемых
элементов (мышц) в модули с меньшей размерностью. В одной из работ было по-
казано, что характерные синергетические паттерны могут быть обнаружены в ак-
тивности отдельных двигательных единиц m. flexor digitorum superficialis при помо-
щи PCA [19]. Таким образом, выбор скелетных мышц и вопрос их количества в
процессе изучения синергетических эффектов скорее определяется целями и зада-
чами конкретного исследования.

Сравнение коэффициентов мышечной активации и векторов синергий в нашем
исследовании показывает высокое их сходство при использовании разных методов
извлечения мышечных синергий, но PCA выявляет большее количество мышц,
определяющих пространственную их организацию. Таким образом, оба метода мо-
гут быть использованы для выявления синергетических эффектов при локомоциях
умеренной интенсивности, однако метод главных компонент дает несколько луч-
шие результаты.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, применяемый в работе методологический подход, включающий
рассмотрение синергетических эффектов мышц туловища, верхних и нижних ко-
нечностей, позволяет эффективно выявлять мышечные синергии в структуре цик-
ла бегового шага. Повышение качества реконструкции исходных ЭМГ-сигналов
может быть достигнуто применением полосового фильтра с полосой пропускания
20–450 Гц с использованием после выпрямления дополнительной фильтрации 20 Гц.
Такая предобработка существенно не влияет на величину средней амплитуды
ЭМГ, но достоверно повышает качество реконструкции исходных данных.

Извлечение мышечных синергий методами факторизации данных оказывается
более эффективным при рассмотрении различных периодов в сравнении с целым
циклом бегового шага. Количество извлекаемых мышечных синергий пропорцио-
нально снижается по мере уменьшения числа исходных ЭМГ-сигналов при ис-
пользовании FA и PCA, что необходимо учитывать при определении минимально-
го количества электромиограмм, включаемых в анализ.

Выявлено высокое соответствие коэффициентов мышечной активации и векто-
ров мышечной синергии при использовании FA и PCA, однако векторы синергии,
определяемые методом главных компонент, представлены бNльшим количеством
скелетных мышц при рассмотрении целого цикла бегового шага и его отдельных
периодов. Это указывает на целесообразность применения PCA для анализа про-
странственной структуры мышечных синергий при локомоциях умеренной интен-
сивности.
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Methodological and Computational Aspects of Extracting Extensive Muscle Synergies
in Moderate-Intensity Locomotions

S. A. Moiseeva, *, A. M. Pukhova, E. A. Mikhailovaa, and R. M. Gorodnicheva

aVelikiye Luki State Academy of Physical Education and Sports, Velikiye Luki, Russia
*e-mail: sergey_moiseev@vlgafc.ru

Modern approaches to the motor synergies study, generally, include synergistic effects
consideration at one or two nervous system organization levels. These methods research
effects interaction in the context of solving various motor tasks, including locomotion.
However, even when considering similar in biomechanical structure movements, there are
differences in some study of muscle synergies aspects, which is result of different method-
ological and computational approaches that do not take into account considered motor
acts specifics. The study goal was to find the optimal parameters for the electromyographic
signals pre-processing and to evaluate their impact to the extended muscle synergies ex-
tracting results during moderate-intensity locomotions. 10 male short distance runners
took part in study. The subjects ran with moderate intensity on a treadmill. Electromyo-
grams of 16 superficial skeletal muscles of the trunk, upper and lower extremities were re-
corded. Muscle synergies were extracted using matrix factorization methods using various
preprocessing procedures of the initial signals. It was revealed that the best results for ex-
tended muscle synergies extraction are obtained by using a bandpass filter in the range of
20–450 Hz with additional 20 Hz filter using after electromiogramm rectification. The
number of extracted synergies from different periods of the running step cycle is greater
when using the principal component analysis (PCA) method and less when using factor
analysis, and in terms of the explained variance, both methods give better results than en-
tire running step cycle analysis. The synergies number decreases proportionally as the
amount of source data decreases. The quality of synergy extraction decreases as the num-
ber of analyzed muscles decreases. The original EMG signals reconstruction results by the
data factorization methods are more effective when considering different phases in com-
parison with the whole running step cycle. The muscle synergy extraction rates are sensi-
tive to the original set of EMG signals included in the analysis

Keywords: muscle synergy, locomotion, factor analysis, principal component analysis,
running step
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Крысы линии WAG/Rij являются валидной моделью абсанс-эпилепсии с комор-
бидной депрессией. Известно, что абсанс-эпилепсия, наряду с симптомами де-
прессии, сопровождается когнитивными нарушениями, такими как дефицит
внимания и когнитивной пластичности, являющейся важнейшим показателем
исполнительных функций. Цель настоящей работы – выяснить, имеются ли на-
рушения когнитивной пластичности у крыс линии WAG/Rij и связаны ли они с
абсанс-эпилепсией и коморбидной депрессией. Для выявления различий в ко-
гнитивной пластичности сопоставляли обучение (прямая задача) и переучивание
(обратная задача) в сложном лабиринте при пищевом подкреплении у крыс ли-
нии WAG/Rij в возрасте 2-х мес., когда симптомы абсанс-эпилепсии и комор-
бидной депрессии отсутствуют, и в возрасте 6-ти месяцев, когда патологический
фенотип полностью выражен. Пищевую мотивацию оценивали в тесте “Novelty
Suppressed Feeding” (NSF). Этосуксимид (300 мг/кг/день, 17 дней) использовали
для подавления симптомов абсанс-эпилепсии и коморбидной депрессии у крыс
линии WAG/Rij. Крысы Wistar служили контролем. Обнаружено, что в возрасте
6-ти мес. крысы линии WAG/Rij медленнее выполняют прямую и обратную задачи,
делают больше ошибок и проявляют пониженную пищевую мотивацию в тесте
NSF (больше латентный период подхода к пище в незнакомом открытом поле и
меньше количество съеденной пищи в домашней клетке) по сравнению с крыса-
ми Wistar. В возрасте 2-х мес. крысы линии WAG/Rij не отличались от крыс Wistar ни
по одному из показателей. Этосуксимид улучшал реверсивное обучение, умень-
шал число ошибок и увеличивал пищевую мотивацию только у 6-месячных крыс
линии WAG/Rij. Этосуксимид не влиял на реверсивное обучение у крыс Вистар.
У 6-месячных крыс линии WAG/Rij обнаружена положительная корреляция (r = 0.66,
p < 0.05) между количеством пищи, съеденной в домашней клетке (показатель
пищевой мотивации), и скоростью достижения критерия обученности при вы-
полнении обратной задачи (показатель когнитивной пластичности). Результаты
свидетельствуют о том, что выявленные нарушения когнитивной пластичности у
крыс линии WAG/Rij могут быть следствием пониженной пищевой мотивации
как одного из симптомов депрессии, коморбидной абсанс-эпилепсии.

Ключевые слова: абсанс-эпилепсия, крысы линии WAG/Rij, коморбидная депрес-
сия, пищевая мотивация, реверсивное обучение, когнитивная гибкость

DOI: 10.31857/S086981392201006X

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ



37ЭТОСУКСИМИД УЛУЧШАЕТ КОГНИТИВНУЮ ГИБКОСТЬ

Крысы линии WAG/Rij являются валидной генетической моделью депрессии,
ассоциированной с абсанс-эпилепсией [1–5]. Поведенческие особенности крыс
линии WAG/Rij, такие как пониженное потребление и предпочтение сахарозы, по-
вышенный уровень иммобильности в тесте вынужденного плавания [1, 2], пони-
женный уровень исследовательской мотивации в тестах распознавания нового
объекта [6, 7] и открытого поля [2, 3], пониженное внимание в тестах распознава-
ния нового объекта и социального распознавания [6, 7], имеют феноменологиче-
ское сходство с симптомами депрессии человека: ангедония, ощущение беспо-
мощности, “безнадежности”, утрата интереса [1], неспособность к концентрации
внимания и принятию решений [6, 7]. Депрессивно-подобные симптомы в поведе-
нии были обнаружены также у другой генетической модели абсанс-эпилепсии – у
крыс линии GAERS [8].

Клинические данные свидетельствуют о том, что пациенты с детской абсанс-
эпилепсией по сравнению со здоровыми детьми демонстрируют помимо симпто-
мов депрессии когнитивные нарушения, среди которых авторы особо выделяют
нарушения исполнительных функций (executive function) и направленного внима-
ния (executive attention) [9]. В последние годы когнитивному аспекту депрессии
уделяется особое внимание, так как коррекция когнитивных расстройств имеет
первостепенное значение для нормализации повседневного функционирования
пациентов и восстановления нарушенной трудоспособности при достижении ре-
миссии [10].

Данные о когнитивных функциях у экспериментальных моделей абсанс-эпи-
лепсии немногочисленны и противоречивы. Одни исследования свидетельствуют
об отсутствии дефицита обучения и памяти в тесте пассивного избегания и в вод-
ном лабиринте Морриса у 5-месячных крыс линии WAG/Rij по сравнению с кры-
сами Wistar. Нарушения когнитивных функций в этих тестах были выявлены у
крыс линии WAG/Rij только в возрасте 13-ти мес. по сравнению с крысами Wistar
аналогичного возраста [11]. Не были обнаружены также нарушения рабочей памя-
ти в радиальном 8-лучевом лабиринте у крыс линии WAG/Rij по сравнению с тре-
мя инбредными линиями крыс (BN/Cpb, ACI и G/Cpb), у которых не наблюдается
пик-волновая активность на ЭЭГ – основного симптома абсанс-эпилепсии [12].
Однако в другом тесте (платформа с отверстиями) у крыс линии WAG/Rij и G/Cpb,
у которых встречаются абсансные пик-волновые разряды (ПВР) на ЭЭГ, по срав-
нению с крысами линии BN/Cpb и ACI, у которых ПВР практически отсутствуют,
были выявлены нарушения долгосрочной памяти [12]. В других работах у 5–6-ме-
сячных крыс линии WAG/Rij были обнаружены нарушения воспроизведения следа
памяти после выработки условного рефлекса пассивного избегания [1, 13], сохран-
ность выработанного рефлекса активного избегания у них также была хуже по
сравнению с крысами Wistar аналогичного возраста [13]. В нашей предыдущей ра-
боте у крыс линии WAG/Rij по сравнению с крысами Wistar были показаны нару-
шения эпизодической памяти в тестах распознавания нового объекта [6, 7] и соци-
ального распознавания [6], которые могут быть связаны с пониженной исследова-
тельской мотивацией – одним из симптомов депрессии, коморбидной абсанс-
эпилепсии [7].

Исполнительные функции, дефицит которых чаще всего демонстрируют паци-
енты с детской абсанс-эпилепсией [9], включают в себя способность планировать,
принимать решения и поддерживать на необходимом уровне скорость обработки
информации [14]. Вследствие этого может снижаться темп практически всех ко-
гнитивных процессов, особенно в тех ситуациях, когда требуется изменить при-
вычную схему деятельности [14, 15]. Существенной частью исполнительных функ-
ций является когнитивная гибкость (cognitive f lexibility) — способность переклю-
чаться с одного вида деятельности на другой. Высокий уровень когнитивной
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гибкости обеспечивает человеку и животным эффективную адаптацию к постоян-
но меняющимся условиям окружающей среды [16]. Для оценки когнитивной гиб-
кости часто используют различные вариации тестов, которые предусматривают
обучение – выработку животным какой-либо реакции и его последующее переучи-
вание (реверсивное обучение, reversal learning) – переделка этой реакции на аль-
тернативную, чаще всего противоположную исходной [16].

Как у людей [17], так и у животных, – приматов [18, 19] и крыс [20], показано,
что выполнение прямой и обратной задачи в тестах на обучение с переучиванием
ассоциировано с активностью орбитофронтальной и медиальной префронтальной
коры головного мозга [18]. Орбитофронтальная кора получает большое число сиг-
налов от нейронов прилежащего ядра, дорзо-медиального стриатума и миндалины
[21]. Нейротоксическое поражение дорсомедиального стриатума у крыс вызывает
нарушение процесса переучивания [22]. Аналогичные манипуляции с прилежа-
щим ядром также вызывают дефицит реверсивного обучения: сходные нарушения
при выполнении пространственной задачи у обезьян [23] за исключением тех ви-
дов данной методики, которые предусматривают использование визуальных сти-
мулов [23], а также нарушение вероятностного реверсивного обучения у крыс [24].
Связи ядра базолатерального комплекса миндалины с дорсомедиальным стриату-
мом и с прилежащим ядром отвечают за выбор действий, позволяющих получить
вознаграждение при реверсивном обучении с положительным подкреплением и
избежать наказания при использовании методик с отрицательным подкреплением
соответственно [25]. Взаимодействие миндалины с орбитофронтальной корой
имеет решающее значение для эмоциональной оценки ожидаемых результатов или
последствий [20, 24].

Первые одиночные пик-волновые разряды (ПВР) у крыс линии WAG/Rij появ-
ляются примерно в возрасте 2–3 мес. К 5–6-месячному возрасту число и длитель-
ность ПВР увеличиваются [26, 27], и по мере усиления пик-волновой активности у
этих животных формируется и усиливается депрессивно-подобное поведение [1–3, 5].
В одной из предыдущих работ [28] было проведено исследование обучения с пере-
учиванием в сложном лабиринте с пищевым подкреплением у 6-месячных крыс
линии WAG/Rij по сравнению с крысами Wistar аналогичного возраста. Показано,
что крысы линии WAG/Rij медленнее обучаются и переучиваются, медленнее до-
стигают пищевого подкрепления при выполнении как прямой, так и обратной за-
дачи и делают больше ошибок в сложном лабиринте по сравнению с крысами Wistar, у
которых отсутствуют ПВР и депрессивно-подобные симптомы поведения [28].

Настоящая работа посвящена проверке предположения о том, что дефицит ис-
полнительных когнитивных функций у крыс линии WAG/Rij в тесте реверсивного
обучения в сложном лабиринте мог бы быть следствием депрессии, коморбидной
абсанс-эпилепсии, а именно – пониженной пищевой мотивации как одного из
проявлений депрессивно-подобного поведения. Для этого было проведено обуче-
ние с переучиванием (реверсивное обучение) в сложном лабиринте в соответствии
с ранее использованной методикой [28]. Оценку пищевой мотивации проводили в
тесте на тревожность и пищевую мотивацию “Novelty Suppressed Feeding” (NSF)
[29]. В данной работе крыс линии WAG/Rij сравнивали с крысами Wistar в возрасте
2-х мес., когда симптомы абсанс-эпилепсии и депрессии еще отчетливо не прояв-
ляются [13, 26, 27], и в возрасте 6-ти мес., когда патологический фенотип полно-
стью выражен [1–7]. Предполагалось, что в возрасте 2-х мес., когда у крыс линии
WAG/Rij отсутствуют ПВР на ЭЭГ [26, 27] и симптомы депрессии [13], различия в
реверсивном обучении в сложном лабиринте, а также в уровне пищевой мотивации
в тесте NSF, у крыс линии WAG/Rij по сравнению с крысами Wistar еще не будут про-
являться. С целью подавления симптомов абсанс-эпилепсии и коморбидной де-
прессии у 6-месячных крыс линии WAG/Rij использовали этосукcимид. Предпола-
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галось, что подавление ПВР, вызываемое этосуксимидом, устранит симптомы де-
прессии, повысит пищевую мотивацию, что приведет к улучшению реверсивного
обучения в сложном лабиринте у крыс линии WAG/Rij.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Работа выполнена на 26-ти крысах-самцах линии WAG/Rij и 23-х крысах-самцах

Wistar. Всех животных содержали в стандартных условиях вивария со свободным до-
ступом к пище и воде по 4–5 особей в клетке (70 × 40 × 40) в условиях естественного
цикла день–ночь (день около 10 ч). Данное исследование проведено в соответствии с
международными правилами содержания и обращения с животными (Директива
Европейского сообщества от 22 сентября 2010 г. – Directive 2010/63/EU) и принципа-
ми, изложенными в положениях Института высшей нервной деятельности и нейро-
физиологии РАН о работе с экспериментальными животными.

Схема эксперимента
Экспериментальные животные были разделены на 6 групп: крысы линии

WAG/Rij в возрасте 2-х (n = 9) и 6-ти мес. (n = 17), а также крысы Wistar в возрасте
2-х (n = 8) и 6-ти мес. (n = 15). Как 6-месячных крыс линии WAG/Rij, так и крыс
Wistar аналогичного возраста, делили случайным образом на две группы: экспери-
ментальную (WAG/Rij – n = 8; Wistar – n = 7) и контрольную (WAG/Rij – n = 9;
Wistar – n = 8). Животные экспериментальной группы потребляли в течение
17 дней антиабсансный препарат этосуксимид, который был добавлен в поилки с
питьевой водой, животные контрольной группы потребляли только воду. Эффект
этосуксимида на когнитивную пластичность и пищевую мотивацию оценивали у
крыс линии WAG/Rij только в возрасте 6-ти мес., когда пик-волновая активность и
симптомы депрессии полностью выражены [1–3, 5]. 2-месячные животные данной
линии не потребляли этосуксимид, поскольку у крыс линии WAG/Rij в этом воз-
расте симптомы патологии отсутствуют [13, 26, 27], так же, как и у “нормальных”
крыс Wistar. Показано, что препарат оказывает антидепрессантное влияние
(уменьшение времени иммобильности в тесте вынужденного плавания) только у
5-месячных крыс линии WAG/Rij, когда ПВР хорошо выражены. У крыс, у кото-
рых пик-волновая активность отсутствовала (крысы линии WAG/Rij 21-дневного
возраста, а также крысы Wistar 21-дневного и 5-месячного возраста), этосуксимид
не оказывал антидепрессантного влияния [30]. Данные экспериментальных иссле-
дований, свидетельствующих о том, что этосуксимид не обладает собственным анти-
депрессантным эффектом, не связанным с его антиабсансной активностью [5, 30],
подтверждаются данными клиники. У пациентов с депрессивным расстройством
ни после однократного перорального приема препарата, ни после его приема в тече-
ние 2-х недель не наблюдали значимого снижения показателей депрессии по срав-
нению с плацебо [31]. Чтобы убедиться в том, что этосуксимид не может воздей-
ствовать на исполнительные функции и пищевую мотивацию безотносительно его
влияния на пик-волновую активность и поведенческие симптомы депрессии, его
предъявляли крысам Wistar, у которых отсутствовала какая-либо патология, по той
же схеме, что и крысам линии WAG/Rij.

Этосуксимид
(Suxilep, JENAPHARM, GmbH&Co, KG, Jena, Германия) – антиабсансный пре-

парат первого выбора, который подавляет как пик-волновую активность, так и
симптомы коморбидной депрессии [5]. Оптимальный способ для поддержания по-
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стоянной концентрации этого вещества в крови – пероральное потребление кры-
сами этосуксимида, который добавляли в поилки с питьевой водой. Это позволяло
эффективно блокировать ПВР в течение всего периода потребления данного пре-
парата. Доза этосуксимида составляла 300 мг/кг/день, это было достаточно для то-
го, чтобы подавить пик-волновую активность и при этом не вызвать нежелатель-
ные побочные эффекты: гипофагия, летаргия, атаксия [5, 32]. Животные потреб-
ляли этосуксимид на протяжении 17-ти дней, в течение которых производили
еженедельный контроль массы тела (взвешивание) для коррекции дозы препарата
в соответствии с возможными изменениями веса. Поилки с питьевой водой и это-
суксимидом меняли 3 раза в неделю [5].

Поведенческие тесты

В данной работе использована схема эксперимента, которая применялась в од-
ной из предыдущих работ [28] (рис. 1). Для оценки когнитивной гибкости и выяв-
ления различий в поведении между крысами линии WAG/Rij и крысами Wistar в
возрасте 2-х и 6-ти мес., а также между контрольной и экспериментальной группа-
ми 6-месячных крыс Wistar и крыс линии WAG/Rij мы использовали тест обучения
с переучиванием в сложном лабиринте и тест на тревожность и пищевую мотива-
цию (NSF). Процедура тестирования в сумме составляла 15 дней: 24 ч – пищевая
депривация, 8 сут – обучение в тесте обучения с переучиванием в сложном лаби-
ринте с пищевым подкреплением, 3-е сут – переучивание в тесте обучения с пере-
учиванием в сложном лабиринте с пищевым подкреплением, 24 ч – перерыв, 24 ч –
пищевая депривация, затем – тест на тревожность и пищевую мотивацию.

Тест обучения с переучиванием в сложном лабиринте с пищевым подкреплением.
Данную методику использовали для оценки способности животных к формирова-
нию навыка (обучение; прямая задача) и его последующей переделке (переучива-
ние; обратная задача). Экспериментальная установка “сложный лабиринт” пред-
ставляет собой квадратную камеру размером 60 × 60 × 25 см, которая была разделена
на 6 равных по ширине коридоров прозрачными перегородками (5 штук). Каждая
из перегородок была снабжена небольшим отверстием прямоугольной формы, ко-
торое могло находиться либо в крайнем правом положении – на 10 см от правой
стенки лабиринта, либо в крайнем левом – на 10 см от левой стенки. За перегород-
кой с одним вариантом расположения отверстия следовала перегородка с противо-
положным вариантом расположения. Такое устройство “сложного лабиринта”
позволяло оценить способность животного к решению пространственной задачи –
пройти от первого, стартового, отсека лабиринта до шестого, “целевого”, по этой,
единственно возможной зигзагообразной траектории. В целевом отсеке животно-
му предъявляли пищевое подкрепление – один стандартный сахарозный шарик
(sugar dustless precision pellets), 45 мг (“BioServ”, Frenchtown, NJ, США). С целью
угашения ориентировочно-исследовательской реакции и для установления пер-
вичной ассоциации между обстановкой лабиринта и получением в нем пищевого
подкрепления, крыс адаптировали к условиям эксперимента. С этой целью после
однодневной пищевой депривации крыс на 15 мин помещали в “сложный лаби-
ринт”, во всех отсеках которого были равномерно разложены сахарозные шарики.
Далее на протяжении всего времени тестирования в сложном лабиринте с пище-
вым подкреплением крысам давали корм в домашней клетке один раз в день после
окончания опыта. Количество корма было не ограничено, но животные могли по-
треблять его только в течение 10 мин, вода присутствовала в клетке постоянно.
Массу тела крыс контролировали с тем, чтобы в ходе пищевой депривации их мас-
са снизилась не более, чем на 20% от исходной, что является необходимым, когда
животных подвергают пищевой депривации.
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Полное прохождение лабиринта по траектории, заданной расположениями от-
верстий в перегородках, в течение 3-х мин называли “правильной реакцией”. Еже-
дневно крыс сажали в лабиринт 5 раз подряд по 3 мин до достижения критерия
обученности: воспроизведение крысой 4-х правильных реакций из 5-ти попыток
при условии, что она смогла повторить этот результат на следующий день. После
достижения критерия обученности перегородки лабиринта переворачивали зер-
кально, таким образом, что отверстие, которое было в крайнем правом положении,
становилось в крайнее левое положение и наоборот. Пищевое подкрепление по-
прежнему находилось в “целевом” отсеке лабиринта. Животных переучивали (re-
versal learning) с уже привычного способа прохождения лабиринта по зигзагообраз-
ной траектории на иной навык – по пространственно зеркальной траектории.
Крысы выполняли обратную задачу до достижения того же критерия обученности.

Рис. 1. День достижения критерия обученности при выполнении прямой (a) и обратной (c) задачи в
сложном лабиринте и латентный период взятия пищевого подкрепления при выполнении прямой (b) и
обратной (d) задачи. WS – крысы Wistar, потреблявшие воду (контрольная группа), WR – крысы линии
WAG/Rij, потреблявшие воду (контрольная группа), WS-ETX – 6-месячные крысы Wistar, потребляв-
шие ETX (экспериментальная группа), WR-ETX – 6-месячные крысы линии WAG/Rij, потреблявшие
ETX (экспериментальная группа). ETX – этосуксимид (300 мг/кг/день, в течение 17 дней). **p < 0.01,
***p < 0.001 – у 6-месячных WR по сравнению с WS того же возраста. xx р < 0.01, xxxр < 0.001 – у 6-месяч-
ных крыс по сравнению с 2-месячными. #р < 0.05, ###р < 0.001 - у экспериментальной группы WR по
сравнению с контрольной.
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После посадки животного в стартовый, ближайший к экспериментатору, отсек
камеры регистрировали следующие показатели:

1) день достижения критерия обученности (скорость обучения) – порядковый
номер того дня, когда крыса впервые выполнила 4 правильных реакций из 5-ти по-
пыток и смогла повторить этот результат на следующий день;

2) среднее время реакции – латентный период достижения и взятия подкрепле-
ния. Оба показателя оценивали отдельно для прямой (обучение) и обратной (пере-
учивание) задачи.

3) число ошибок – отклонения от “правильной” траектории движения, когда
крыса после прохождения отверстия в перегородке в очередной отсек камеры сво-
рачивает в “неправильную” сторону;

4) число стоек и коротких эпизодов груминга.
Тест на тревожность и пищевую мотивацию (novelty suppressed feeding test, NSF).

Тест NSF направлен на оценку баланса уровня пищевой мотивации и мотивации
страха (тревоги) животных [29, 33]. Крыс на 10 мин помещали в новое незнакомое
“Открытое поле” (d = 80 см), в центре которого находилось пищевое подкрепление –
1 сахарозный шарик, уже знакомый животному по предыдущему тесту (обучение с
переучиванием в сложном лабиринте с пищевым подкреплением). Регистрировали
латентный период нахождения и поедания пищевого подкрепления в “Открытом
поле”.

После изъятия крысы из незнакомого “Открытого поля” ее на 10 мин возвраща-
ли в домашнюю клетку, в которой находилось заранее взвешенное количество
привычного для нее корма. Регистрировали количество корма в граммах, съеден-
ное в домашней клетке [28, 29, 33].

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных осуществляли с помощью пакета статистиче-

ских программ STATISTICA 6.0. Для каждого исследуемого показателя определяли
наличие выбросов по критерию Граббса (Grubb’s test). Если экстремальные значе-
ния не выходили за пределы, допустимые для нормального распределения, то при-
меняли дисперсионный анализ (ANOVA). Результаты ANOVA контролировали с ис-
пользованием непараметрического аналога ANOVA – Kruskal–Wallis H test (one-way
ANOVA by ranks) и критерия Манна–Уиттни (Mann–Whitney U test). Для оценки
значимости факторов “возраст” и “линия крыс” использовали двухфакторный
дисперсионный анализ (two-way ANOVA). Для оценки значимости факторов “ли-
ния крыс” и “этосуксимид” у 6-месячных крыс линии WAG/Rij и крыс Wistar так-
же использовали двухфакторный дисперсионный анализ (two-way ANOVA). Опре-
деление различий между средними значениями показателей проводили по post-hoc
критерию Ньюмена–Кеулса (Newman–Keuls test). Связь между показателями оце-
нивали по коэффициенту корреляции Пирсона.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Тест сложного лабиринта с пищевым подкреплением
 Тестирование в сложном лабиринте включало в себя выполнение прямой (обу-

чение) и обратной (переучивание) задач.
Для показателя “день достижения критерия обученности” при выполнении пря-

мой задачи показана высокая значимость факторов “возраст” (F(1, 30) = 35.2, p < 0.001) и
“линия крыс” (F(1, 30) = 23.7, p < 0.001). По данным двухфакторного дисперсион-
ного анализа по этому показателю между крысами Wistar и крысами линии
WAG/Rij отсутствовали различия в возрасте 2-х мес. (F(1, 15) = 0.001, p = 0.98). По
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данным однофакторного дисперсионного анализа Краскела–Уоллиса, межлиней-
ные различия у 2-месячных животных также отсутствуют (H(1, 17) = 1.32, p = 0.25).
Однако в возрасте 6-ти мес. скорость обучения у контрольных крыс линии
WAG/Rij была значимо меньше по сравнению с контрольными крысами Wistar
(F(1, 15) = 44.1, p < 0.001). Однофакторный дисперсионный анализ Краскела–Уол-
лиса подтверждает наличие значимых межлинейных различий по этому показате-
лю в возрасте 6-ти мес. (H(1, 17) = 11.9, p < 0.001) (рис. 1a). Как 2-месячные крысы
Wistar (3.9 ± 0.4 дня), так и 2-месячные крысы линии WAG/Rij (3.9 ± 0.3 дня) быст-
рее достигают критерия обученности при выполнении прямой задачи, чем 6-ме-
сячные крысы Wistar (4.2 ± 0.3 дня) и 6-месячные крысы линии WAG/Rij, которые
не потребляли этосуксимид (7.6 ± 0.3 дня) соответственно (рис. 1a). Различия по
данному показателю между 2- и 6-месячными контрольными крысами линии
WAG/Rij достигали уровня статистической значимости (F(1, 16) = 106.2, p < 0.001);
H(1, 18) = 14.2, p < 0.001) и оставались на уровне тенденции между 2- и 6-месячными
контрольными крысами Wistar (F(1, 14) = 0.39, p = 0.54); H(1, 16) =1.11, p = 0.32) (рис. 1a).

Согласно однофакторному ANOVA, у крыс линии WAG/Rij, которые принима-
ли этосуксимид, скорость обучения была больше по сравнению с контрольными
животными той же линии (F (1, 15) = 6.9, р = 0.02), потреблявшими воду. Данные
дисперсионного анализа Краскела–Уоллиса (H(2, 20) = 9.02, p = 0.01) подтвержда-
ют данные ANOVA. В отличие от межлинейных различий по этому показателю
между контрольными группами животных (7.5 ± 0.4 день, WAG/Rij; 4.2 ± 0.4 день, Wis-
tar), различия между экспериментальными крысами линии WAG/Rij (5.7 ± 0.4 день) и
Wistar (5.1 ± 0.5 день), которые потребляли этосуксимид, были незначимыми
(F(1, 13) = 0.59, р = 0.46); H(1, 15) = 0.69, p = 0.41) (рис. 1a). При обучении день
достижения критерия обученности у экспериментальной группы крыс линии
WAG/Rij не отличался от данного показателя у контрольной группы крыс Wistar
(F(1, 14) = 1.09, р = 0.26); H(1, 15) = 0.69, p = 0.41). Препарат не оказывал значи-
мого влияния на день достижения критерия обученности у крыс Wistar (F(1, 13) = 2.37,
р = 0.15); (H(1, 15) = 1.92, р = 0.16) (рис. 1a).

Для среднего времени реакции значимым по данным двухфакторного дисперси-
онного анализа являлись оба фактора – “возраст” (F (1, 30) = 57.2, р < 0.001) и “ли-
ния крыс” (F (1, 30) = 18.1, p < 0.001). Статистически значимых отличий данного
показателя не было установлено у 2-месячных крыс линии WAG/Rij по сравнению
с крысами Wistar аналогичного возраста (F(1, 15) = 3.8, p = 0.07) (рис.1b). В возрасте
6-ти месяцев наблюдали статистически значимые различия между крысами линии
WAG/Rij и крысами Wistar (F(1, 15) = 66.4, p < 0.001): показатель “латентный пери-
од взятия подкрепления” был больше у крыс линии WAG/Rij (79.1 ± 4.0 c), чем у
крыс Wistar (32.1 ± 4.2 с) (рис. 1b). У 2-месячных крыс Wistar (29.9 ± 4.2 с) и
2-месячных крыс линии WAG/Rij (18.3 ± 4.0 c) среднее время реакции было мень-
ше, чем у 6-месячных крыс Wistar (32.1 ± 4.2 с) и 6-месячных крыс линии WAG/Rij
(79.1 ± 4.0 c) соответственно (рис. 1b). Различия по данному показателю между
2-месячными и 6-месячными животными достигали уровня статистической значи-
мости только у крыс линии WAG/Rij (F(1, 16) = 185.7, p < 0.001), но не у крыс Wistar
(F(1, 14) = 0.09, p = 0.77) (рис. 1b).

У крыс линии WAG/Rij с этосуксимидом (31.0 ± 4.1 с) по сравнению с контроль-
ными животными той же линии (79.1 ± 4.0 c) показатель “латентный период взятия
подкрепления” был меньше (F (1, 15) = 51.5, р < 0.001). В отличие от существенных
различий по данному показателю между крысами линии WAG/Rij и крысами Wistar,
потреблявшими воду, значимых различий между крысами линии WAG/Rij (31.0 ± 4.1 с)
и крысами Wistar (32.7 ± 4.4 с), потреблявшими этосуксимид, не наблюдали (F (1, 13) =
= 0.19, р = 0.67) (рис.1b). Препарат не оказывал значимого влияния на среднее вре-
мя реакции у крыс Wistar (F (1, 13) = 0.36, р = 0.56) (рис. 1b).
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При выполнении обратной задачи, то есть при переделке навыка отыскания
подкрепления в сложном лабиринте, животные демонстрировали похожий на пря-
мую задачу паттерн поведения. Для дня достижения критерия обученности показа-
на высокая значимость обоих факторов – “возраст” (F(1, 30) = 6.5, p < 0.05) и “ли-
ния крыс” (F(1, 30) = 6.4, p < 0.05). По данным однофакторного дисперсионного
анализа по данному показателю между крысами линии WAG/Rij и крысами Wistar
различия в возрасте 2-х месяцев отсутствуют (F(1, 15) = 1.13, p = 0.30). Отсутствие меж-
линейных различий по показателю “день достижения критерия обученности” у 2-ме-
сячных животных подтверждает однофакторный дисперсионный анализ Краскела–
Уоллиса (H(1, 17) =1.12, p = 0.29). Однако в возрасте 6-ти месяцев скорость пере-
учивания у крыс линии WAG/Rij была значимо меньше по сравнению с крысами
Wistar согласно данным однофакторного дисперсионного анализа (F(1, 15) = 10.3,
p < 0.01). Односторонний дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса также свиде-
тельствует о межлинейных различиях по данному показателю в возрасте 6-ти меся-
цев (H(1, 17) = 5.81, p < 0.05) (рис. 1с). 2-месячные крысы линии WAG/Rij (2.0 ± 0.1 день)
переучивались быстрее, чем 6-месячные крысы линии WAG/Rij (2.7 ± 0.2 день), и
различия по показателю “день достижения критерия обученности” между 2-месяч-
ными и 6-месячными животными данной линии достигали уровня статистической
значимости (F(1, 16) = 8.0, p = 0.01); (H(1, 18) = 6.43, p < 0.001) (рис. 1с). Между 2-ме-
сячными (2.1 ± 0.1) и 6-месячными крысами Wistar (2.0 ± 0.1) не было значимых от-
личий по этому показателю (F(1, 14) = 1.00, p = 0.33); (H(1, 16) =1.00, p = 0.32) (рис. 1с).

При выполнении обратной задачи крысы линии WAG/Rij, которые потребля-
ли этосуксимид, переучивались быстрее, чем крысы линии WAG/Rij, которые
потребляли воду (F (1, 15) = 23.2, р < 0.001) (рис. 1с). Данные
однофакторного дисперсионного анализа Краскела–Уоллиса подтверждают разли-
чия между экспериментальной и контрольной группой крыс линии WAG/Rij
(H(2, 20) = 9.01, p < 0.05). Не наблюдали значимых различий у крыс линии
WAG/Rij с этосуксимидом по сравнению с аналогичной группой крыс Wistar
(F (1, 13) = 0.24, р = 0.63); (H(2, 20) =9.02, p = 0.01) (рис. 1с). При переучивании
день достижения критерия обученности у экспериментальной группы крыс ли-
нии WAG/Rij не отличался от данного показателя у контрольной группы крыс
Wistar (F (1, 14) = 1.09, р = 0.26); H(1, 15) =0.25, p = 0.62). Прием препарата не
оказал значимого влияния на день достижения критерия обученности у экспе-
риментальной группы крыс Wistar по сравнению с контрольной (F (1, 13) = 1.16, р =
= 0.30); H(1, 15) =1.14, p = 0.28) (рис.  1с).

Двухфакторный дисперсионный анализ показал, что факторы “линия крыс”
(F(1, 30) = 0.162, p > 0.05) и “возраст” (F(1, 30) = 3.2, p > 0.05) не оказывали стати-
стически значимого влияния на латентный период взятия подкрепления при пере-
учивании. Статистически значимых различий по данному показателю не было об-
наружено у крыс линии WAG/Rij (26.8 ± 7.2 с) по сравнению с крысами Wistar (27.4 ± 7.7 с)
в возрасте 2 мес. (F(1, 15) = 0.001, p = 0.97) (рис. 1d). Различий по среднему времени
реакции не было обнаружено также у 6-месячных животных по сравнению с 2-ме-
сячными: (F(1, 16) = 1.90, p = 0.19) – для крыс линии WAG/Rij, (F(1, 14) = 2.11, p =
= 0.17) – для крыс Wistar (рис. 1d). При этом в возрасте 6-ти месяцев, по данным
двухфакторного дисперсионного анализа, этот показатель у контрольной группы
крыс линии WAG/Rij по сравнению с контрольной группой крыс Wistar был боль-
ше. Однако это различие проявлялось на уровне тенденции, не достигая уровня
статистической значимости, и post hoc сравнение по критерию Ньюмана–Кеулса
подтвердило отсутствие статистической значимости (p = 0.07). Однако однофак-
торный дисперсионный анализ выявил факт наличия статистической значимости,
и латентный период взятия подкрепления у контрольной группы крыс линии
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WAG/Rij (43.9 ± 7.2 с) по сравнению с контрольной группой крыс Wistar (16.4 ± 7.7 с)
был значимо больше (F(1, 15) = 50.7, p < 0.01) (рис. 1d).

При переделке навыка отыскания подкрепления в сложном лабиринте (обрат-
ная задача) у крыс линии WAG/Rij, которые потребляли этосуксимид, среднее
время реакции было меньше по сравнению с контрольной группой (F (1, 15) = 71.2,
р < 0.001) (рис. 1d). В отличие от значимых различий по данному показателю между
крысами линии WAG/Rij (43.9 ± 7.3 с) и Wistar (16.4 ± 7.7 с), потреблявших воду,
различия между крысами линии WAG/Rij (16.7 ± 2.3 с) и Wistar (16.4±7.7 с), потреб-
лявших этосуксимид, значимые различия отсутствовали (F (1, 13) = 0.31, р = 0.59)
(рис. 1d). Препарат не оказал значимого влияния на скорость выполнения обрат-
ной задачи у крыс Wistar (F (1, 13) = 0.40, р = 0.53) (рис. 1d).

Латентный период взятия пищевого подкрепления определяется общим време-
нем, которое крысы проводят в экспериментальной установке “сложный лаби-
ринт”. С общим временем, которое крысы проводят в лабиринте, связаны такие
показатели, как число стоек и число ошибок, которые могут говорить об “отвле-
чении” животных от решения задачи – получение пищевого подкрепления в це-
левом отсеке лабиринта. Число ошибок (F(1, 15) = 0.08, p = 0.77) и число стоек
(F(1, 15) = 0.40, p = 0.54) были практически одинаковыми у крыс линии WAG/Rij и
крыс Wistar в возрасте 2-х мес., так же как и латентный период взятия подкрепления
(прямая и обратная задачи) (рис. 2a, b). По данным однофакторного дисперсион-

Рис. 2. Число стоек (a), ошибок (b) и коротких эпизодов груминга (c) в сложном лабиринте. WS – кры-
сы Wistar, потреблявшие воду (контрольная группа), WR – крысы линии WAG/Rij, потреблявшие воду
(контрольная группа), WS-ETX – 6-месячные крысы Wistar, потреблявшие ETX (экспериментальная
группа), WR-ETX – 6-месячные крысы линии WAG/Rij, потреблявшие ETX (экспериментальная груп-
па). ETX – этосуксимид (300 мг/кг/день, в течение 17 дней). * р < 0.05, *** р < 0.001 – у 6-месячных WR
по сравнению с WS того же возраста. xx р < 0.01 – у 6-месячных крыс по сравнению с 2-месячными.
###р < 0.001 – у экспериментальной группы WR по сравнению с контрольной.
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ного анализа Краскела–Уоллиса также отсутствуют межлинейные различия у 2-ме-
сячных животных по числу ошибок (H(1, 17) = 0.04, p = 0.83). Однако в возрасте
6-ти мес. как число ошибок (F(1, 15) = 41.3, p < 0.001), так и число стоек (F(1, 15) =
15.1, p < 0.01) у крыс линии WAG/Rij были больше по сравнению с крысами Wistar
аналогичного возраста (рис. 2a, b). Однофакторный дисперсионный анализ Крас-
кела–Уоллиса подтверждает межлинейные различия по числу стоек в возрасте 6-ти
месяцев (H(1, 17) =11.89, p < 0.001). У крыс линии WAG/Rij число стоек в возрасте
6-ти мес. статистически значимо не отличалось от данного показателя в возрасте
2-х мес. (F(1, 16) = 0.43, p = 0.52 (рис. 2a). У крыс Wistar в возрасте 6-ти мес. число
стоек было меньше, чем в 2-месячном возрасте (F(1, 14) = 13.2, p = 0.003) (рис. 2a).
Число ошибок у 6-месячных крыс линии WAG/Rij было больше по сравнению с
2-месячными животными той же линии (F(1, 16) = 13.2, p < 0.01); (H(1, 18) = 7.65,
p < 0.01) (рис. 2b). У крыс Wistar число ошибок было меньше в возрасте 6-ти мес. по
сравнению с 2-месячным возрастом, однако это различие не достигало уровня ста-
тистической значимости (F(1, 14) = 2.61, p = 0.13); (H(1, 16) =1.97, p = 0.16) (рис. 2 b).
У крыс Wistar не наблюдали возрастных различий по числу стоек (F(1, 14) = 2.61,
p = 0.13).

У крыс линии WAG/Rij с этосуксимидом число стоек было значимо меньше по
сравнению с контрольной группой (F (1, 15) = 79.2, р < 0.001); по сравнению с кры-
сами Wistar, которые потребляли этосуксимид, у экспериментальной группы крыс
линии WAG/Rij отличий не было (F (1, 13) = 0.55, р = 0.52) (рис. 2a). Между группа-
ми крыс Wistar, которые потребляли антиабсансный препарат, и крысами Wistar,
которые потребляли воду, различий по числу стоек не обнаружено (F (1, 13) = 0.74,
р = 0.41) (рис. 2a).

У группы крыс линии WAG/Rij, которые потребляли этосуксимид, число оши-
бок в сложном лабиринте было меньше по сравнению с контрольными животными
той же линии (F (1, 15) = 33.9, р < 0.001). Данные однофакторного дисперсионного
анализа Краскела–Уоллиса подтверждают различия между экспериментальной и
контрольной группой крыс линии WAG/Rij (H(2, 20) = 13.06, p < 0.01). В отличие
от различий между контрольными группами крыс линии WAG/Rij и крыс Wistar
различия между экспериментальными группами крыс линии WAG/Rij и крыс Wistar,
отсутствовали (F (1, 13) = 0.16, р = 0.70); (H(1, 15) =0.11, p = 0.72) (рис. 2b). Препарат не
оказывал значимого влияния на число ошибок у крыс Wistar (F (1, 13) = 0.91, р = 0.40);
H(1, 15) = 0.17, p = 0.68) (рис. 2b).

Число коротких эпизодов груминга у крыс линии WAG/Rij было значимо больше,
чем у крыс Wistar как в возрасте 2-х месяцев (F(1, 15) = 5.62, p = 0.03), так и в воз-
расте 6-ти мес. (F(1, 15) = 42.4, p < 0.001) (рис. 2c). Число коротких эпизодов гру-
минга у 6-месячных крыс линии WAG/Rij было больше, чем у 2-месячных живот-
ных этой линии (F(1, 16) = 12.2, p < 0.01) (рис. 2c). У крыс Wistar возрастных разли-
чий по данному показателю не выявлено (F(1, 14) = 0.21, p = 0.65) (рис. 2c).

У крыс линии WAG/Rij, которые принимали этосуксимид, число коротких эпи-
зодов груминга было значимо меньше (F (1, 15) = 52.7, р < 0.001), чем у животных
той же линии, потреблявших воду (рис. 2c). Между крысами линии WAG/Rij и
крысами Wistar, потреблявшими этосуксимид, значимые различия по данному по-
казателю отсутствовали (F (1, 13) = 0.83, р = 0.38) (рис. 2c). Препарат не оказывал
значимого влияния на число коротких эпизодов груминга у крыс Wistar (F (1, 13) = 0.91,
р = 0.40) (рис. 2c).

Cреднее время реакции (латентный период взятия подкрепления) при обучении
у крыс линии WAG/Rij положительно коррелировало с числом стоек (r = 0.67,
p < 0.05) (рис. 3a) и числом ошибок (r = 0.76, p < 0.05) (рис. 2b). При переучивании
также были обнаружены значимые положительные корреляции между средним
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временем реакции и числом стоек (r = 0.58, p < 0.05) (рис. 3c) и числом ошибок (r = 0.65,
p < 0.05) (рис. 3d).

Тест на тревожность и пищевую мотивацию

Латентный период нахождения пищи в условиях новой обстановки является по-
казателем, отражающим конфликт пищевой и оборонительной мотивации живот-
ных. Для этого показателя значимым по данным двухфакторного дисперсионного ана-
лиза являлся фактор “возраст” (F (1, 30) = 7.52, р = 0.01), незначимым – фактор “ли-
ния крыс” (F (1, 30) = 3.03, p = 0.09). В возрасте 2-х мес. у крыс линии WAG/Rij
данный показатель (186.6 ± 32.3 с) статистически значимо не отличался от анало-
гичного показателя у крыс Wistar (172.6 ± 34.3 с) (F(1, 15) = 0.04, p = 0.84) (рис. 4a).
В возрасте 6-ти мес. латентный период нахождения пищевого подкрепления у
крыс линии WAG/Rij (139.2 ± 32.3 с) был больше по сравнению с крысами Wistar
аналогичного возраста (36.4 ± 34.3 с) (F(1, 15) = 78.1, p < 0.001) (рис. 4a). Данный
показатель у 6-месячных крыс линии Wistar был меньше, чем у 2-месячных крыс
этой же линии (F(1, 14)=16.8, p < 0.01) (рис. 4a). У крыс линии WAG/Rij различий
между 6-месячными и 2-месячными животными по латентному периоду нахожде-
ния пищевого подкрепления не обнаружено (F(1, 16) = 0.71, p = 0.41) (рис. 4a).

У крыс линии WAG/Rij, которые потребляли этосуксимид (28.9 ± 7.5 с), латентный
период достижения пищевого подкрепления был меньше (F (1, 15) = 97.3, p < 0.001),

Рис. 3. Связь между латентным периодом взятия пищевого подкрепления и числом стоек и ошибок в
сложном лабиринте. По оси абсцисс – латентный период взятия подкрепления при обучении (a, b) и
переучивании (c, d), по оси ординат – число стоек (a, c) и ошибок (b, d). Коэффициенты корреляции
Пирсона: (a) – r = 0.67, p < 0.05. (b) – r = 0.76, p < 0.05. (c) – r = 0.58, p < 0.05. (d) – r = 0.65, p < 0.05.
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чем у животных той же линии, которые потребляли воду, и не отличался от таково-
го у экспериментальной группы крыс Wistar (42.1 ± 8.0 с) (F (1, 13) = 2.11, р = 0.17)
(рис. 4a). Между группами крыс Wistar, которые потребляли препарат, и крысами
Wistar, потреблявшими воду, различий по латентному периоду взятия подкрепле-
ния не выявлено (F (1, 13) = 0.34, р = 057) (рис. 4a).

Количество корма, съеденное в домашней клетке, отражает собственно пище-
вую мотивацию животных. Для веса съеденного корма по данным двухфакторного
дисперсионного анализа незначимыми являются как фактор “возраст” (F (1, 30) =
= 2.59, р = 0.12), так и фактор “линия крыс” (F (1, 30) = 0.004, p = 0.95). Примеча-
тельно, что в возрасте 2-х месяцев этот показатель у крыс линии WAG/Rij (3.7 ± 0.2 г)
был больше по сравнению с крысами Wistar аналогичного возраста (1.9 ± 0.2 г)
(F(1, 15) = 30.5, p < 0.001) (рис. 4b). В возрасте 6 месяцев, напротив, количество
корма, съеденное в домашней клетке, у крыс линии WAG/Rij (2.3 ± 0.2 г) было
меньше по сравнению с крысами Wistar аналогичного возраста (4.0 ± 0.2 г) (F(1, 15) =
= 41.8, p < 0.001) (рис. 4b). Вес съеденного корма у 6-месячных крыс Wistar был
больше, чем у 2-месячных животных той же линии (F(1, 14) = 42.1, p < 0.001). И, на-
против, данный показатель у 6-месячных крыс линии WAG/Rij был меньше, чем у
2-месячных крыс той же линии (F(1, 16) = 27.6, p < 0.001) (рис. 4b).

У крыс линии WAG/Rij, которые принимали этосуксимид (3.5 ± 0.2 г), вес съе-
денного пищевого подкрепления был больше (F (1, 15) = 21.9, p < 0.001), чем у кон-
трольных животных той же линии (2.3 ± 0.2 г) (рис. 4b). Отличий от крыс Wistar,
которые принимали этосуксимид (F (1, 13) = 0.43, р = 0.52), не обнаружено. Между
экспериментальной (3.3 ± 0.2 г) и контрольной (4.0 ± 0.2 г) группами крыс Wistar
различий по данному показателю также не выявлено (F (1, 13) = 2.11, р = 0.07) (рис. 4b).

Обнаружены значимые отрицательные корреляции между средним временем
реакции (латентным периодом взятия пищевого подкрепления) при выполнении
обратной задачи в сложном лабиринте и количеством пищи, потребляемой в до-
машней клетке в тесте NSF (r = 0.83, p < 0.05) (рис. 5a). Установлена положитель-
ная корреляция между днем достижения критерия обученности при выполнении
прямой задачи в сложном лабиринте и латентным периодом нахождения пищи в
тесте NSF (r = 0.46, p < 0.05) (рис. 5b).

Рис. 4. Латентный период подхода к пище в незнакомом открытом поле (a) и количество пищи, съеден-
ное в домашней клетке (b) в тесте NSF. WS - крысы Wistar, потреблявшие воду (контрольная группа),
WR – крысы линии WAG/Rij, потреблявшие воду (контрольная группа), WS-ETX – 6-месячные крысы
Wistar, потреблявшие ETX (экспериментальная группа), WR-ETX – 6-месячные крысы линии WAG/Rij,
потреблявшие ETX (экспериментальная группа). *** p < 0.001 – у WR по сравнению с WS. xx р < 0.01,
xxxр < 0.001 – у 6-месячных крыс по сравнению с 2-месячными. ### р < 0.001 – у опытной группы WR по
сравнению с контрольной.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При выполнении прямой и обратной задачи в сложном лабиринте крысы линии
WAG/Rij в возрасте 2-х мес. не отличались от крыс Wistar аналогичного возраста ни
по дню достижения критерия обученности, ни по латентному периоду достижения
целевого отсека камеры. Эти данные согласуется с данными, полученными в на-
шей предыдущей работе. Так, в тесте распознавания нового объекта у 2-месячных
крыс линии WAG/Rij по сравнению с крысами Wistar аналогичного возраста нару-
шения эпизодической памяти отсутствовали: индекс распознавания нового объек-
та у крыс линии WAG/Rij значимо не отличался от аналогичного показателя у крыс
Wistar [6, 7]. В возрасте 2-х месяцев у крыс линии WAG/Rij еще отсутствуют выра-
женные ПВР на ЭЭГ [26, 27]. Кроме того, ранее было показано, что в тесте прину-
дительного плавания значимых различий по длительности иммобильности между
2-месячными крысами линии WAG/Rij и Wistar не выявлено, что говорит об отсут-
ствии симптомов депрессии в поведении у крыс линии WAG/Rij в возрасте 2-х ме-
сяцев [13]. Таким образом, в том возрасте, когда у крыс линии WAG/Rij еще нет
симптомов абсанс-эпилепсии [26, 27] и коморбидной депрессии [13], отсутствуют
нарушения эпизодической памяти [6, 7], а также нарушения обучения и когнитив-
ной гибкости, о чем свидетельствуют данные настоящей работы.

В настоящей работе нами получены данные, указывающие на наличие дефицита
обучения и когнитивной гибкости, коморбидного депрессивно-подобного поведе-
ния, у 6-месячных крыс линии WAG/Rij. В этом возрасте при обучении навыку
отыскания подкрепления в сложном лабиринте (прямая задача) крысы линии
WAG/Rij в 1.8 раз медленнее достигали критерия обученности, чем крысы Wistar
(рис. 1a). Время реакции (латентный период взятия подкрепления) при этом было
в 2.5 раза больше у 6-месячных крыс линии WAG/Rij по сравнению с контрольны-
ми крысами Wistar (рис. 1b). С переделкой навыка (обратная задача) крысы линии
WAG/Rij также справились хуже, чем крысы Wistar: крысы линии WAG/Rij в 1.4 раз
медленнее достигали критерия обученности (рис. 1c) и в 2.7 раз дольше выполняли
пищедобывательную реакцию по сравнению с крысами Wistar (рис. 1d). Эти дан-
ные согласуются с результатами, полученными ранее в аналогичных условиях экс-
перимента. Так, скорость обучения при выполнении прямой и обратной задачи в

Рис. 5. (a) – связь между латентным периодом взятия подкрепления при выполнении обратной задачи в
сложном лабиринте и количеством пищи, потребляемой в домашней клетке в тесте NSF. По оси абс-
цисс – латентный период взятия пищевого подкрепления при переучивании, по оси ординат – количе-
ство пищи, потребляемой в домашней клетке. (b) – связь между днем достижения критерия обученности
при выполнении прямой задачи в сложном лабиринте и латентным периодом подхода к пище в условиях
новой обстановки в тесте NSF. По оси абсцисс – день достижения критерия обученности при выполне-
нии прямой задачи в сложном лабиринте, по оси ординат – латентный период подхода к пище в незнако-
мом открытом поле. Коэффициенты корреляции Пирсона: (a) – r = 0.83, p < 0.05. (b) – r = 0.46, p < 0.05.
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“сложном лабиринте” была значимо меньше, а время реакции, напротив, было
значимо больше у крыс опытной группы (WAG/Rij) по сравнению с контрольной
(Wistar) [28].

Сходные с крысами линии WAG/Rij нарушения исполнительных функций были
обнаружены при инструментальном научении крыс линии GAERS распознаванию
зрительных стимулов с пищевым подкреплением [34]. После того, как животные
обучились прямой задаче – получать пищевое подкрепление в ответ на определен-
ный визуальный стимул, начиналась фаза реверсивного обучения (переделки на-
выка), когда “правильный” и “неправильный” стимулы менялись местами. Было по-
казано, что крысы линии GAERS медленнее обучались как прямой (только самцы),
так и обратной задаче (и самцы, и самки) по сравнению с контролем (животные, у
которых отсутствовали ПВР). Так, животным с абсансными ПВР требовалось
больше времени на адаптацию к условиям эксперимента, они делали больше оши-
бок в тесте по сравнению с контролем [34]. Таким образом, можно говорить о том,
что дефицит когнитивной гибкости, который демонстрируют крысы линии
GAERS [34] и крысы линии WAG/Rij является характерной особенностью экспе-
риментальных моделей абсанс-эпилепсии.

Обучение животных прямой и обратной задаче по данной методике также про-
водилось на каинатной модели височной эпилепсии у крыс Wistar. Однако даже по
сравнению с крысами линии GAERS, животные, которые подвергались воздей-
ствию каиновой кислоты, менее успешно обучались как инструментальному навы-
ку (прямая задача), так и его переделке (обратная задача); 60% из них вообще не
достигали критерия обученности даже при обучении исходному навыку. Успех
обучения (прямая задача) зависит от способности животного ассоциировать сти-
мул с пищевым вознаграждением и помнить об этом в течение нескольких экспе-
риментальных дней, успех переучивания (обратная задача) зависит от способности
животного к торможению ранее выработанной реакции и быстрому научению но-
вому инструментальному навыку [35].

У крыс линии WAG/Rij, которые потребляли этосуксимид, скорость достиже-
ния критерия обученности была больше (рис. 1a, c), а латентный период достиже-
ния целевого отсека камеры был меньше (рис. 1b, d) как при обучении навыку
отыскания подкрепления в сложном лабиринте (прямая задача), так и при выпол-
нении этой задачи в условиях зеркально перевернутых перегородок с отверстиями
(обратная задача) по сравнению с контрольными животными той же линии. Други-
ми словами, данный антиабсансный препарат улучшает выполнение как прямой,
так и обратной задачи у крыс линии WAG/Rij. Это говорит о том, что этосуксимид
положительно влияет на обучение и память, а также улучшает когнитивную гиб-
кость – важный компонент исполнительных функций. Эти данные согласуются с
результатами наших предыдущих работ, в которых было показано, что этосукси-
мид улучшает как кратковременную, так и долговременную эпизодическую память
в тесте распознавания нового объекта [6, 7].

Такой показатель, как время реакции (латентный период взятия подкрепления),
отражает скорость воспроизведения выученной реакции и определяется общим
временем, которое крысы проводят в сложном лабиринте. С общим временем,
проведенным животным в сложном лабиринте, связано число стоек и число оши-
бок. Они являются косвенным показателем внимания (избирательная направлен-
ность на достижение пищевого подкрепления, расположенного в целевом отсеке
камеры) и могут говорить об “отвлечении” животных от выполнения задачи. Дру-
гими словами, чем больше латентный период взятия подкрепления – общее время,
за которое крысы проходят лабиринт, тем больше они успевают выполнить стоек и
тем больше совершают ошибок. Подобное предположение подтверждается корре-
ляционным анализом: среднее время реакции при обучении у крыс линии
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WAG/Rij положительно коррелировало с числом стоек (r = 0.67, p < 0.05) (рис. 3a) и
числом ошибок (r = 0.76, p < 0.05) (рис. 3b). При переучивании также были обнару-
жены значимые положительные корреляции между средним временем реакции и
числом стоек (r = 0.58, p < 0.05) (рис. 3c), а также числом ошибок (r = 0.65, p < 0.05)
(рис. 3d).

В данной работе было установлено отсутствие отличий числа стоек и ошибок в
лабиринте между крысами линии WAG/Rij и крысами Wistar в возрасте 2-х мес.
(рис. 2a, b). Это указывает на нормальное воспроизведение выученной реакции у
крыс линии WAG/Rij в том возрасте, когда отсутствуют выраженная пик-волновая
активность и признаки депрессивно-подобного поведения [13, 26, 27]. В возрасте
6-ти мес., когда пик-волновая активность и депрессивно-подобная симптоматика
отчетливо выражена [1–5], число стоек и число ошибок было больше у крыс линии
WAG/Rij по сравнению с крысами Wistar, у которых отсутствовала какая-либо па-
тология (рис. 2a, b). Возможно, что большее по сравнению с “нормальными” кры-
сами Wistar число “отвлечений” у крыс линии WAG/Rij может рассматриваться как
показатель пониженной способности к концентрации внимания.

Прием этосуксимида значимо уменьшал как число стоек, так и число ошибок у
крыс линии WAG/Rij по сравнению с животными той же линии, которые получали
воду без препарата (рис. 2a, b). Это указывает на то, что антиабсансный препарат,
по всей видимости, уменьшал отвлекаемость при решении задачи, то есть улучшал
внимание у крыс линии WAG/Rij. Следствием уменьшения отвлекаемости при вы-
полнении пищедобывательной реакции, вероятнее всего, стало уменьшение общего
времени, проведенного животными в сложном лабиринте, и действительно, ла-
тентный период взятия подкрепления у экспериментальной группы крыс линии
WAG/Rij был меньше по сравнению с контрольной группой (рис. 1c, d).

В ранее проведенном исследовании в аналогичных условиях эксперимента –
“сложный лабиринт с пищевым подкреплением” – число ошибок и число стоек
также были значимо больше у крыс линии WAG/Rij по сравнению с крысами Wis-
tar [28]. С этими данными согласуются результаты ранее проведенных нами иссле-
дований распознавания нового объекта [6, 7] и социального распознавания [7] у
крыс линии WAG/Rij. Число посещений пустой части арены и полный пройден-
ный путь во время предъявления объектов для распознавания рассматривались на-
ми как показатели “отвлечения” от исследования объектов, что было интерпрети-
ровано как дефицит внимания – направленной активности животного на исследо-
вание предъявляемых объектов. В тесте распознавания нового объекта и
социального распознавания также было установлено отсутствие избирательной
направленности на исследование незнакомого объекта у крыс линии WAG/Rij по
сравнению с крысами Wistar, независимо от природы объекта – одушевленный
(тест социального распознавания) или неодушевленный (тест распознавания но-
вого объекта). Это также указывает на дефицит внимания у крыс линии WAG/Rij,
который, возможно, является одним из поведенческих симптомов депрессии, обу-
словленный дисфункцией префронтальной коры [36].

Мы предполагаем, что пониженная способность к концентрации внимания (де-
фицит внимания) у крыс линии WAG/Rij по сравнению с крысами Wistar может
быть связан с низким уровнем пищевой мотивации. Чтобы проверить эту гипотезу,
мы провели тест NSF на тревожность и пищевую мотивацию. Вес съеденного кор-
ма – количество корма, съеденного в домашней клетке, характеризует именно уро-
вень пищевой мотивации [28, 29, 33]. Установлено, что в 2 мес. вес съеденного кор-
ма у крыс линии WAG/Rij был больше по сравнению с крысами Wistar, в то время
как в 6 мес. данный показатель, напротив, был меньше у крыс линии WAG/Rij по
сравнению с крысами Wistar (рис. 4b). В возрасте 6-ти мес. более низкое по сравне-
нию с “нормальными” крысами потребление пищи в домашней клетке у крыс ли-
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нии WAG/Rij отражает низкий уровень пищевой мотивации. Данные корреляци-
онного анализа подтверждают важность вклада уровня пищевой мотивации в
успешное выполнение прямой и обратной задачи в сложном лабиринте. Так, обна-
ружены значимые отрицательные корреляции между средним временем реакции
при выполнении обратной задачи в сложном лабиринте и количеством пищи, по-
требляемой в домашней клетке в тесте NSF (r = 0.83, p < 0.05) (рис. 5a).

Помещение животного в новое для него “Открытое поле” приводит к конфлик-
ту двух мотиваций: пищевой мотивации, которая актуализируется на фоне пище-
вой депривации, предшествующей проведению теста NSF, и мотивации страха
(тревоги), вызываемой умеренным стрессогенным воздействием открытого незна-
комого и хорошо освещенного пространства, в центре которого расположено пи-
щевое подкрепление. Скорость, с которой животное достигнет этого пищевого
подкрепления, зависит от того, какая из мотиваций является преобладающей: пи-
щевая мотивация или страх, и она оценивается в данном тесте по показателю “ла-
тентный период нахождения пищи в условиях новой обстановки” [28, 29, 33].
В возрасте 2-х мес. по данному показателю у крыс линии WAG/Rij по сравнению с
крысами Wistar не было различий. Однако в возрасте 6-ти мес. латентный период
достижения пищевого подкрепления у крыс линии WAG/Rij был больше по срав-
нению с крысами Wistar аналогичного возраста (рис. 4a). Это свидетельствует либо
о сдвиге мотивационного фона у крыс линии WAG/Rij в сторону мотивации страха
(что означает повышенную тревожность), либо о пониженной пищевой мотива-
ции, которая является одним из проявлений депрессивного состояния.

На повышенную тревожность во время выполнения задач в сложном лабиринте
и тесте NSF указывает повышенное число коротких эпизодов груминга при обуче-
нии в сложном лабиринте (рис. 2с). Принято считать, что короткие (неполные) ре-
акции груминга отражают уровень тревожности [37]. Однако различий между 6-ме-
сячными крысами линии WAG/Rij и крысами Wistar аналогичного возраста в уровне
тревожности не было обнаружено ни в одном из тестов, оценивающих тревож-
ность, – свето-темнового выбора, социального взаимодействия и приподнятого
крестообразного лабиринта [1]. Повышенный по сравнению с крысами Wistar уро-
вень тревожности в тестах свето-темнового выбора и приподнятого крестообраз-
ного лабиринта проявляли только крысы линии WAG/Rij, чувствительные к аудио-
генным припадкам [1, 38]. Повышенный уровень тревожности в тестах на тревож-
ность, таких как тест “Свето-темновой выбор” и тест “Открытое поле”, был
установлен также у крыс линии WAG/Rij по сравнению с крысами Wistar только в
возрасте 2-х мес. [13].

На пониженную пищевую мотивацию у крыс линии WAG/Rij указывают: 1) бо-
лее низкое по сравнению с крысами Wistar количество корма, съеденного в домаш-
ней клетке (рис. 4b); 2) отрицательные корреляции между средним временем реак-
ции при реверсивном обучении в сложном лабиринте и количеством пищи, по-
требляемой в домашней клетке в тесте NSF (рис. 5a). Интересно также, что нами
была обнаружена положительная корреляция между латентным периодом нахож-
дения пищи в тесте NSF и днем достижения критерия обученности при выполне-
нии прямой задачи в сложном лабиринте (r = 0.46, p < 0.05) (рис. 5b). Таким обра-
зом, чем ниже уровень пищевой мотивации, тем хуже животные обучаются в слож-
ном лабиринте. Существенно, что в возрасте 2-х мес. у крыс линии WAG/Rij
наблюдали более высокое по сравнению с контролем потребление пищи в домаш-
ней клетке. Это, вероятно, отражает высокий уровень тревожности 2-месячных
животных данной линии, что подтверждают ранее полученные данные [13].

Количество пищи, потребленной в домашней клетке, было больше (рис. 5b), в
то время как латентный период ее нахождения в “Открытом поле” был меньше
(рис. 5a) у экспериментальной группы крыс линии WAG/Rij, потреблявших это-
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суксимид, по сравнению с контрольной группой крыс той же линии. У крыс линии
WAG/Rij, которые потребляли этосуксимид, число коротких эпизодов груминга
было значимо меньше, чем у животных той же линии, которые потребляли воду без
препарата (рис. 2c). Это указывает на то, что этосуксимид увеличивал уровень пи-
щевой мотивации у крыс линии WAG/Rij, то есть способствовал сдвигу мотиваци-
онного фона у крыс линии WAG/Rij в сторону преобладания пищевой мотивации
над мотивацией страха.

Отсутствие влияния этосуксимида на обучение, переучивание, внимание и пи-
щевую мотивацию у “нормальных” крыс Wistar (рис. 1, 2, 4) может свидетель-
ствовать о том, что данный препарат не обладает собственным влиянием на эти
показатели, и он улучшает их у крыс линии WAG/Rij только через подавление
пик-волновой активности.

Как у пациентов с эпилепсией, так и у больных депрессией, наблюдают гипо-
функцию дофаминергической системы мозга, которая играет ключевую роль в ме-
ханизмах подкрепления, обучения и памяти [39]. Депрессивно-подобное поведе-
ние, характерное для крыс линии WAG/Rij (пониженная исследовательская актив-
ность в тесте открытого поля, повышенная иммобильность в тесте вынужденного
плавания, пониженное потребление и предпочтение раствора сахарозы) [1–3, 5],
имеет дофамин-зависимый характер, что подтверждено фармакологическим ана-
лизом [2].

Реверсивное обучение в сложном лабиринте, использованное в данной работе,
является дофамин-зависимым процессом. С одной стороны, дофамин опосредует
синаптическую пластичность в тех областях мозга, которые вовлечены в реверсив-
ное обучение (орбитофронтальная кора, стриатум, прилежащее ядро и миндалина)
[40]. Обучение и переучивание навыка выполнения пространственной задачи с по-
ложительным подкреплением применялось нами для оценки когнитивной гибко-
сти (cognitive flexibility) – ключевого компонента исполнительных функций. Когни-
тивная гибкость проявляется в данном случае в том, насколько быстро животное
способно затормозить навык прохождения сложного лабиринта по определенной
траектории, заданной расположением отверстий в перегородках, и насколько
быстро животное способно приобрести навык проходить этот лабиринт по новой
траектории, заданной зеркально перевернутыми перегородками с отверстиями.
Ожидание вознаграждения, пищевого подкрепления, с которым животное позна-
комилось во время выполнения прямой задачи, и его прогнозирование являются
ключевыми факторами успешной переделки навыка прохождения сложного лаби-
ринта, то есть выполнения обратной задачи. С помощью компьютерного анализа
было обнаружено, что фазное выделение дофамина отображает несоответствие
между ожидаемым и полученным результатом вознаграждения (ошибки прогнози-
рования вознаграждения (ОПВ), reward prediction errors (RPE)). Показано, что
оптогенетическое возбуждение дофаминовых нейронов в вентральной области по-
крышки (ventral tegmental area, VTA) или компактной части (pars compacta) черной
субстанции (Substantia nigra) (pcSn) среднего мозга улучшает эффективность про-
странственного реверсивного обучения [41, 42]. Результаты наблюдений за паци-
ентами с синдромом дефицита внимания и гиперактивности, принимавшими ме-
тилфенидат (Риталин), показывают, что они лучше справляются с задачами на ре-
версивное обучение [43]. Напротив, фармакологическое истощение дофамина в
стриатуме мармозеток приводило к грубым нарушениям выполнения обратной за-
дачи при переделке навыка [44]. Методом быстрой циклической вольтамперомет-
рии было зарегистрировано увеличение фазового выделения дофамина в прилежа-
щем ядре (nucleus accumbens, NAcc) у крыс в ответ на предъявление неожиданного
вознаграждения (положительная ошибка прогнозирования, positive prediction er-
ror) [45] Кроме этого, снижение уровня дофамина в NAcc у крыс вызывало нару-
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шение реверсивного обучения [46]. Таким образом, из изложенного материала
можно сделать вывод о том, что ключевую роль в контроле реверсивного обучения
играют подкорковые структуры мозга, являющиеся частью мезо-кортико-лимби-
ческой дофаминергической системы. Так, фармакологическое истощение дофа-
мина в орбитофронтальной коре не оказывает влияния на когнитивную гибкость у
мармозеток [47]. Результаты, полученные в данной работе, – дефицит когнитив-
ной гибкости и пищевой мотивации, повышенная “отвлекаемость” у 6-месячных
крыс линии WAG/Rij, хорошо укладываются в существующие представления о не-
достаточности мезо-кортико-лимбической дофаминергической системы мозга
крыс линии WAG/Rij [1, 2, 48]. В возрасте 2-х мес., когда фенотипические проявле-
ния абсанс-эпилепсии [26, 27] и депрессии [13] у крыс линии WAG/Rij отсутству-
ют, снижение уровня дофамина было выявлено только в префронтальной коре [13].
Вероятно, этих изменений было недостаточно, чтобы вызвать нарушения когнитив-
ной гибкости, выявленное в настоящей работе, и эпизодической памяти, показан-
ное в наших предыдущих работах [6, 7]. В возрасте 6-ти мес., когда пик-волновая ак-
тивность и симптомы депрессии хорошо выражены, гипофункция мезо-кортико-
лимбической дофаминергической системы мозга усиливается, что проявляется де-
фицитом дофамина в стриатуме и прилежащем ядре [48]. Вероятнее всего, что эти
изменения у крыс линии WAG/Rij проявляются симптомами депрессии [1–3, 5], а
также нарушениями обучения и когнитивной гибкости, установленными в данной
работе, и эпизодической памяти, показанными в наших предыдущих работах [6, 7].

Таким образом, данные, полученные в настоящей работе, позволяют предполо-
жить наиболее вероятный сценарий развития дефицита когнитивной гибкости –
ключевого компонента исполнительных когнитивных функций при реверсивном
обучении в сложном лабиринте у крыс линии WAG/Rij. Нарушения когнитивной
гибкости могут быть следствием пониженной пищевой мотивации как одного из
симптомов депрессии, коморбидной абсанс-эпилепсии и обусловленной дефици-
том мезо-кортико-лимбической дофаминергической системы, которая проявляется
у крыс линии WAG/Rij в возрасте 6-ти мес.
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Ethosuximide Improves Cognitive Flexibility during Reversal Learning in WAG/Rij Rats 
with Absence Epilepsy and Comorbid Depression
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The WAG/Rij rat strain is a valid model for absence epilepsy with comorbidity of depres-
sion. Absence epilepsy, along with symptoms of depression, is known to be associated
with cognitive impairments, such as deficits in attention and cognitive f lexibility, which



58 ФЕДОСОВА и др.

is a critical executive function. The aim of the present study was to find out whether
there are cognitive f lexibility impairments in WAG/Rij rats and whether they are associ-
ated with absence epilepsy and comorbid depression. To identify the differences in cog-
nitive f lexibility, reversal learning (acquisition and reversal phase) in the complex maze
with food reinforcement was compared in WAG/Rij rats at the age of 2 months, when
symptoms of absence epilepsy and comorbid depression are absent, and at the age of
6 months, when the pathologic phenotype is fully expressed. Food motivation was as-
sessed in the novelty-suppressed feeding (NSF) test. Ethosuximide (300 mg/kg/day,
17 days) was used to suppress symptoms of absence epilepsy and depression-like comor-
bidity in WAG/Rij rats. Wistar rats were used as controls. It has been found that at the
age of 6 months, WAG/Rij rats performed the learning and reversal tasks more slowly,
made more errors, and exhibited reduced food motivation in the NSF test (longer laten-
cy of the approach to food in an unfamiliar open field, and the smaller the amount of
food consumed in the home cage) compared with Wistar rats. At the age of 2 months,
WAG/Rij rats did not differ from Wistar rats in any of the measures. Ethosuximide im-
proved reversal learning, decreased the number of errors, and increased food motivation
in 6-months-old WAG/Rij rats. Ethosuximide didn’t exert significant effects on reversal
learning in Wistar rats. In 6-month-old WAG/Rij rats, a positive correlation (r = 0.66;
p < 0.05) was found between the amount of food consumed in the home cage (food mo-
tivation measure) and the rate of achievement of the learning criterion when performing
the reversal task (cognitive f lexibility measure). Results suggest that cognitive f lexibility
impairments may be a consequence of reduced food motivation as one of the symptoms
of depression co-morbid to absence epilepsy.

Keywords: absence epilepsy, WAG/Rij rats, comorbid depression, food motivation, rever-
sal learning, cognitive f lexibility
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В основу настоящей работы положена гипотеза о нарушении нейрогенеза в мозге
при болезни Альцгеймера (БА), приводящем к некомпенсированной гибели
нейронов и ухудшению памяти. Предполагается, что лечение может быть осу-
ществлено путем активации эндогенного нейрогенеза при помощи клеточной
терапии. В нашем исследовании для внутримозговой трансплантации использо-
вали мезенхимальные стволовые клетки (МСК), выделенные из Вартонова студ-
ня пупочного канатика человека, имеющие ряд существенных преимуществ по
сравнению с МСК, выделенными из других тканей. Эксперименты выполнены
на трансгенных (Tg) 8–9-месячных самках мышей линии 5XFAD – модели на-
следственной формы БА. Для оценки эффектов трансплантации МСК во фрон-
тальную кору головного мозга анализировались состояние пространственной па-
мяти в сопоставлении с морфофункциональными характеристиками ниш взрос-
лого нейрогенеза – субгранулярной зоны зубчатой фасции гиппокампа (SGZ) и
субвентрикулярной зоны боковых желудочков головного мозга (SVZ), височной
зоны неокортекса и СА1/СА3 полей гиппокампа – структур, ответственных за
обучение и память. Анализировали иммунопозитивность к BrdU и к маркерам
нейрональной дифференцировки: нестину, даблкортину, 3-бета-тубулину, NeuN,
МАР2 и GFAP. Tg мыши характеризовались нарушением соотношения интен-
сивности пролиферативной активности в SGZ/SVZ и снижением нейрональной
плотности в коре головного мозга и гиппокампе. Позитивный эффект МСК на
память мышей проявился через два месяца после трансплантации. На этом же
сроке МСК были обнаружены только в мозге Tg животных. Под влиянием МСК у
Tg и nTg мышей возрастала плотность BrdU+ позитивных клеток в нишах взрос-
лого нейрогенеза, однако только в гиппокампе Tg мышей отмечалось снижение
числа амилоидных бляшек, повышение плотности нейронов и иммунопозитив-
ности к синаптофизину, а также снижение числа клеток с апоптозом. Позитив-
ное действие МСК у Tg животных проявилось в гиппокампе – структуре, отда-
ленной от места трансплантации клеток во фронтальной коре, что свидетель-
ствует о паракринном действии МСК, валидности химерной модели и
перспективах клинического использования МСК для лечения БА.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, нейрогенез, мезенхимальные стволовые
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Несмотря на то, что в мировой литературе накоплен значительный эксперимен-
тальный материал по изучению морфологических, биохимических и физиологиче-
ских характеристик болезни Альцгеймера (БА), в настоящее время не существует
однозначной концепции молекулярных основ патогенеза данного заболевания и
адекватных подходов к его лечению и профилактике [1]. По прогнозам ВОЗ, если
не будет найдено эффективное лечение, то к 2050 г. число заболевших деменция-
ми, где основную долю составляют больные БА, приблизится к 131 млн человек [2].

Нейрофармакология, включающая развитие генной и клеточной терапии, ста-
новится на ближайшие 20 лет одним из приоритетов государственной политики
РФ, согласно Национальной технологической инициативе [3]. Число публикаций
по этой теме за последние 5 лет возросло более чем в 30 раз [PubMed].

Растворимые олигомеры амилоидного β-пептида (AβOs) и внутриклеточные
фибриллы Тау-белка вызывают окислительный стресс в нейронах и способствуют
повреждению синапсов на ранних этапах развития БА, что впоследствии ведет к
нейродегенерации и потере памяти [4, 5]. По единодушному признанию ученых и
клиницистов причиной развития нейродегенеративных заболеваний является не-
компенсируемая гибель нейронов [6], поэтому предполагается, что клеточная те-
рапия для стимуляции эндогенного нейрогенеза может быть эффективным подхо-
дом. Кроме того, большинство патологий имеет комплексную этиологию, поэтому
использование мезенхимальных стволовых клеток (МСК), способных оказывать
воздействие на разные аспекты этих заболеваний, весьма целесообразно и может
рассматриваться как потенциальное терапевтическое средство для многих нейро-
патологий – от нарушений белого вещества у недоношенных младенцев до нейро-
дегенеративных заболеваний у пожилых людей [7–9].

Однако до настоящего времени отсутствует ясное понимание молекулярно-кле-
точных механизмов, участвующих в терапевтических эффектах МСК, что является
серьезным препятствием их внедрения в клиническую практику [10]. Известно,
что МСК способны оказывать разнообразные эффекты, поскольку обладают как
противовоспалительными свойствами, так и способностью выделять трофические
факторы. МСК, как полагают, проявляют свои регенеративные способности путем
адаптации их секретома к патологическим условиям в мозге, пораженном нейроде-
генеративным процессом, способствуя эндогенному восстановлению повреждений
посредством аутокринной и паракринной сигнализации [7, 11]. МСК способны на-
правляться в пораженные области, что подразумевает их потенциальное использо-
вание в качестве средств для введения терапевтических агентов. Кроме того, исполь-
зование МСК имеет незначительный риск активации иммунной системы реципиента
из-за низкой экспрессии рецепторов основного комплекса гистосовместимости
(MHC) класса I, отсутствия рецепторов MHC класса II и отсутствия костимулирую-
щих белков (например, CD40, CD80 и CD86) на плазматической мембране [12, 13].
МСК могут быть получены из широкого спектра тканей, включая костный мозг,
жировую ткань, пульпу зуба, Вартонов студень пупочного канатика, пуповинную
кровь [14, 15]. На сегодняшний день МСК, выделенные из постнатального костно-
го мозга (BM-MSC), представляют собой наиболее широко изученную популяцию
МСК, полученных от взрослого человека, с учетом их возможного использования в
различных терапевтических приложениях и являются “золотым стандартом” в
МСК-трансплантологии. Однако МСК, полученные из костного мозга, имеют ряд
ограничений, главным образом, связанных с их проблематичным выделением,
культивированием и использованием. В последние годы МСК, выделенные из
Вартонова студня пупочного канатика (WJ-MSC), стали альтернативным источни-
ком BM-MSC, благодаря их легкой изоляции, а также иммуно- и морфофункцио-
нальным характеристикам. Будучи фенотипически схожими с МСК, получаемыми
из тканей взрослого человека, WJ-MSC демонстрируют иной профиль экспрессии
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генов, связанных с адгезией клеток, пролиферацией и функционированием иммун-
ной системы. Трансплантация подтверждает их иммуномодулирующее действие на
Т-клетки, аналогичное BM-MSC. Кроме того, WJ-MSC сверхэкспрессируют гены,
участвующие в нейротрофической поддержке, и их секретом индуцирует созревание
нейронов клеток нейробластомы SH-SY5Y в большей степени, чем BM-MSC. Суще-
ственным преимуществом по сравнению с BM-MSC и МСК из других тканей яв-
ляется отсутствие у WJ-MSC риска злокачественного перерождения, что делает их
привлекательным кандидатом для клеточной терапии при нейродегенеративных и
иммуноопосредованных расстройствах центральной нервной системы [16, 17].
В спектр активности МСК входят и выделяемые ими экзосомы, которые показы-
вают стабильность в циркуляции, хорошую биосовместимость, низкую токсич-
ность и иммуногенность [18], поддерживают динамическую иммуномодулирую-
щую активность и являются переносчиками липидов, белков, факторов роста, ци-
токинов, хемокинов и нуклеиновых кислот секретома родительских МСК [19] и
способны при интраназальном введении улучшать память у животных с моделью
БА [20], в связи с этим, именно WJ-MSC были использованы для мозговой транс-
плантации в нашем исследовании.

Подавляющее большинство работ по изучению эффектов и механизмов дей-
ствия МСК проведено на клеточных культурах ткани мозга эмбрионов, зародышей
и новорожденных мышей с генетическими нейропатологиями, или hiPSC пациен-
тов с нейродегенеративными заболеваниями [21–24]. Несмотря на всю привлека-
тельность данного подхода, очевидно, что культура не воспроизводит всех условий
развития нейродегенеративного процесса в стареющем мозге, а, следовательно,
спектр действия кокультивируемых МСК может быть существенно изменен, за-
трудняя трансляцию полученных данных на мозг человека. Поэтому большой ин-
терес вызывают исследования на химерных моделях in vivo, которые приближают
исследование к реальным условиям клинического использования этих клеток.
Действительно, имеются сообщения о различных благоприятных эффектах после
трансплантации МСК человека в модели нейродегенеративных заболеваний, таких
как БА, болезнь Паркинсона, боковой амиотрофический склероз или острый ин-
сульт мозга у грызунов [25–29]. Их действие проявилось в выделении нейротрофи-
ческих факторов и защите клеток от апоптоза, в усилении нейрогенеза, в модуля-
ции воспаления или аномальном клиренсе агрегатов бета-амилоидного белка [15].
Однако исследования МСК в условиях моделирования разных нейропатологий
in vivo часто ограничиваются изучением эффективности разных способов введения
этих клеток, включая системное, внутримозговое или интраназальное, используя
короткие сроки после трансплантации, или исследованием состояния ткани мозга
только в месте введения МСК без анализа состояния самих трансплантированных
клеток [25], что, по-видимому, обусловлено широко распространенным представ-
лением о весьма ограниченном времени жизни как клеток после трансплантации,
так и выделяемых ими факторов [30]. Это противоречит поведенческим наблюде-
ниям. Ранее мы показали, что позитивные эффекты на память животных с индуци-
рованной нейродегенерацией альцгеймеровского типа развиваются в отдаленные
сроки после трансплантации [31, 32]. Лишь отдельные исследования посвящены
изучению состояния МСК человека и ткани мозга животных с моделями нейроде-
генеративных заболеваний, в частности, БА, проведенные в длительных хрониче-
ских опытах [26].

В основу нашей работы была положена гипотеза, что нарушение нейрогенеза во
взрослом организме в основных мозговых нишах является одним из ключевых со-
бытий в ухудшении процессов обучения и памяти при БА, а, следовательно, и ле-
чение данной патологии может быть осуществлено за счет активации собственного
эндогенного нейрогенеза. Использование МСК для модуляции эндогенного ней-
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рогенеза у взрослых может оказать значительное влияние на будущие стратегии ле-
чения БА [9, 33]. Однако несмотря на большой интерес к этой проблеме [25, 26, 29],
ряд вопросов остаются не до конца выясненными, в частности, соотношение ин-
тенсивности пролиферативной активности в нишах нейрогенеза на модели БА и
влияние длительной трансплантации МСК на этот процесс. Поэтому в нашем ком-
плексном исследовании в длительных хронических экспериментах с использова-
нием широко распространенной модели БА на Tg мышах 5XFAD проведено де-
тальное изучение молекулярно-клеточных эффектов трансплантации МСК, выде-
ленных из Вартонова студня пупочного канатика человека, с акцентом на изучение
зон взрослого нейрогенеза (SVZ и SGZ), неокортекса и полей гиппокампа.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные

Были отобраны 8–9-месячные трансгенные самки линии 5XFAD (n = 34) и нетранс-
генные nTg контрольные животные (n = 34). Генотипирование мышей 5XFAD проводи-
ли с помощью ПЦР анализа ДНК, экстрагируемой из биопсии уха, с использованием
праймеров 5'-AGGACTGACCACTCGACCAG-3' и 5'-CGGGGGTCTAGTTCTGCAT-3'.
Мышей содержали по 6 особей в клетке в условиях естественной освещенности, со
свободным доступом к воде и пище.

Выделение, культивирование и мозговая трансплантация МСК

Первичную культуру мезенхимальных стромальных клеток выделяли из Варто-
нова студня пупочного канатика, полученного после операции кесарево сечения от
здоровых обследованных рожениц. Забор материала осуществляли с письменного
информированного согласия доноров. Дальнейшее выделение и культивирование
мезенхимальных стромальных клеток проводили в соответствии с протоколом,
описанным нами ранее [20]. Кратко: МСК культивировали в питательной среде,
содержащей DMEM:F12 (1 : 1,Gibco, США), 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (HyClone, США), 2 мM L-глутамина (ПанЭко, РФ), 100 Ед/мл пенициллина
и 100 мкг/мл стрептомицина (Gibco, США), в культуральных флаконах (75 см2, Corn-
ing, США) при 37°С в атмосфере 5% СО2. Смену среды проводили каждые 3-и сутки
на 50–100%, пассировали при достижении конфлюэнтности 80%.

Для исследований использовали культуру МСК 3-го пассажа.
Анализ экспрессии поверхностных маркеров мультипотентных мезенхимальных

стромальных клеток – CD90, CD105, CD73, CD13, CD44 и маркеров гемапоэтиче-
ских клеток CD14, CD34, CD45, проводили с помощью проточной цитометрии,
измерения проводили на приборе FACSCalibur (BD, США). Для анализа способно-
сти исследуемых клеток к разнонаправленной дифференцировке и доказательства
их мультипотентности проводили направленную дифференцировку в остеоген-
ном, хондрогенном и адипогенном направлениях.

Трансплантацию суспензии МСК проводили в стерильных условиях под нембута-
ловым наркозом (40 мг/кг, в/б) с применением 0.5%-ного раствора новокаина для
местного обезболивания при скальпировании. Введение клеток животным проводи-
ли через трепанационное отверстие в черепе в паренхиму фронтальной коры по сте-
реотаксическим координатам АР +2, L 3; H 2.5 [34] в количестве 50000 клеток в
5 мкл с помощью микрошприца Гамильтона. Установлено, что при интрапаренхи-
мальной трансплантации МСК в кору происходит минимальная травматизация
мозга реципиента [35]. Контрольным Tg и nTg мышам вводили физиологический
раствор по тем же координатам и в том же объеме.
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Поведенческие эксперименты
Обучение пространственному навыку в водном лабиринте Морриса с последую-

щим тестированием пространственной памяти проводили через 1 и 2 месяца после
трансплантации. Круглый бассейн диаметром 80 см, заполненный водой (23°C) на
глубину 30 см, условно подразделяли на четыре равных сектора, один из которых,
таргетный сектор, содержал скрытую спасательную платформу (диаметром 5 см),
погруженную от поверхности на глубину 0.5 см. Для исключения визуального об-
наружения платформы воду в бассейне забеляли раствором сухого молока. Обуче-
ние животных пространственному навыку осуществляли на протяжении 5-ти дней,
по два сеанса утром и вечером. Через сутки после окончания обучения проводили
тестирование уровня пространственной памяти в течение 1 мин при отсутствии
спасательной платформы. Состояние памяти оценивали по способности животно-
го узнавать сектор бассейна, в котором при обучении располагалась спасательная
платформа. Для этого анализировали число заходов в каждый сектор бассейна, вы-
раженное в процентах, и время пребывания мышей в каждом секторе.

BrdU введение
Животные получали внутрибрюшинные инъекции 5'-бром-2'-дезоксиуридина

(BrdU, Sigma) (в\б; 50 мг\кг веса в 0.7%-ном растворе NaCl) в 4-х временных точ-
ках (2, 3, 4 и 12 недель после трансплантации МСК; n = 3 мыши на каждую времен-
ную точку из каждой группы nTg + физиологический раствор (n = 12), Tg + физио-
логический раствор (n = 12), nTg + YB-1(n = 12), Tg + YB-1(n = 12)). Инъекцию
BrdU осуществляли накануне забоя животных для каждой временной точки. В от-
дельной серии по анализу выживаемости пролиферирующих клеток и их диффе-
ренцировке исследовали эти показатели через 2 мес. после введения BrdU.

Иммуногистохимия
Подсчет числа иммунопозитивных клеточных ядер для определения темпа кле-

точного деления проводили на срезах мозга Tg и nTg стареющих самок. Мыши ане-
стезировались диэтиловым эфиром, после чего подвергались интракардиальной
перфузии физиологическим раствором (0.9%-ным раствором NaCl) с последую-
щим введением 4%-ного параформальдегида на 0.01 M фосфатном буфере (pH 7.4).
Далее животные декапитировались, мозг вынимался и подвергался постфиксации
в 4%-ном свежеприготовленном растворе параформальдегида на 0.01 M фосфат-
ном буфере (pH 7.4) в течение 2-х суток. Далее в течение 12-ти ч мозг промывали в
чистом фосфатном буфере (рН 7.4), а затем в течение последующих 12-ти ч в про-
точной воде. Затем выдерживали 3 дня в 30%-ном растворе сахарозы, повторно от-
мывали проточной водой в течение последующих 12-ти ч. На замораживающем
столике микротома (МЗП-01, Техном, РФ) с использованием среды Tissue-Tek
(Sakura, Нидерланды) готовили срезы толщиной 30 мкм.

Для избежания перекрестных сшивок антигенных молекул, ухудшающих имму-
нохимическое окрашивание, применялся метод демаскирования антигена в цит-
ратном буфере – Heat Induced Epitope Retrival [36], для чего срезы предварительно
трижды отмывались в растворе TBS + Triton X100, а затем на 20 мин помещались в
горячий (90–95°С) раствор цитратного буфера (10 мМ цитрата натрия, 0.5% Tween 20,
pH 6.0) с последующим 10-минутным охлаждением в дистиллированной воде.

Для оценки иммуноположительных к BrdU ядер срезы инкубировались с анти-
телами к BrdU (Abcam, Великобритания, ab1893; 1 : 1000) с последующей окраской
вторичными меченными 633 Alexa антителами (Thermofisher, США, A-21100; 1 : 200).
Подсчет иммуноположительных ядер проводился в 10-ти полях зрения субэпенди-
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мальной зоны боковых желудочков (SVZ), субгранулярной зоны (SGZ) зубчатой
фасции гиппокампа у каждого животного. Анализу подвергался каждый 6-й срез
мозга. Использовали флуоресцентный микроскоп Leica DM IL (объектив 20×, что
обеспечивало видимую площадь – 0.1 мм2). Оценивали среднюю плотность имму-
нопозитивных ядер в пересчете на 1 мм2.

Анализ характера дифференцировки BrdU+ клеток проводили через 2 месяца
после его введения в тех же структурах мозга. Для определения характера нейроге-
неза на срезах мозга осуществляли двойное иммуномечение с использованием ан-
тител к BrdU (Abcam, Великобритания, ab1893; 1 : 1000) и одному из маркеров нейро-
нальной зрелости и глии, включая нестин (Abcam, Великобритания, США, ab ab6142;
1 : 100), даблкортин (Thermofisher, США, 481200; 1 : 100), 3 бета-тубулин (Abcam,
Великобритания, ab18207; 1 : 1000) и NeuN (Abcam, Великобритания, ab104225; 1 : 1000),
а также на маркер астроглии GFAP (Abcam, Великобритания, ab7260; 1 : 1000). За-
тем готовили вторичные антитела, меченные флуорофором 488 ((Abcam, Велико-
британия, ab150077; 1 : 1000) и (Abcam, Великобритания, ab150113; 1 : 1000)). Под-
счет клеток с колокализацией иммунопозитивности к BrdU и одному из исследуе-
мых маркеров нейрональной дифференцировки проводили в 10-ти полях зрения
SVZ и SGZ у каждого животного. Использовали флуоресцентный микроскоп (объ-
ектив 20×), дающий видимую площадь в 0.1 мм2. Оценивали среднюю плотность
иммунопозитивных ядер в пересчете на 1 мм2.

Другим методом оценки состояния нейрогенеза в мозге под влиянием транс-
плантации МСК у 4-х групп экспериментальных животных явилось определение
пролиферативной активности в нишах взрослого нейрогенеза: SGZ и SVZ боковых
желудочков c использованием антисыворотки к гистону H3 (HH3 – пролифера-
тивный митотический маркер), фосфорилированному по Ser10 (Thermofisher,
США, PA5-17869; 1 : 200), и вторичных антител, меченных флуорофором 594 (Ab-
cam, Великобритания, ab150080; 1 : 400). Фосфорилированный гистон Н3 (Ser10)
является надежным и специфичным маркером М фазы клеточного цикла, по-
скольку его содержание коррелирует с переходом клетки в G2/M фазу клеточного
цикла и является необходимым условием конденсации хроматина во время митоза.
Подсчет флуоресцирующих клеток проводили не менее, чем в 10-ти полях зрения в
указанных структурах мозга на стороне трансплантации МСК у каждого животно-
го, используя флуоресцентный микроскоп Leica DM IL (объектив 20×, видимая
площадь – 0.1 мм2).

Для оценки состояния синаптического аппарата в неокортексе, СА1 и СА3 по-
лях гиппокампа у 4-х групп животных проводили с использованием кроличьих моно-
клональных первичных антител к синаптофизину (Gene Tex, США, GTX61475; 1 : 200)
и вторичных флуоресцентных козьих антител к иммуноглобулинам кролика (Cell
Signaling Technology, США, 4412; 1 : 400). Срезы мозга анализировали на сканирую-
щем конфокальном люминесцентном микроскопе Leica с объективом 63×. Пло-
щадь иммунопозитивности к синаптофизину оценивали количественно с помо-
щью компьютерной программы ImageJ.

Для определения % клеток с апоптозом анализировали морфологическое состо-
яние ядер и хроматина с использованием ДНК специфичного красителя DAPI, ко-
торый широко применяется для идентификации апоптозных клеток по морфоло-
гическим признакам, таким как наличие апоптосом, ядерному пикнозу, фрагмен-
тации хроматина и измененной форме их ядер [37–39]. Фиксированные срезы
инкубировали в растворе DAPI (Thermofisher, США, D1306; 1 : 1000000 относи-
тельно стокового раствора) и с использованием флуоресцентной микроскопии
(длина волны 350 нм) осуществляли подсчет % апоптозных ядер в 10-ти полях зре-
ния (объектив 60×, 0.125 мм2) неокортекса и СА1/СА3 полей гиппокампа у каждо-
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го контрольного животного Tg и nTg групп и мышей с трансплантацией МСК. Ана-
лизировали каждый 6-й срез этих структур.

Для определения нейрональной и астроцитарной плотности в неокортексе и по-
лях гиппокампа проводили иммунопозитивное мечение с использованием первич-
ных антител на нейрональный маркер MAP2 (Thermofisher, США, PA1-10005; 1 : 1000)
или на маркер астроцитов GFAP (Abcam, Великобритания, ab7260; 1 : 500) соответ-
ственно. В качестве вторичных антител использовали аnti-сhicken Alexa Fluor® 647
(Abcam, Великобритания, ab150171; 1 : 300) или anti-rabbit Alexa Fluor® 488 (Abcam,
Великобритания, ab 150077; 1 : 1000) для определения нейронов и астроцитов соот-
ветственно. Подсчет клеток проводили в 10-ти полях зрения в неокортексе и полях
гиппокампа у каждого животного контрольных и экспериментальных групп. Ис-
пользовали конфокальный люминесцентный микроскоп Leica DM IL (объектив
20×, площадь 0.1 мм2).

Анализ влияния трансплантации МСК на интенсивность амилоидного бляшко-
образования осуществляли в мозге трансгенных 5XFAD мышей в неокортексе и
гиппокампе. Для обнаружения бляшек использовали флуоресцентное окрашива-
ние с тиофлавином S и определяли плотность амилоидных бляшек не менее, чем в
10 полях зрения для каждого животного и каждой структуры, используя флуорес-
центный микроскоп Leica DM IL (объектив 20×, видимая площадь – 0.1 мм2).

Анализ клеточной плотности проводился минимум в 10-ти полях зрения с помо-
щью программного обеспечения Leica Application Suite (Advanced Fluorescence
LAS-AF) на микрофотографиях срезов головного мозга каждого эксперименталь-
ного животного, полученных при использовании флуоресцентного микроскопа
Leica DM IL с объективами 10×, 20× или 40×. Расчет клеточной плотности произ-
водился по формуле d = n/S, где n – число клеток в анализируемом поле, S – пло-
щадь этого поля, в мм2, и рассчитываемого с использованием масштабной линейки.
Результаты представлены как среднее значение клеточной плотности в данной
структуре и ошибкой среднего, рассчитанной в статистической программе Sigma-
Plot 12.5. Задача существенно упрощалась, если все поля данной структуры у всех
животных анализировались с использованием одного объектива и одного усиле-
ния, показателем чего служили одинаковые значения на масштабной линейке.

Статистический анализ

Данные представлены как среднее значение параметра и стандартная ошибка
этого значения. Для статистического анализа стереологических данных был ис-
пользован двухсторонний t-критерий Стьюдента или факторный анализ One Way
ANOVA с последующим Post-Hoc анализом для обработки поведенческих данных.
Значения, которые являются статистически значимыми (p < 0.05), обозначены
звездочкой (*) или горизонтальными линиями, указывающими, какие два значе-
ния достоверно различаются.

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принци-
пам Базельской декларации и рекомендациям биоэтической комиссии ИБК РАН.
Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием людей, соответствуют
этическим стандартам Национального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последующим изменениям или сопостави-
мым нормам этики. От каждого из включенных в исследование участников было
получено информированное добровольное согласие.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для трансплантации были получены и охарактеризованы мезенхимальные ство-
ловые клетки, был проведен их цитометрический анализ, который показал, что по-
лученные клетки были иммунопозитивны к маркерам CD73, CD90, CD105, дан-
ные маркеры [40] рекомендованы Международным обществом клеточной терапии
для идентификации мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток
(ММСК), также клетки были иммунопозитивны к CD44, иммунопозитивность к
маркерам гемопоэтических клеток CD14, CD34, CD45 отсутствовала.

Полученные для трансплантации клетки показали свою способность к направ-
ленной дифференцировке в остеогенном, адипогенном и хондрогенном направле-
ниях, что подтвердило их принадлежность к мезенхимальным стволовым клеткам,
обладающим мультипотентностью.

Для комплексной оценки эффектов трансплантации анализировались поведе-
ние и важнейшие характеристики морфофункционального состояния как ниш
нейрогенеза, так неокортекса и гиппокампа – структур, ответственных за обучение
и память.

Тестирование пространственной памяти у 4-х групп экспериментальных живот-
ных в лабиринте Морриса после 5-дневного обучения показало, что через месяц
после трансплантации МСК позитивный эффект – узнавание сектора, в котором
при обучении находилась спасательная платформа, был слабо выражен как у груп-
пы Tg + МСК, так и nTg + МСК мышей линии 5XFAD. При тестировании памяти
через 2 мес. после трансплантации все Tg мыши демонстрировали хорошую про-
странственную память и идентифицировали сектор обучения как по времени, так
и по числу заходов в него. В результате факторного анализа были получены следую-
щие значения факторов для выделения секторов бассейна по времени: для группы
Tg + МСК F3,20 = 45.04, p < 0.001; для Tg + физ. р-р F3,20 = 0.569, p < 0.643; для
nTg + МСК F3,16 = 1.84, p < 0.193 и для группы nTg + физ. р-р F3,16 = 51.78, p <
< 0.00001. Факторы выделения секторов бассейна по количеству заходов в сектор
обучения имели следующие значения: для группы Tg + МСК F3,20 = 5.3, p < 0.001;
для Tg + физ. р-р F3,20 = 0.32, p < 0.81; для nTg + МСК F3,16 = 11.14, p < 0.003 и для
группы nTg + физ. р-р F3,16 = 29.11, p < 0.000001. Данные Post-hoc анализа пред-
ставлены на рис. 1a, b. Контрольные nTg мыши, подвергнутые аналогичной транс-
плантации, даже несколько ухудшили свои показатели памяти. Результаты свиде-
тельствуют о позитивном эффекте МСК в отдаленные сроки после их трансплан-
тации у Tg мышей.

В связи с полученными поведенческими результатами представляло интерес ис-
следовать, как долго выживают трансплантированные МСК в мозге Tg мышей.
Установлено, что МСК, прижизненно меченные Hoechst 33258, определялись в
месте введения через 7 и 60 дней после их трансплантации (рис. 2c, d), при этом
часть клеток могла мигрировать в стриатум и SVZ боковых желудочков – нишу
взрослого нейрогенеза. Важно отметить, что большая часть введенных МСК не вы-
явила иммунопозитивности к маркерам нейронов или астроцитов NeuN, MAP2
или GFAP соответственно даже на поздних сроках трансплантации. В мозге nTg
мышей введенные МСК не были обнаружены через 60 дней после их введения.

Для определения влияния трансплантации МСК на нейрогенез в мозге 5XFAD
стареющих самок мышей, в начале необходимо было оценить роль экспрессии
5 мутантных генов, присутствующих у этой трансгенной линии, на плотность ней-
ральных прогениторных клеток (НПК) в нейрогенных областях, т. е. SVZ и SGZ.
Для этой цели трансгенным и контрольным нетрансгенным мышам вводили ана-
лог тимидина 5'-бром-2'-дезоксиуридин (BrdU) на 4-х возрастных точках, начиная
с 9 мес. и заканчивая в 12 мес., что позволило проанализировать динамику измене-
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ния пролиферативной активности в мозге этих старых мышей. Контрольным груп-
пам нетрансгенных мышей вводили BrdU в том же режиме. BrdU, как известно,
включается в ДНК делящихся клеток. Использование специфических антител к
BrdU позволяет идентифицировать клеточные ядра, ДНК которых включили BrdU
в течение суток.

На каждой временной точке мы количественно определили плотность иммуно-
реактивных к BrdU клеток в срезах мозга этих мышей. Анализ срезов показал, что
не были выявлены изменения в динамике плотности иммунореактивных клеток в
период с 9-го по 12-й месяцы у Tg и nTg контрольных мышей ни в одной из нейро-
генных ниш (рис. 3). Однако у nTg мышей пролиферация клеток BrdU+ в SGZ на
всех временных точках показала явную тенденцию к повышению по сравнению с
SVZ. У Tg животных, напротив, выраженность пролиферативной активности на
всех временных точках не различалась между двумя нишами взрослого нейрогенеза.
При этом сравнительный анализ показал, что у Tg животных на всех временных
точках выраженность пролиферативной активности в SGZ проявила тенденцию к
снижению, а плотность BrdU+ клеток в SVZ имела тенденцию к повышению по
сравнению с nTg контрольными животными. Эти результаты свидетельствуют о
том, что мутации и генерация бета-амилоида по-разному влияют на пролифера-

Рис. 1. Состояние пространственной памяти у Тg 5ХFAD мышей через два месяца после мозговой
трансплантации МСК человека. а – время пребывания в секторах водного лабиринта Морриса, b – чис-
ло заходов в % в сектора лабиринта Морриса. 1, 2, 3 и 4 – сектора лабиринта Морриса, где 3 – таргет-
ный сектор, в котором при обучении располагалась спасательная платформа. *** – р < 0.001, ** – р < 0.01,
* – р < 0.05 (относительно таргетного 3-го сектора).
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Рис. 2. Локализация трансплантированных МСК, прижизненно меченных Hoechst 33258, во фронталь-
ной коре мозга nTg (a, b) и Tg (c, d) мышей на 7-й (a, c) и 60-й (b, d) дни после введения соответственно.
Шкала – 100 мкм.

a 100 µm b 100 µm

c 100 µm d 100 µm

Рис. 3. Динамика пролиферативной активности клеток в мозге Tg и nTg мышей в SGZ гиппокампа и
SVZ боковых желудочков мозга в возрастной период с 9-го по 12-й месяцы. По оси абсцисс – плотность

иммунопозитивных к BrdU клеток на площади 0.1 мм2 среза мозга. По оси ординат – время (недели)
введения BrdU и определения BrdU+ иммунореактивных клеток.
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цию нейральных прогениторных клеток в нишах взрослого нейрогенеза и наруша-
ют баланс этой активности, снижая ее в SGZ.

Чтобы проверить, проявляется ли изменение интенсивности пролиферации
клеток в нишах нейрогенеза у Tg мышей с изменением количества нейральных
прогениторных клеток, срезы мозга были одновременно обработаны антителами
против BrdU и антителами против одного из маркеров дифференцировки нейро-
нов. Характер нейрогенеза оценивали с использованием маркеров нейрональной
зрелости – нестина, дoблкортина, 3-бета-тубулина и NeuN, а также маркера поко-
ящихся нейральных стволовых клеток в нишах нейрогенеза и астроглии GFAP.
Анализ характера дальнейшей дифференцировки пролиферирующих клеток в ни-
шах нейрогенеза, проведенный через 2 месяца после введения BrdU, показал, что у
Tg и nTg мышей количественно в обеих нишах превалируют GFAP позитивные
клетки, которые с большой вероятностью являются астроцитами, плотность
остальных типов нейральных прогениторов была менее 2/мм2. При сопоставлении
Tg и nTg мышей мы не наблюдали достоверных различий в уровнях иммунопози-
тивных клеток к нестину, 3-бета-тубулину и NeuN (рис. 4). Количество иммунопо-
зитивных клеток к даблкортину было минимально и не различалось у Tg и nTg кон-
трольных животных. Для того, чтобы оценить выживаемость пролиферирующих
клеток в нишах нейрогенеза, BrdU позитивные клетки которых одновременно
имели иммунопозитивность к различным маркерам нейрональной дифференци-
ровки, мы сравнили суммарный % клеток с двойной иммунопозитивностью, вы-
живших в обеих нишах, а затем отдельно в каждой из зон. Количественный анализ
показал, что у нетрасгенных животных таких клеток оказалось в обеих нишах 50%,
а у Tg мышей 41.1%. При этом у нетрансгенных мышей определялось 45.5 и 58.3% в
SGZ и SVZ соответственно, в то время как у Tg мышей выживаемость клеток с мар-

Рис. 4. Характеристика глио- и нейрогенеза в SGZ и SVZ у контрольных Tg и nTg групп мышей. Количе-
ственное распределение плотности клеток с двойной иммунопозитивностью к BrdU и маркерам нейро-
нальной зрелости и глии. GFAP – глиальный фибриллярный кислый белок, маркер астроглиальных
клеток; Nestin – белок промежуточных филаментов нейральных стволовых и прогениторных клеток;
3b-tub – ассоциирован с микротрубочками, маркер дифференцирующихся нейронов; NeuN – маркер-
ный белок ядер зрелых нейронов.
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керами нейрональной дифференцировки в SGZ составила 45.6%, но на треть сни-
зилась в SVZ и составила 37.1%. Полученные данные свидетельствуют о тенденции
к снижению клеток с сигналами нейрональной дифференцировки у Tg стареющих
самок, главным образом в SVZ.

С целью понимания, с чем было связано снижение плотности клеток с сигналами
нейрональной дифференцировки в ядрах нейрогенеза у трансгенных мышей, мы
проанализировали пролиферативную активность, используя другой метод опреде-
ления пролиферативной активности – антисыворотку к гистону H3 (HH3 – проли-
феративный митотический маркер), фосфорилированному по Ser10 (1 : 200), и вто-
ричных антител, меченных флуорофором 594 (1 : 400) в нишах взрослого нейроге-
неза, наряду с анализом нейрональной плотности в коре головного мозга и
гиппокампе. Было подтверждено, что Tg животные характеризовались повышен-
ной пролиферативной активностью в SVZ мозга, но достоверно (р < 0.01) сниженной
плотностью нейронов в неокортексе и гиппокампе по сравнению с nTg мышами
(рис. 5a–с). В совокупности эти результаты свидетельствуют о том, что пролифера-
ция нейрональных прогениторных клеток изменены в нишах нейрогенеза у Tg мы-
шей, что и проявляется в тенденции к снижению их выживаемости в мозге в усло-
виях развития нейродегенерации альцгеймеровского типа.

Трансплантация МСК оказала разнообразные эффекты на морфофункциональ-
ное состояние как ниш нейрогенеза, так и мозговых структур, ответственных за
обучение и память – неокортекс и гиппокамп. Вне зависимости от трансгенности
животных наблюдалось усиление пролиферативной активности (BrdU+ позитив-
ные клетки), а также росло число BrdU+-DCX+ клеток в нишах нейрогенеза. На
рис. 5a представлены результаты подсчета клеток с двойной иммунопозитивно-
стью в SVZ у Tg и nTg мышей через 2 мес. после трансплантации МСК, а также уве-
личение нейрональной плотности, отмеченное в неокортексе и гиппокампе только
у Tg + МСК мышей, что происходило на фоне снижения плотности астроцитов в
неокортексе (р < 0.05) при ее неизменности в гиппокампе (рис. 5b, с). Репрезента-
тивные фотографии срезов мозга разных групп экспериментальных животных с
гистоиммунохимической окраской нейронов (красный цвет) и астроцитов (зеле-
ный цвет) представлены на рис. 5d, e.

Позитивный эффект трансплантации МСК у Tg мышей был отмечен при анали-
зе плотности амилоидных бляшек, проявившийся в достоверном снижении плот-
ности бляшек в гиппокампе (рис. 6a), что полностью ассоциировалось с позитив-
ным влиянием МСК на память Tg животных.

Клетки, в которых ДНК или другие компоненты необратимо повреждены, в
нормальных условиях подвергаются запрограммированной гибели, называемой
апоптозом. Эти клетки претерпевают последовательные структурные и молекуляр-
ные изменения во время процесса апоптоза, характеризующегося образованием
пузырей плазматической мембраны, уплотнением хроматина, фрагментацией

Рис. 5. Трансплантация МСК усиливает пролиферацию в SVZ у Tg и nTg мышей (a), репрезентативные
изображения иммунопозитивности к пролиферативному маркеру – гистону H3 (HH3 – пролифератив-
ный митотический маркер), фосфорилированному по Ser10. 1 – nTg + физ. р-р, 2 – nTg + МСК, 3 – Tg +
+ физ. р-р, 4 – Tg + МСК; трансплантация МСК увеличивает нейрональную (верхняя диаграмма) плот-
ность в неокортексе (b) и гиппокампе (поле CA1) (с) только у Tg мышей, репрезентативные фотографии
коры головного мозга (d) и гиппокампа (поле CA1) (e) у разных групп экспериментальных животных:
1 – Tg + МСК; 2 – Tg + физ. р-р; 3 – nTg + МСК; 4 – nTg + физ. р-р после гистоиммунохимической
окраски на нейроны (MAP2 – красный) и астроциты (GFAP – зеленый). Достоверность отличия от дан-
ных контрольных Tg и nTg животных, получавших физиологический раствор * – p < 0.05; ** – p < 0.01;
*** – p < 0.001. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. Для всех микрофо-
тографий а (1–4) шкала – 25 мкм. Для всех микрофотографий d, e (1–4) шкала – 140 мкм.
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Рис. 6. Под влиянием трансплантации МСК уменьшается плотность амилоидных бляшек в гиппокампе
(поля CA1, СА3) (a), репрезентативные микрофотографии бляшек с использованием тиофлавина S: 1 –
Tg + физ. р-р, 2 – Tg + МСК. Трансплантация МСК снижает (b) число апоптозных клеток в гиппокампе
(поле CA1) у Tg мышей линии 5XFAD, репрезентативные изображения окраски срезов гиппокампа (поле
CA1) красителем DAPI, стрелочками показаны апоптотические клетки, 1 – nTg + физ. р-р, 2 – nTg + МСК,
3 – Tg + физ. р-р, 4 – Tg + МСК. Достоверность отличия данных по двухстороннему t-критерию
Стьюдента между указанными группами мышей, соединенных горизонтальными линиями : * – р < 0.05;
** – р < 0.01. Данные представлены как среднее значение ± стандартная ошибка. Для микрофотографий
а (1–2) шкала – 50 мкм. Для микрофотографий b (1–2) шкала – 100 мкм.
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ДНК, сжатием клеток и коллапсом клетки на небольшие неповрежденные фраг-
менты, называемые апоптотическими тельцами. DAPI, ДНК-специфический кра-
ситель, который проявляет синюю флуоресценцию, плохо проходит через интакт-
ную клеточную мембрану, но апоптоз увеличивает проницаемость клеточной мем-
браны и окраску ядерного конденсированного и фрагментированного хроматина,
что выражается в сильной голубой флуоресценции этих образований. Клетки с
фрагментированными и конденсированными ядрами считались апоптотическими
[41, 42]. Контрольные Tg животные характеризовались достоверным увеличением
процента апоптозных клеток в гиппокампе (р < 0.01), но не в неокортексе. Введе-
ние МСК вызывало снижение выраженности апоптоза в гиппокампе. Выражен-
ность апоптоза была незначительной в мозге nTg мышей, и введение МСК не ока-
зывало на них достоверного влияния (рис. 6b).

Количественный иммуногистохимический анализ синаптофизина, представ-
ленный на рис. 7, выявил снижение синаптической плотности у Tg мышей по срав-
нению с nTg животными в височной коре (р < 0.001) и полях СА1 и СА3 (р < 0.001)
гиппокампа.

У Tg животных с трансплантацией МСК отмечено повышение синаптической
плотности по сравнению с контрольными Tg + физ. р-р. мышами в коре головного
мозга (р < 0.001) и в полях гиппокампа (р < 0.001). У nTg мышей введение МСК не
повлияло на уровень синаптофизина в височной коре относительно контрольной
nTg + физ. р-р. группы, но увеличило синаптическую плотность в поле СА1 (р < 0.001).
Таким образом, развитие нейродегенерации альцгеймеровского типа на модели
наследственной формы БА у 5XFAD мышей происходит на фоне снижения синап-
тической плотности в височной коре и полях СА1 и СА3 гиппокампа, а введение
этим животным МСК из Вартонова студня пуповины существенно улучшает си-
наптическую пластичность в этих структурах.

В целом, полученные результаты свидетельствуют, что у трансгенной линии
5XFAD мышей основные нарушения морфофункционального состояния нейронов
были выявлены в гиппокампе, при этом позитивный эффект трансплантации
МСК также ярко проявился в этой структуре, что коррелировало с улучшением
пространственной памяти у Tg мышей после введения МСК.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Используемые в исследовании трансгенные мыши линии 5XFAD (TG6799) ши-
роко применяются в качестве модели наследственной формы БА и характеризуются
ранним выраженным амилоидогенезом в головном мозге, поскольку в своем геноме
несут шведскую (K670N/M671L), флоридскую (I716V) и лондонскую (V717I) мута-
ции белка предшественника бета-амилоида АРР человека APP(695), а также M146L
и L286V мутации в гене пресенилина 1. Экспрессия обоих трансгенов находится
под Thy1 промотером. Уже к четырем месяцам у животных наблюдается накопле-
ние высоких уровней бета-амилоида, а также синаптическая дегенерация, потеря
нейронов и дефицит в пространственном обучении [43], а к шести месяцам амило-
идные бляшки и глиоз обнаруживаются в коре головного мозга и гиппокампе [44].
В целом данная модель БА отражает вклад в развитие этого заболевания АРР и пре-
сенилинов, играющих важную роль в регуляции взрослого нейрогенеза [45, 46].

Особенностью данного исследования явилось использование химерной модели,
позволившей анализировать состояние МСК человека, трансплантированных в
мозг Tg 5XFAD мышей, пораженный нейродегенеративным процессом альцгейме-
ровского типа. Использование стареющих самок приближает исследование к ре-
альным условиям клинического применения этих клеток. Факт большей подвер-
женности женщин риску заболеть БА признается большинством исследователей
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[47–49], однако экспериментальных работ на моделях БА у стареющих самок срав-
нительно мало [50].

Полученные результаты не только подтвердили существующие данные литера-
туры о наличии характерных для трансгенных животных таких изменений, как на-
рушение пространственной памяти, наличие амилоидных бляшек в мозге, сниже-
ние нейрональной плотности в неокортексе и гиппокампе, уменьшение синапто-
генеза [51], но и выявили ряд интересных особенностей. Снижение нейрональной
плотности, что было характерно для всех групп Tg животных, безусловно, связано с
токсическим влиянием бета-амилоида, который, как показано другими авторами,
увеличивает число реактивных астроцитов вблизи амилоидных бляшек [52]. Такие
астроциты окружают бляшки, изолируя их от контактов со здоровой тканью [53],
возможно, поэтому токсическое действие сформированных бляшек менее выраже-
но, чем у растворимых олигомерных форм этого белка. Тем не менее, реактивные
астроциты участвуют в секреции воспалительных цитокинов, включая IL-1, IL-6 и
TNF-alpha, тем самым способствуя нейровоспалению [54], и, по-видимому, гибе-
ли нейронов. Следует отметить и тот факт, что агрегаты Aβ через активацию синте-

Рис. 7. Влияние трансплантации МСК человека на синаптическую плотность в височной коре (a), полях
СА1 (b) и СА3 (c) гиппокампа у трансгенных мышей 5ХFAD. По оси ординат площадь иммунофлуорес-
ценции синаптофизина на срезах мозга разных групп животных, указанных на оси абсцисс. Репрезента-
тивные изображения иммунофлуоресцентного мечения на синаптофизин: 1 – nTg + физ. р-р, 2 – nTg + МСК,
3 – Tg + физ. р-р, 4 – Tg + МСК. Достоверность отличия данных по двухстороннему t-критерию Стью-
дента: *** – р < 0.001 (относительно группы nTg мышей), xxx – р < 0.001 (относительно группы Tg мышей).
Для микрофотографий а–с (1–4) шкала – 25 мкм.
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за хемотаксических молекул в окружающих моноцитах способствуют привлечению
астроцитов к амилоидным бляшкам [55]. Отсутствие различий в астроцитарной
плотности в гиппокампе у всех групп животных вне зависимости от трансгенности,
по-видимому, связано с постоянством их числа даже при БА, что отличает гиппо-
камп от коры головного мозга [56].

Большая подверженность гибели нейронов гиппокампа у Tg мышей хорошо со-
ответствует как существующему представлению об ускоренном старении при БА,
так и зеркальной гипотезе о более раннем старении структур мозга, которые в эм-
бриогенезе развиваются позже [57]. Гиппокамп и является такой структурой. Ранее
в нашей работе мы также показали, что нейроны в гиппокампе старых трансгенных
мышей характеризуются более выраженными морфологическими нарушениями, чем
клетки возрастного контроля нетрансгенных животных. Это свидетельствует об
ускоренном старении клеток гиппокампа в условиях развития БА [58]. Известно,
что часть клеток при старении переходит в сенесцентные клетки, которые экспрес-
сируют провоспалительные цитокины, факторы роста и протеазы (цитокины IL-6
и IL-8, MMP-1, MMP-3, фибронектин и ламинин B), что в совокупности составляет
секреторный фенотип, связанный со старением (SASP). Такой “коктейль” может
негативно влиять на микроокружение и в конечном итоге приводить к активации
апоптоза в нейронах и их гибели [59], что мы и видели в гиппокампе, но не в не-
окортексе трансгенных мышей.

Наблюдаемое нами снижение нейрональной плотности в мозге трансгенных
животных может быть и следствием ухудшения нейрогенеза, что было описано в
мозге трансгенных животных с другими моделями БА [60–62]. Некоторыми авто-
рами высказывается предположение, что нарушение нейрогенеза является ранним
критическим событием в БА, которое может лежать в основе нарушений памяти,
по крайней мере частично, и усугублять уязвимость нейронов в формировании
гиппокампа [63]. Кроме того, нарушение нейрогенеза может являться результатом
как внутренней патологии нейрональных клеток-предшественников, так и нару-
шением самих нейрогенных ниш, о чем, к сожалению, не позволяют судить наши
результаты, и требуется дополнительное исследование этого вопроса. Интересно
отметить, что снижение пролиферативной активности в нишах взрослого нейроге-
неза авторы наблюдали только у трансгенных мышей старше 9 мес., что ставит под
сомнение участие в этом процессе бета-амилоида, генерация которого начинается
в более ранние сроки.

Для оценки нейрогенеза мы использовали целый ряд маркеров нейрональной
дифференцировки. Известно, что во взрослом организме нестин в основном син-
тезируется в клетках-предшественниках нейронов SGZ. При дифференцировке
нестин замещается тканеспецифичными белками промежуточных филаментов.
Клетки-предшественники нейронов начинают экспрессировать даблкортин при
активном делении, а их дочерние нейрональные клетки продолжают экспрессиро-
вать даблкортин в течение 2-х–3-х нед., когда клетки созревают в нейроны. Пони-
жение уровня даблкортина начинается через 2 недели и происходит в то же время,
когда эти клетки начинают экспрессировать NeuN. 3-бета-тубулин образует мик-
ротрубочки и встречается почти исключительно в нейронах. Он является отличи-
тельным ранним маркером дифференцированных нервных клеток. Иммунореак-
тивность к NeuN становится очевидной по мере снижения экспрессии даблкортина.

Использование подсчета BrdU+ клеток позволило нам выявить нарушение ба-
ланса выраженности пролиферативной активности между двумя нишами взрослого
нейрогенеза, характерного для нетрансгенных животных. В исследованиях редко
уделяют внимание этому факту, поскольку в основном изучают SGZ, отвечающую
за нейрогенез в гиппокампе не только у животных, но и у человека [64]. Анализ
судьбы пролиферирующих клеток с использованием различных перечисленных
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выше маркеров нейрональной зрелости показал, что подавляющее большинство
клеток в обеих нишах были иммунопозитивны к астроглиальному маркеру GFAP.
Учитывая, что иммунопозитивность к этому маркеру имеют и нейральные стволо-
вые клетки, непосредственно расположенные в нишах нейрогенеза, полученные
данные могут быть расценены как отсутствие нейрональной дифференцировки в
мозге Tg животных. Суммарная оценка числа клеток в зонах нейрогенеза свиде-
тельствует, что у животных используемой нами трансгенной линии в большей сте-
пени страдает нейрогенез в SVZ, где пролиферирующие клетки либо не вступают в
дифференцировку, либо погибают на ее ранних стадиях.

Результаты иммуноцитохимического окрашивания клеток, выделенных из Вар-
тонова студня пупочного канатика и использованных нами для мозговой транс-
плантации, свидетельствуют об их принадлежности к МСК и отсутствии в препа-
рате гемопоэтических стволовых клеток, о чем свидетельствует наличие специфи-
ческих маркеров МСК на их поверхности, таких как CD 90, CD 105, CD 73, CD 44,
CD 13, отсутствие CD14, CD34, CD45 [40], а также их дифференцировка в остео-
генном, адипогенном и хондрогенном направлениях подтверждает их мультипо-
тентность.

Далее нас интересовала судьба трансплантированных во фронтальную кору
МСК. Присутствие МСК, прижизненно меченных Hoechst 33258, в месте введения
у трансгенных животных нами было установлено как через 7, так и через 60 дней
после трансплантации, в то время как у nTg мышей в отдаленные сроки мы не об-
наружили меченых МСК. Выживание МСК в мозге модельных животных без ис-
пользования иммуносупрессии отмечали и другие авторы [65]. По-видимому, это
свидетельствует как о возможном снижении иммунной защиты у Tg животных
[66], что ранее нами было обнаружено у бульбэктомированных животных – другой
модели спорадической формы БА [67], так и о способности МСК вызывать
иммуносупрессию и иммуномодуляцию [68], позволяющую им выживать даже при
ксеногенной трансплантации. Другой особенностью большей части введенных
МСК человека явилась слабая способность к дифференцировке, проявившаяся в
отсутствие иммунопозитивности к маркерам нейронов и астроцитов, что, по-види-
мому, позволяло им длительное время выделять ростовые и трофические факторы,
оказывая паракринное воздействие на морфофункциональное состояние клеток
мозга Tg мышей и их функционирование [65].

В данной работе было установлено, что максимальный позитивный эффект
МСК на память Tg мышей также проявился через 2 мес. после их трансплантации,
что ассоциировалось с присутствием в их мозге МСК. Ранее полученные нами дан-
ные также показали высокую эффективность трансплантации МСК в отношении
памяти мышей с другой моделью БА [31]. Причины нарушения памяти в группе
nTg + МСК мышей до настоящего времени неясны. По-видимому, МСК в здоро-
вом и в мозге, пораженном патологическим процессом, оказывают разные эффек-
ты, на что указывалось в литературе [69].

Количественный анализ амилоидных бляшек у Tg мышей с трансплантацией че-
ловеческих МСК выявил достоверное снижение плотности бляшек в гиппокампе,
что полностью ассоциировалось с позитивным влиянием МСК на память Tg жи-
вотных. Очевидно, что эффект был обусловлен очисткой мозговых структур, ответ-
ственных за память, от токсического действия бета-амилоида за счет системного
действия многочисленных биологически активных соединений, таких как проти-
вовоспалительные цитокины, трофические и ростовые факторы, выделяемые МСК
и нормализующие деятельность клеток неокортекса и гиппокампа [70]. Снижение
числа бляшек, возможно, связано с тем, что выделяемая МСК молекула внутрикле-
точной адгезии-1 (sICAM-1), которая через сигнальный путь sICAM-1/LFA-1 (антиген-1,
связанный с функцией лимфоцитов (LFA-1)) индуцирует экспрессию непрелизина
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в микроглии, что способствует утилизации бета-амилоида и уменьшает число бля-
шек [27]. Другой возможностью снижения бляшек под влиянием МСК является
активация аутофагии [28].

В наших исследованиях было показано, что трансплантация МСК вызывает ак-
тивацию пролиферации в нишах взрослого нейрогенеза, главным образом, в SVZ.
Снижение потери нейронов в гиппокампе и усиление нейрогенеза в разных живот-
ных моделях поражений мозга под влиянием МСК наблюдали и другие авторы
[71]. Эффект авторы связали с активацией BDNF-TrkB сигнального пути, вызывав-
шего активацию внутриклеточных Akt и/или Erk, что приводило к фосфорилиро-
ванию CREB, ответственного за транскрипцию BDNF.

Недавно было высказано предположение, что сигнальный путь Wnt модулирует
нейрогенез в моделях БА, связанных с амилоидом-β, где в качестве лечения ис-
пользовали МСК. В обработанных Aβ нейрональных клетках-предшественниках
(NPC) при кокультивировании с МСК значительно увеличивалась экспрессию Ki-67,
GFAP, SOX2, нестина, а также β-катенина и Ngn1, что доказывает усиление сиг-
нального пути Wnt [29].

Нейрогенез в субгранулярной зоне зубчатой извилины гиппокампа может дей-
ствовать как эндогенный механизм восстановления памяти при БА. Известна тес-
ная связь Wnt сигнального пути с регуляцией и контролем внутриклеточной актив-
ности Ca2+ и Ca2+-зависимых механизмов. β-катенин является центральным зве-
ном канонического пути Wnt/β-катенина и связан с регуляцией нейрогенеза в
зубчатой фасции гиппокампа и в SVZ, а также модулирует синаптическую переда-
чу и пластичность [72].

Однако полученные нами результаты не позволяют прямо ассоциировать улуч-
шение памяти у трансгенных старых мышей с моделью БА, наблюдаемую при
трансплантации МСК, исключительно с активацией нейрогенеза, поскольку акти-
вация была отмечена и в мозге нетрансгенных животных с аналогичным введением
МСК, но память улучшалась только у трансгенных мышей. Конечно, основной
причиной могло быть отсутствие МСК в мозге контрольных мышей во время обу-
чения и тестирования памяти спустя 2 мес. после трансплантации. Причиной на-
блюдаемого поведенческого эффекта МСК у трансгенных мышей могла быть и по-
вышенная плотность нейронов, главным образом, в гиппокампе.

Полученные результаты свидетельствуют о наличии у МСК нейропротективных
свойств. Ряд авторов связывают их со способностью МСК выделять различные
провоспалительные цитокины в ответ на повреждение (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10,
TNFα, IFNβ). Установлено, что одну из центральных ролей в эффектах МСК играет
IL-6 и активация сигнального пути IL-6/STAT3. Так, введение нативных, но не
МСК с генетической конструкцией, подавляющей экспрессию IL-6, сопровожда-
лось улучшением моторного поведения у крыс, которым в неонатальный период
вызывали инфаркт мозга, что указывает на наличие у IL-6 репарационного дей-
ствия. Путем воздействия на ряд других сигнальных путей – простагландин E2
(PGE2), белок TNF-индуцибельного гена 6 (TSG-6), рецептор прогестерона (PR) и
глюкокортикоидный рецептор (GR) МСК переводят активированную микроглию
в М2 фенотип, что сопровождается торможением выделения провоспалительных
цитокинов и способствует восстановлению ткани и нейрорегенерации [73]. В ис-
следованиях in vitro при совместном культивировании корковых нейронов и МСК
было установлено, что на поверхности нейронов снижается экспрессия GluR1
субъединицы AMPAR, что повышает их устойчивость к эксайтотоксичности глута-
мата и препятствует повышению уровня внутриклеточного Са2+, что не оказывает
влияния на их выживаемость и даже снижает число нейронов с апоптическими яд-
рами [74]. Возможно, это происходит за счет увеличения экспрессии антиапопто-
тического гена Bcl-2 и снижения экспрессии проапоптотического гена Bax. В на-
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шей работе ярко проявилась противоапооптотическая активность МСК в гиппо-
кампе трансгенных старых мышей. Выраженная нейропротективная активность
МСК может осуществляться и через секрецию как ростового фактора фибробла-
стов (FGF)-II [75], так и BDNF [76]. Выделяемый МСК TNF путем активации по-
верхностных клеточных TNF рецепторов 1-го и 2-го типов запускает сигнальный
путь, в конечном итоге приводящий к транскрипции генов, повышающих выжива-
емость клеток [74].

Нейропротективное действие МСК на нейрон может быть опосредовано и через
их действие на астроциты. Факторы, выделяемые МСК, способны активировать
сигнальный путь p38, что приводит к уменьшению синтеза белка AQP4 на отрост-
ках астроцитов, а также к повышению активности плазминогена-1 астроцитов, что
способствует превращению про-нейтрофинов (pro-BDNF и pro-NGF) в их актив-
ные формы. МСК снижают синтез нейрокана в активированных астроцитах, а так-
же регулируют VEGF-A-зависимую активность eNOS астроцитов. Реализация этих
молекулярно-клеточных механизмов также приводит к снижению апоптотической
гибели астроцитов и сохранению целостности и стабилизации гематоэнцефаличе-
ского барьера [77], к усилению роста нейритов и восстановлению нейронных свя-
зей. Другие исследования на животных моделях продемонстрировали, что МСК
человека оказывают нейропротективное действие посредством сложных ком-
плексных механизмов, таких как модуляция нейровоспаления, усиление нейроге-
неза и модуляция убиквитинирования белков [78, 79].

Известно, что МСК синтезируют и выделяют в окружающую среду факторы ро-
ста, цитокины и хемокины [80], экзосомы [81]. Выделенные МСК вещества спо-
собны модулировать локальную иммунную систему, усиливать процесс образова-
ния новых сосудов, стимулировать миграцию, пролиферацию, дифференцировку
клеток и формирование внеклеточного матрикса. Важно отметить, что все эти фак-
торы присутствуют в условиях химерной модели in vivo, и лишь частично могут быть
воспроизведены при кокультивировании МСК с трансгенной культурой in vitro, что
повышает ценность полученных нами результатов. Важно отметить, что все транс-
генные животные, использованные в работе, находились на развернутой стадии
нейродегенеративного процесса альцгеймеровского типа, поэтому позитивные эф-
фекты внутримозговой трансплантации МСК можно рассматривать как лечебные,
что особенно важно в условиях отсутствия эффективной терапии этого заболева-
ния на этапе его развернутой фазы.

В настоящее время МСК не применяют для лечения пациентов с болезнью БА, в
связи с этим сложно оценить эффективность данной терапии, но все больше дан-
ных свидетельствует о том, что данный метод окажется многообещающим спосо-
бом лечения БА и других нейродегенеративных заболеваний, о чем свидетельствуют
полученные нами результаты.
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Cell Therapy as a Way to Correct Disorders of Neurogenesis in the Adult Brain
in a Model of Alzheimer’s Disease

A. V. Chaplyginaa, D. Y. Zhdanovaa, V. I. Kovaleva, R. A. Poltavtsevab, *,
N. I. Medvinskayaa, and N. V. Bobkovaa

aInstitute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow region, Russia
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Our work is based on the hypothesis of an impairments in neurogenesis during the
course of aging and as a result of neurodegenerative diseases including Alzheimer’s dis-
ease (AD. Uncompensated neuronal death leads to loss of memory. There is an opinion
that activating endogenous neurogenesis and cell replacement therapy may be the effec-
tive treatment of AD. We used mesenchymal stromal cells (MSCs) from the Wharton
jelly of the human umbilical cord, having a number of significant advantages compared
to MSCs from other tissues. We transplanted MSCs in the frontal cortex of transgenic
(Tg) 8–9 month old female 5XFAD mice, a model of the hereditary AD. To examine the
effects of MSC transplantation into the frontal cortex of the brain, the level of spatial
memory was analyzed in association with the morpho-functional characteristics of the
niches of adult neurogenesis – the subgranular zone of the dentate gyrus of the hippo-
campus (SGZ) and the subventricular zone of the lateral ventricles of the brain (SVZ),
the temporal cortex and CA1/CA3 regions of the hippocampus, the brain areas respon-
sible for learning and memory. The immunopositivity to BrdU and to the neuronal dif-
ferentiation markers: nestin, doblcortin, 3-beta-tubulin, NeuN, MAP2 and GFAP were
analyzed. Tg mice were characterized by a change in the ratio of the intensity of prolifer-
ative activity in the SGZ/SVZ and a decreased neuronal density in the cortex and hippo-
campus. Treatment with human MSCs had profound positive effect on both memory
and density of neurons and astrocytes in the temporal cortex and hippocampal regions in
Tg mice two months after transplantation. At the same time, MSCs were detected in the
brains of Tg animals only. Both Tg and nTg mice treated with MSCs had the increased
density of BrdU+ positive cells in the niches of adult neurogenesis, but decreased num-
ber of amyloid plaques and cells with apoptosis, as well as increased immunopositivity to
synaptophysin were detected only in the hippocampus of Tg + MSC mice. Thus the pos-
itive effect of MSC was manifested in the hippocampus of Tg animals, a structure locat-
ed at a distance from the site of cell transplantation in the frontal cortex. Overall, our da-
ta indicate that MSCs show the paracrine effect in the chimeric model and that brain
transplantation of MSCs may be an effective therapy of AD.

Keywords: Alzheimer’s disease, neurogenesis, mesenchymal stem cells, 5XFAD transgenic
females
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Эндогенный моноамин серотонин (5-НТ) участвует в модуляции моторного вы-
хода у позвоночных животных, взаимодействуя с различными типами 5-НТ ре-
цепторов. Ранее 5-НТ5А рецепторы были обнаружены в поясничных мотонейро-
нах крысы с помощью иммуногистохимических методов, где предполагается их
постсинаптическая локализация. Однако сведений о наличии 5-HT5A рецепто-
ров в поясничном отделе спинного мозга низших позвоночных (в том числе ам-
фибий) мы не обнаружили. В настоящей работе с использованием фармакологи-
ческого подхода, вне- и внутриклеточной регистрации потенциалов острым
электродом исследовано возможное участие 5-НТ5А рецепторов (наряду с 5-НТ1
рецепторами) в модуляции моторного выхода спинальных мотонейронов лягушки
Rana ridibunda. Результаты внеклеточного отведения (при аппликации 5-СТ, аго-
ниста 5-НТ1 и 5-НТ5А рецепторов и SB-699551 селективного антагониста 5-НТ5А
рецептора) указывают на пространственно-временную модуляцию активности
нейронов вентрального рога. Изменение амплитуды полевого антидромного по-
тенциала, пиковой амплитуды вызванного корешкового потенциала и внутри-
клеточного дорсально-корешкового постсинаптического потенциала, а также
изменение частоты внеклеточных спайков и латентности первого внутриклеточ-
ного ПД при аппликации 5-СТ были время-зависимыми: в первые минуты на-
блюдалась потенциация, которая позже сменялась угнетением. Суммарно полу-
ченные результаты свидетельствуют об участии 5-НТ5А рецепторов наряду с 5-НТ1
рецепторами в модуляции моторного выхода спинальных мотонейронов лягушки.

Ключевые слова: лягушка, спинной мозг, мотонейрон, 5-НТ5А рецептор, синапти-
ческая передача

DOI: 10.31857/S0869813922010071

Список сокращений: ДК – дорсальный корешок; ВК – вентральный корешок; ДК-ВК – корешковый
потенциал, регистрируемый с ВК при стимуляции ДК; ДК ПСП – внутриклеточный вызванный дор-
сально-корешковый постсинаптический потенциал; ПД – потенциал действия; ТТХ – тетродоток-
син; 5-СТ – 5-Carboxamidotryptamine maleate, агонист 5-НТ1А,В/D, 5-НТ5А, а также 5-НТ7 рецепто-
ров; MS – метисергид антагонист 5-НТ 1,2 рецепторов; SB 699551 – селективный антагонист 5-НТ5А
рецепторов; AHP – следовая гиперполяризация; fAHP – быстрая фаза следовой гиперполяризации;
mAHP – средняя фаза следовой гиперполяризации; МПП – мембранный потенциал покоя.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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ВВЕДЕНИЕ

Эндогенный моноамин серотонин (5-НТ) участвует в модуляции моторного вы-
хода, взаимодействуя с различными типами 5-НТ рецепторов [1–6]. Серотонинер-
гические нейроны, локализованные в ядрах шва и ретикулярной формации, дают
проекции почти ко всем областям головного и спинного мозга. У млекопитающих
нисходящие серотонинергические волокна образуют синапсы на соматодендрит-
ной мембране поясничных мотонейронов [7, 3].

В настоящее время различают 7 семейств серотониновых рецепторов 5-НТ1–7,
которые объединяют 16 подтипов. За исключением 5-НТ3 рецепторов, которые
представляют собой лиганд-управляемые ионные каналы, все остальные типы 5-НТ
рецепторов являются метаботропными, связанными с G-белками [8–10].

Экспрессия различных подтипов 5-НТ рецепторов исследовалась разными ме-
тодиками, включая in situ гибридизацию, фармакологию, иммуногистохимию.
В мотонейронах млекопитающих обнаружены 5-НТ1А,В/D, 5-НТ2А,В,С [3] и 5-НТ5А
рецепторы [11–13], для остальных подтипов 5-НТ рецепторов данных нет.

Ранее мы показали, что в поясничных мотонейронах лягушки серотонин умень-
шает частоту глицинергических миниатюрных тормозных постсинаптических по-
тенциалов (мТПСП), не оказывая заметного влияния на частоту ГАМКергических
мТПСП [14]. Этот эффект реализуется посредством активации пресинаптических
5-НТ1B/D рецепторов и приводит к частичному облегчению моторного выхода [15].
Кроме того, мы получили данные, свидетельствующие о наличии 5-НТ1А и 5-НТ2В,С
рецепторов на постсинаптической мембране поясничных мотонейронов лягушки,
и предположили возможную совместную модуляцию аккомодационных свойств
мотонейрона этими двумя типами серотониновых рецепторов [16].

5-НТ5А рецепторы относятся к малоисследованной группе серотониновых ре-
цепторов [9]. Недостаточное понимание роли этого рецептора частично объясня-
лось отсутствием доступных селективных лигандов 5-НТ5A рецептора [17, 18]. Ре-
цептор 5-HT5A остается только условно классифицированным в семействе рецеп-
торов 5-HT (база данных IUPHAR) [10]. Хотя селективного агониста до сих пор
нет, разработка его селективного антагониста (SB-699551) [19] позволила детальнее
исследовать функциональную роль этого “орфанного” рецептора [20]. Этот мало-
изученный подтип принадлежит семейству рецепторов, связанных с G-белком, ко-
торые отрицательно влияют на аденилатциклазу [21–23]. Его активация приводит
к мобилизации внутриклеточного Ca2+ [24] и стимуляции внутренне выпрямляю-
щих калиевых каналов [20, 25].

Рецепторы 5-HT5A в основном локализуются в коре головного мозга, гиппокам-
пе и мозжечке [26], а также в миндалине, хвостатом ядре, мозжечке, гипоталамусе,
черной субстанции, таламусе и спинном мозге [11, 27–30]. 5-НТ5А рецепторы были
обнаружены иммуногистохимически в поясничных мотонейронах дорсолатераль-
ного ядра и в мотонейронах Lamina IX спинного мозга крысы [11, 31]. Наблюде-
ния, полученные с помощью электронного микроскопа, предполагают постсинап-
тическую локализацию 5-НТ5А рецепторов [11].

Умеренная экспрессия 5-HT5A рецепторов во всех группах мотонейронов Lamina IX
и в колонке промежуточных дилатеральных клеток (по сравнению с дорсальным
рогом и дорсолатеральным ядром L6) предполагает, что 5-HT5A рецепторы также
участвуют в контроле моторных и вегетативных функций [11]. Учитывая это, мы
предположили, что 5-НТ5А рецепторы могут играть роль в модуляции моторного
выхода у амфибий.
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В недавних экспериментах на крысах было показано, что при активации 5-HT5A
рецепторов уменьшаются болевые ощущения в спинном мозге, а 5-HT и агонист
серотонина 5-CT уменьшают нейропатическую боль посредством активации ре-
цепторов 5-HT5A и 5-HT1A,B/D. Эти рецепторы могут быть важной частью нисходя-
щей системы подавления боли у млекопитающих [32–34]. Данных о наличии 5-HT5A
рецепторов в поясничном отделе спинного мозга низших позвоночных (в том чис-
ле амфибий) мы не обнаружили. Поэтому в данной работе мы поставили цель про-
верить наличие 5-НТ5A рецепторов и в случае присутствия исследовать их роль (на-
ряду с ролью 5-НТ1 рецепторов) в модуляции моторного выхода (синаптической
передачи и собственных свойств мембраны) спинальных мотонейронов лягушки
Rana ridibunda. Для этого мы провели электрофизиологическую регистрацию вне-
клеточных и внутриклеточных потециалов мотонейронов в присутствии селектив-
ных антагонистов и агонистов 5HT1,5А рецепторов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Приготовление среза спинного мозга
Опыты проводили на препарате поясничного сегмента изолированного спинно-

го мозга лягушки Rana ridibunda. Эксперименты выполнялись в соответствии с тре-
бованиями Комитета по биоэтике Института эволюционной физиологии и биохи-
мии им. И.М. Сеченова РАН, разработанными на основе международных реко-
мендаций European Communities Council Directive 1986 (86/609/EEC). Под
эфирным наркозом производили дорсальную ламинэктомию. После снятия обо-
лочки выделяли IX и X сегменты спинного мозга вместе с корешками в виде фрон-
тальных срезов толщиной 2–3 мм (такая толщина позволяет регистрировать в се-
редине среза структурно неповрежденные клетки). Один из них фиксировали в
экспериментальной камере ростральной поверхностью вверх. Приготовление пре-
парата, устройство камеры, схема эксперимента подробно описаны ранее [14].

Для перфузии использовали раствор следующего состава (мМ): 100 NaCl, 2 KCl,
0.5 MgCl2, 5.5 глюкоза, 1.5 CaCl2, 9 NaHCO3, 2 Трис, рН 7.4–7.6, аэрируемый газо-
вой смесью (98% О2 и 2% СО2) и имеющий температуру 16–18°С. Скорость прото-
ка составляла 6 мл/мин, объем ванны 0.5 мл.

Внеклеточная и внутриклеточная регистрация потенциалов
Потенциалы регистрировали с помощью микроэлектродного дифференциаль-

ного усилителя, разработанного в нашей лаборатории (вед. инж. Б.Т. Рябов),
оцифровывали c частотой 10–20 кГц с помощью АЦП NI USB-6211 (National In-
struments, США) и записывали на компьютере, используя программу WinWCP
(Strathclyde Electrophysiology Software, Великобритания).

Потенциалы отводили от мотонейронов IX или X сегментов как внеклеточно
(вблизи ядра поясничных мотонейронов), так и внутриклеточно с помощью ост-
рых стеклянных микроэлектродов с диаметром кончика 1–1.5 мкм, заполненных
3М раствором KCl, имевших сопротивление 10–20 МОм. Глубина погружения
микроэлектрода, двигавшегося строго вертикально вдоль колонки мотонейронов,
составляла от 300 до 1200 мкм от ростральной поверхности среза в зоне неповре-
жденных клеток. Известно, что поясничный спинальный мотонейрон является са-
мой крупной клеткой спинного мозга, имеющей разветвленное дендритное дерево.
Дендриты поясничных мотонейронов лягушки могут распространяться в ростро-
каудальном направлении спинного мозга на расстояние до 2 мм [35]. Учитывая
особенности структуры мотонейронов, неповрежденные клетки можно наколоть
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примерно в середине среза, т.е. на указанной выше глубине. Клетки, расположен-
ные в зоне повреждения структуры дендритов (до 300 мкм от ростральной поверх-
ности мозга), имеют отличные от здоровых клеток параметры, что показано нами
ранее [36]. Поясничные мотонейроны идентифицировали по наличию антидром-
ного потенциала действия, возникающего при стимуляции IX или X вентрального
корешка. В анализ включали мотонейроны с мембранным потенциалом покоя не
менее –60 мВ и амплитудой антидромного потенциала действия не менее 70 мВ.

Фармакология

Агонист 5-HT1A,B/D и 5-НТ5А рецепторов (5-СТ, 5–10 мкМ), антагонист 5-НТ1,2
рецепторов (метисергид, MS, 10 мкМ) и селективный антагонист 5-НТ5А рецепто-
ров (SB 699551, 10 мкМ) добавляли в перфузирующий раствор. Все реактивы были
приобретены в Sigma-Aldrich или Tocris Bioscience.

Статистическая обработка

Анализ первичных электрофизиологических данных производился с использо-
ванием программы Clampfit 10.5 (Molecular Devices, CША). Для статистического
анализа и графического представления результатов использовали программу Sigma
Plot 12.5. Нормальность распределения данных оценивалась по критерию Шапи-
ро–Уилка. Статистическая значимость оценивалась с использованием парного
критерия Стьюдента и однофакторного дисперсионного анализа ANOVA с после-
дующими апостериорными сравнениями средних значений по тесту Тьюки. Все
значения приведены как среднее ± стандартная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Влияние аппликации агониста 5-НТ5А и антагониста 5-НТ1,2 рецепторов
на антидромный полевой потенциал (внеклеточная регистрация)

Аппликация 5-СТ, агониста 5-HT1A,B/D и 5-НТ5А рецепторов достоверно вызы-
вала потенциацию амплитуды антидромного полевого потенциала, регистрируе-
мого внеклеточно вблизи поясничных мотонейронов с 2.3 ± 0.3 мВ до 3.4 ± 0.3 мВ
(n = 6). Потенциация исчезала при отмывке в нормальном растворе (рис. 1а, слева
сверху).

Чтобы выявить, эффект активации конкретных подтипов 5-HT рецепторов, мы
использовали совместное применение 5-СТ с селективным антагонистом 5-НТ5А
рецепторов – SB 699551 и селективным антагонистом 5-НТ1А,В/D рецепторов – ме-
тисергидом. Потенциация ответа была меньше (2.8 ± 0.5 мВ, n = 6) при совместной
аппликации 5-СТ и селективного антагониста 5-НТ5А рецепторов SB 699551 (10 мкМ),
то есть активация только 5-НТ1А,В/D рецепторов была недостаточна для полной по-
тенциации, вызванной аппликацией 5-СТ (рис. 1а). В то же время при блокировании
5-НТ1А,В/D рецепторов метисергидом (при преимущественной активации 5-НТ5А ре-
цепторов) увеличение амплитуды полевого потенциала сохранялось, составив
3.8 ± 0.4 мВ против 2.6 ± 0.3 мВ в контроле, n = 6 (рис. 1b).

Этот результат свидетельствует об участии в потенциации антидромного поле-
вого потенциала как 5-НТ1А,В/D, так и 5-НТ5А рецепторов в разной степени, при-
чем эффект 5-НТ5А рецепторов преобладает.
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2. Модуляция полевого антидромного потенциала по величине и по времени
Действие агониста 5-СТ и антагонистов 5НТ1А,В/D и 5-НТ5А рецепторов на поле-

вой антидромный потенциал отличалось как по величине, так и по времени разви-
тия эффекта (рис. 2а). При активации 5-НТ5А рецепторов потенциация происходи-
ла раньше по времени (через 5–7 мин) и была больше по величине (порядка 47%), в
то время как активация 5НТ1А,В/D рецепторов вызывала меньшую потенциацию
(порядка 22%), развивающуюся медленнее (20–25 мин). При совместной актива-
ции 5-НТ5А и 5-НТ1А,В/D рецепторов потенциация была такая же, как при актива-
ции 5-НТ5А рецепторов (составляя по величине порядка 46%), но максимальный
эффект развивался позже по времени (через 10–12 мин).

3. Эффект совместной аппликации 5-СТ и метисергида на частоту вызванных 
внеклеточных антидромных ПД

При совместной аппликации 5-СТ и метисергида, т.е. активации 5-НТ5А рецеп-
торов, наблюдалось увеличение амплитуды ПД примерно вдвое, количество вне-
клеточных ПД, возникающих в ответ на антидромную стимуляцию вентрального

Рис. 1. Действие агониста и антагонистов 5-НТ1A,B/D, 5А рецепторов на амплитуду полевого антидром-
ного потенциала. (а) – 5-СТ потенцирует (слева вверху), а смесь 5-СТ и SB 699551 вызывает меньшую
потенциацию (слева внизу), однофакторный дисперсионный анализ (F1,10 = 6.2), (b) – потенциация
амплитуды антидромного полевого потенциала при совместной аппликации 5-СТ и метисергида, одно-
факторный дисперсионный анализ (F2,12 = 4.5).
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корешка, возросло в 4 раза (рис. 2b). Время-зависимый эффект активации серото-
ниновых рецепторов на изменение амплитуды полевого антидромного потенциала
сохранялся: вначале наблюдали потенцирующий эффект, который позже сменялся
угнетающим (рис. 2b). Однако частота генерации ПД продолжала увеличиваться в
течение всего эксперимента. Возможным механизмом этого явления может быть
активация других нейронов в локальных сетях спинного мозга, однако это предпо-
ложение требует дополнительной экспериментальной проверки.

4. Действие 5-СТ и MS на вызванные корешковые потенциалы
При активации 5-НТ1A,B/D, 5А рецепторов с помощью агониста 5-СТ (5–10 мкМ)

наблюдалось уменьшение амплитуды ранних моно- и дисинаптических компо-
нентов (с латентностью 2–12 мс) до 33 ± 7% от начального уровня и увеличение
на 46 ± 8% (n = 6) амплитуды поздних компонентов (с латентностью 12–200 мс)
корешковых потенциалов, регистрируемых от вентрального корешка при стимуля-
ции дорсального корешка (ДК-ВК потенциалов). Соответственно изменялась пло-

Рис. 2. Модуляция полевого антидромного потенциала по величине и по времени в зависимости от типа
активируемых рецепторов (а) и модуляция по амплитуде и частоте внеклеточных ПД (b). (b) – увеличе-
ние числа внеклеточных антидромных ПД и амплитуды ПД при совместной аппликации агониста (5-СТ)
и антагониста 5-НТ1,2 рецепторов метисергида (активация 5-НТ5А рецепторов). Наложение 10 пробе-
гов. На развертке 30 мс (нижние записи) хорошо видна потенциация антидромного полевого потенциа-
ла через 5 мин, а через 20 мин – восстановление к исходному уровню, хотя количество ПД при этом
продолжает нарастать.
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щадь под кривой ДК-ВК потенциалов (увеличение на 66 ± 8%, n = 6) (рис. 3a). Ак-
тивации 5-НТ5А рецепторов путем аппликации неселективного агониста 5-СТ в
условиях блокады 5-НТ1A,B/D рецепторов с помощью метисергида вызывала умень-
шение амплитуды ранних компонентов в два раза (до 52 ± 5% от начального уровня,
n = 5), т.е. в меньшей степени, чем при аппликации одного агониста (5-СТ). Кроме
того, исчезал эффект потенциации поздних компонентов ДК-ВК ответа. Ампли-
туда поздних компонентов и площадь под кривой также уменьшались (до 88 ± 6%
и до 58 ± 7% соответственно) (рис. 3b). Эти результаты указывают на участие в
модуляции вызванной синаптической активности как 5-НТ1A,B/D, так и 5-НТ5А
рецепторов.

5. Действие 5-СТ и метисергида на вызванные внутриклеточные потенциалы

При внутриклеточной регистрации многокомпонентного ПСП, вызванного
стимуляцией дорсального корешка (ДК ПСП), аппликация 5-СТ вызывала время-
зависимый эффект: в первые 3–5 мин наблюдалась кратковременная потенциация
пиковой амплитуды ДК ПСП на 53 ± 4.4%, а затем, через 10–15 мин, – уменьше-
ние амплитуды ДК ПСП до 76 ± 4% (n = 5, t-test, p < 0.001) от исходного ответа
(рис. 4а, b). При блокировании 5-НТ1A,B/D рецепторов метисергидом время-зави-
симый эффект не наблюдался, ответ уменьшался, и через 14 мин составлял при-
мерно 20% от исходного в контроле (рис. 4c, d, e). Эти наблюдения указывают на
ингибирующую роль 5-НТ5А рецепторов на пиковую амплитуду внутриклеточного
ДК ПСП.

Рис. 3. Действие агониста 5-СТ (активация 5-НТ1А,В/D и 5-НТ5А рецепторов) (а) и совместное дей-
ствие 5-СТ и метисергида (MS) (активация 5-НТ5А рецепторов) (b) на корешковые ДК-ВК потенциалы.

Однофакторный дисперсионный анализ. Для (а): F3,20 = 84.3; для (b): F3,16 = 23.6. * p < 0.001 (Tukey Test).
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6. Действие 5-СТ на частоту и латентность ПД, вызванных стимуляцией ДК
Поскольку 5-СТ вызывает потенциацию антидромного полевого потенциала

(рис. 1а, слева), отражающего синхронный разряд мотонейронов, то можно ожи-
дать увеличение числа внутриклеточных ПД, возникающих в каждом отдельном

Рис. 4. Время-зависимый эффект 5-СТ на вызванный внутриклеточный ДК ВПСП. (а) – активация
5-НТ1 и 5-НТ5А рецепторов вызывает первоначальную потенциацию (3 мин аппликации) и последую-
щее угнетение ответа (14 мин аппликации). На вставке показано то же самое при меньшей развертке;
(b) – соответствующая столбчатая диаграмма; (c, d, e) – потенциация пропадает при блокировании
5-НТ1А,В/D рецепторов с помощью метисергида (MS): контроль, 7 мин, 14 мин соответственно аппли-
кации смеси 5-СТ + MS. Наблюдается угнетение всего ДК ВПСП (парный t-тест Стьюдента, p < 0.05).
(f) – увеличение количества ПД при аппликации 5-СТ и уменьшение при отмывке ниже исходного
уровня; (g) – уменьшение латентности первого ПД при стимуляции ДК через 4 мин и увеличение ее че-
рез 10 мин аппликации; (h, i) – соответствующие диаграммы (время-зависимый эффект), для (h): t-тест,
p = 0.04; для (i): однофакторный дисперсионный анализ p < 0.001 (тест Тьюки), F2,15 = 34.
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мотонейроне при стимуляции ДК. Этот эффект продемонстрирован на рис. 4f. Ап-
пликация 5-СТ через 5–6 мин увеличивала среднее число ПД от 55 ± 4 до 75 ± 5
(n = 5, t-test, p = 0.04), при отмывке число ПД снижалось до 23 ± 4, что ниже исход-
ного в контроле (рис. 4f, h). На рис. 4g проиллюстрировано укорочение латентно-
сти первого ПД с 42 ± 3 мс в контроле до 26 ± 3 мс через 4 мин аппликации 5-СТ
(начальный эффект) и последующее увеличение через 10–12 мин аппликации 5-СТ
до 62 ± 4 мс (n = 6).

7. Действие 5-СТ и метисергида на мембранный потенциал покоя, кинетические 
параметры, быструю и среднюю фазы следовой гиперполяризации антидромного ПД

Чтобы выявить эффект 5-СТ на пассивные свойства мембраны мотонейронов,
агонист добавляли в перфузирующий раствор в условиях блока спайковой актив-
ности с помощью блокатора натриевых каналов ТТХ (1 мкМ). Аппликация 5-СТ
вызывала небольшую деполяризацию мембраны в большинстве случаев на 1.5–2.0 мВ
(n = 4, парный t-тест, p < 0.05, рис. 5а, сверху), деполяризация исчезала при сов-
местной аппликации 5-СТ и антагониста 5-НТ1,2 рецепторов метисергида (рис. 5а,
внизу).

В отсутствие ТТХ аппликация 5-СТ уменьшала амплитуду антидромного ПД (на
18.0 ± 0.5%, n = 5) и увеличивала его полуширину более чем в два раза, также сни-
жались амплитуды быстрой (fAHP) и средней (mAHP) фаз следовой гиперполяри-
зации: в среднем на 36.0 ± 0.2% и на 83.0 ± 0.3%, n = 5 соответственно (рис. 5b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В наших экспериментах при внеклеточной регистрации как совместная, так и
раздельная активация 5-НТ1А,В/D и 5-НТ5А рецепторов в первые несколько минут
вызывали потенциацию амплитуды негативной волны полевого антидромного по-
тенциала, отражающего синхронный разряд нейронов, но в различной степени.
Следовательно, как 5-НТ1А,В/D, так и 5-НТ5А рецепторы вызывают потенциацию ан-

Рис. 5. Действие 5-СТ и смеси 5-СТ + MS на МПП в условиях блока спайковой активности с помощью
ТТХ – (а). Действие 5-СТ на кинетические параметры и следовую гиперполяризацию антидромного
ПД – (b).

а b

Control

5-CT

mAHP

5-CT + MS

5-CT

2 mV

1 min

10 mV

20 ms

fAHP



94 КАЛИНИНА, ВЕСЕЛКИН

тидромного полевого потенциала. При активации 5-НТ5А рецепторов потенциация
происходила быстрее по времени и была больше по величине, в то время как акти-
вация 5-НТ1А,В/D рецепторов вызывала меньшую потенциацию, развивающуюся
медленнее. При совместной активации 5-НТ5А и 5-НТ1А,В/D рецепторов потенциа-
ция усиливалась по величине и развивалась быстрее. Эти наблюдения указывают на
пространственно-временную модуляцию активности нейронов вентрального рога
(как мотонейронов, так, по-видимому, и интернейронов).

Изменение амплитуды полевого антидромного потенциала, пиковой амплитуды
вызванных корешкового потенциала и внутриклеточного ДК ПСП, а также изме-
нение частоты внеклеточных спайков и латентности первого внутриклеточного
ПД при аппликации 5-СТ были время-зависимыми: в первые 3–5 мин наблюда-
лась потенциация этих параметров, что свидетельствовало о возбуждающем эф-
фекте, в последующие 10–15 мин потенциация сменялась угнетением. Аналогичный
время-зависимый эффект при аппликации агониста 5-НТ1А,7 рецепторов 8-ОН-DPAT
мы наблюдали в наших предыдущих исследованиях [36] при регистрации анти-
дромного полевого потенциала: в первые 3–5 мин – увеличение амплитуды поле-
вого потенциала, а затем снижение ее через 15 мин. 8-ОН-DPAT оказывал время-
зависимое действие также на частоту и время возникновения антидромного ПД:
первоначально увеличивал возбудимость мотонейронов, а затем уменьшал ее. На-
блюдаемую нами потенциацию можно объяснить тем, что 5-HT5A рецепторы могут
постсинаптически подавлять тормозные интернейроны [11, 37]. Таким образом,
активация рецепторов 5-HT5A5-НТ1А,7 в тормозных и возбуждающих интернейро-
нах может производить противоположный эффект [32].

В предыдущей работе [16] мы показали, что агонист 5-НТ1А,7 рецепторов 8-ОН-DPAT
не вызывал деполяризацию мембраны и не изменял входное сопротивление. Учи-
тывая это, мы предполагаем, что 5-СТ вызывает деполяризацию, активируя либо
5-НТ1В/D, либо 5-НТ5А рецепторы. Мы не зарегистрировали изменение МП при
блокировании 5-НТ1А,В/D рецепторов метисергидом (рис. 5а, внизу), возможно,
потому, что понимание индивидуальной роли 5-НТ5А рецепторов и рецепторов 5-НТ1
типа усложнено, из-за того, что рецепторы 5-НТ5А и 5-НТ1A связываются с множе-
ственными системами вторичных мессенджеров, которые могут перекрестно взаи-
модействовать друг с другом [30, 38].

В статье Goodfellow с соавт. [20] показано, что удаление гена, ответственного за
экспрессию 5-HT5A рецептора у нокаутных мышей, приводит к неожиданно боль-
шому увеличению ингибирующих токов 5-HT1A рецептора. Авторы предполагают,
что присутствие тесно связанных рецепторов 5-HT1A и 5-HT5A в одних и тех же
нейронных клетках может служить биологической защитой, так что нарушение од-
ного рецептора может вызвать компенсаторную активацию другого рецептора [39].

Полученные результаты подтверждают наше предположение об участии 5-HT5A
рецепторов наряду с 5-НТ1 рецепторами в модуляции моторного выхода спиналь-
ных мотонейронов лягушки. Однако, учитывая сложные взаимодействия 5-HT5A
рецепторов с 5-НТ1 и, возможно, с другими типами серотониновых рецепторов,
необходимы дополнительные исследования.
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Involvement of 5-HT1 and 5-HT5A Receptors in Modulation of Synaptic Transmission 
and Internal Properties of the Membrane of Spinal Frog Motoneurons (Rana ridibunda)

N. I. Kalininaa, * and N. P. Veselkina, b

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

bSaint Petersburg State University, Saint Petersburg, Russia

*e-mail: nkalinina54@mail.ru

The endogenous monoamine serotonin (5-HT) modifies motor output in vertebrates by
interacting with different types of 5-HT receptors. Previously, 5-HT5A receptors were
detected in rat lumbar motoneurons by immunohistochemical methods, where their
postsynaptic localization is assumed. However, we found no information about the pres-
ence of 5-HT5A receptors in the lumbar spinal cord of lower vertebrates (including am-
phibians). In the present work, we investigated the possible involvement of 5-HT5A re-
ceptors (along with 5-HT1 receptors) in the modulation of motor output of spinal moto-
neurons of the frog Rana ridibunda using a pharmacological approach, extra- and
intracellular recording of potentials. Results of extracellular recordings (with the appli-
cation of 5-CT, an agonist of 5-HT1 and 5-HT5A receptors, and SB-699551, a selective
5-HT5A receptor antagonist) indicate spatiotemporal modulation of the activity of ven-
tral horn neurons. Furthermore, changes in the amplitude of the field antidromic poten-
tial, the peak amplitude of the evoked medullary potential and the intracellular dorsal
medullary postsynaptic potential, as well as changes in the frequency of extracellular
spikes and latency of the first intracellular action potential during the 5-CT application,
were time-dependent: potentiation was observed in the first minutes, which was later
followed by depression. Taken together, the results indicate the involvement of 5-HT5A
receptors along with 5-HT1 receptors in the modulation of motor output of frog spinal
motoneurons.

Keywords: frog, spinal cord, motoneuron, 5-HT5A receptor, synaptic transmission
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Исследовали влияние соединения VU 0238429, аллостерического модулятора му-
скариновых холинорецепторов М5 подтипа, на амплитудно-временные парамет-
ры спонтанных и вызванных потенциалов концевой пластинки, а также на силу
мышечных сокращений при низко- и высокочастотном раздражении двигатель-
ного нерва. Показано, что холинорецепторы М5 подтипа могут регулировать
квантовый выброс ацетилхолина из двигательных нервных окончаний в диа-
фрагме мыши: увеличивать уровень секреции медиатора при низкочастотной
стимуляции нерва и снижать его при стимуляции с частотой 70 Гц. Фармаколо-
гическая потенциация М5 холинорецепторов оказывает угнетающее действие на
силу мышечных сокращений, вызванных как прямой, так и непрямой стимуля-
цией, что необходимо учитывать при разработке лекарственных препаратов на
основе модуляторов этих рецепторов.

Ключевые слова: нервно-мышечный контакт, М5 холинорецептор, ацетилхолин,
потенциал концевой пластинки, модуляция синаптической передачи, мышечное
сокращение
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Мускариновые холинорецепторы М1–M5 подтипов широко представлены в
центральной и периферической нервной системе, где они контролируют ряд важ-
ных физиологических процессов [1]. Несмотря на то, что рецепторы М5 подтипа
составляют всего 2% от общей популяции мускариновых холинорецепторов в го-
ловном мозге [2], они экспрессируются в отдельных областях, представляющих те-
рапевтический интерес. Агонисты и антагонисты М5 холинорецепторов рассмат-
риваются как потенциальные фармакологические агенты для лечения целого ряда
расстройств, включая шизофрению, болезнь Альцгеймера, наркозависимость и бо-
лезнь Паркинсона [1, 3]. Данные, полученные на мышах, нокаутированных по ге-
ну, кодирующему мускариновые рецепторы М5 подтипа, свидетельствуют о том,
что именно эти рецепторы отвечают за вызванное ацетилхолином расширение со-
судов головного мозга, и, следовательно, их лиганды могут быть использованы в

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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качестве терапевтического средства при лечении цереброваскулярных заболеваний
или острого ишемического инсульта [2, 4].

Ранее, с помощью методов иммуногистохимии, было показано, что М5 рецепто-
ры присутствуют в области нервно-мышечного контакта скелетных мышц позво-
ночных [5, 6], однако их физиологическая роль в периферических синапсах остается
до конца не выясненной. По данным Wright и соавт. [5] М5 рецепторы локализуют-
ся на мышечных волокнах и/или шванновских клетках и контролируют рост
мышц, а также размер моторных синапсов.

Недостаток информации о физиологической роли М5 рецепторов во многом
обусловлен тем, что до недавнего времени отсутствовали селективные фармако-
логические агенты, с помощью которых можно было бы исследовать функции
этих рецепторов. Сравнительно недавно скрининговые и медицинские исследо-
вания позволили идентифицировать первые М5 селективные аллостерические
лиганды, в частности соединение VU 0238429, проявляющее высокоизбиратель-
ное потенцирующее действие на этот подтип холинорецепторов [7]. Данное со-
единение более чем в 30 раз избирательнее по отношению к M5 рецепторам по
сравнению с М1 и М3 подтипами и неэффективно в отношении М2 и М4 подти-
пов мускариновых рецепторов [7].

В настоящей работе мы исследовали влияние селективного аллостерического
модулятора мускаринового ацетилхолинового рецептора M5 подтипа – соединения
VU 0238429 на амплитудно-временные характеристики одноквантовых (миниа-
тюрных) и многоквантовых потенциалов концевой пластинки (ПКП), а также на
силу мышечных сокращений при разных режимах стимуляции двигательного нер-
ва. Показано, что холинорецепторы М5 подтипа могут регулировать процесс кван-
тового выделения ацетилхолина из моторных нервных окончаний. Кроме того,
фармакологическая потенциация этих рецепторов снижает силу мышечных сокра-
щений, что необходимо учитывать при поиске лекарственных препаратов, мише-
нью которых являются мускариновые холинорецепторы М5 подтипа.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Препарат и растворы
Исследования были проведены на изолированных нервно-мышечных препа-

ратах диафрагмы лабораторных мышей линии BALB/c массой 22–25 г. Живот-
ные содержались при комнатной температуре (20–24°C) в хорошо вентилируе-
мом помещении с 12-часовым циклом свет/темнота и неограниченном доступе к
пище и воде.

Экспериментальные процедуры выполняли в соответствии с инструкциями по
использованию лабораторных животных Казанского медицинского университета в
соответствии с руководством NIH по уходу и использованию лабораторных живот-
ных. Протокол эксперимента соответствовал требованиям Директивы Совета ев-
ропейских сообществ 86/609/EEC.

Животных подвергали глубокому наркозу, а затем быстро декапитировали и вы-
деляли диафрагмальную мышцу в реберном кольце вместе с диафрагмальными
нервами, длина культи которых составляла не менее 0.5 см. Далее препарат разде-
ляли на две полудиафрагмы с подходящими к ним нервами.

Изолированную мышцу с фрагментом нерва помещали в экспериментальную
камеру, через которую протекал предварительно аэрированный раствор Рингера–
Кребса следующего состава (в мМ): 137 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 1 Na2HPO4,
15 NaHCO3, 11 глюкоза; pH раствора составлял 7.3–7.4, температуру в ванночке
поддерживали на уровне 22.0 ± 0.1°C.
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Соединение VU 0238429 (Tocris, Великобритания) растворяли в растворе DMSO, а
затем в буферном растворе до концентрации 1 мкМ, и подавали в эксперименталь-
ную камеру путем перфузии (финальная концентрация DMSO 0.01%).

Регистрация потенциалов концевой пластинки
Потенциалы концевой пластинки (ПКП) регистрировали внутриклеточно с ис-

пользованием стандартной микроэлектродной техники. При регистрации ПКП
мышечные сокращения блокировали μ-конотоксином GIIIB (3 мкМ, Peptide Insti-
tute Inc., Япония).

Регистрацию синаптических сигналов осуществляли с помощью комплекса,
включающего микроэлектродный усилитель TEV-200A (Dagan Corporation, США)
с полосой пропускания от 0.03 до 10 кГц, изолированный импульсный стимулятор
2100 (AM Systems, США), высокоскоростной аналогово-цифровой цифровой пре-
образователь (Digidata 1322A, Axon Instrument Inc., США) с частотой дискретиза-
ции 10 мкс и программное обеспечение AxoClamp (Axon Instrument Inc.). Двига-
тельный нерв стимулировали прямоугольными импульсами супрамаксимальной
величины и длительностью 100 мкс с частотой 0.5–70 Гц.

ПКП регистрировали в контроле и через 20 мин после добавления соединения
VU 0238429 в омывающий раствор. Зарегистрированные сигналы анализировали
с использованием программного обеспечения Clampfit (Axon Instrument Inc.) в
автономном режиме. Оценивали амплитуду, время нарастания и постоянную
времени спада (10–90% амплитуды) ПКП. Квантовый состав ПКП оценивали
двумя способами: 1) как соотношение средних значений амплитуд вызванных и
спонтанных (“одноквантовых”) ответов; 2) как соотношение площадей вызван-
ных и “одноквантовых” ответов. При анализе параметров ПКП, зарегистриро-
ванных в режиме высокочастотных пачек (10 с с частотами 10, 50 и 70 Гц), пара-
метры сигналов выражали в процентах по отношению к первому сигналу, а затем
усредняли (n = 20–30 пачек).

Тензометрия
Фрагмент полудиафрагмы (шириной около 1 см) помещали в эксперименталь-

ную ванночку тензометрической установки SIH Muscle Tester (WPI, США), осна-
щенной усилителем SI-BAM21-LC (WPI) и контроллером температуры SI-TCM2
(WPI). “Реберный” край фрагмента полудиафрагмы фиксировали крючком, кото-
рый был соединен с датчиком силы (SI-KG2B, WPI), “сухожильный” край фикси-
ровали крючком, закрепленным на плече микроманипулятора со встроенным мик-
рометром. При помощи микрометра препарат растягивался на 10–15% от длины и
в течение 15–20 мин перед началом эксперимента промывался раствором Ринге-
ра–Кребса в условиях редкой стимуляции для достижения устойчивого состояния.

Мышцу стимулировали прямоугольными стимулами супрамаксимальной амплиту-
ды длительностью 100 мкс. Протокол стимуляции во всех экспериментах (сокращения
при прямом и непрямом раздражении) был идентичный: 20 с с частотой 0.5 Гц, 10 с с
частотами 10, 50 и 70 Гц. Время периода между стимуляциями составляло 20 с.

Ответы при непрямом раздражении вызывались стимуляцией диафрагмального
нерва через “всасывающий” электрод. При прямом раздражении сокращения диа-
фрагмы вызывали стимуляцией через два серебряных проволочных электрода, на-
ходящихся в экспериментальной ванночке в непосредственной близости от препа-
рата. При этом в растворе присутствовал блокатор никотиновых холинорецепторов
d-тубокурарин (2 мкМ, Sigma, США). Сигналы от датчика силы получали и анализи-
ровали в цифровом виде с использованием (ЦАП-АЦП) системы LabTrax 8/16 (WPI)
и программного обеспечения MDAC Software (WPI). Сила сокращений (макси-
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мальная амплитуда одиночных и тетанических изометрических сокращений) изме-
рялась в граммах. Регистрация сокращений осуществлялась в контроле и через 20 мин
после добавления соединения VU 0238429 в омывающий раствор.

Статистика
Экспериментальные результаты представлены в виде среднего значения и стан-

дартной ошибки среднего (SEM). Для статистической обработки результатов экс-
периментов использовали двухсторонний критерий Стьюдента (для параметриче-
ских данных) либо непараметрический критерий Манна–Уитни.

Для описания относительного изменения квантового состава ПКП в ходе сти-
муляции нерва с частотой 10 Гц использовали модель, описанную в работе [8]. Для
частот стимуляции выше 10 Гц эту модель модифицировали путем добавления
“медленной” экспоненциальной компоненты:

В этой формуле m(t) соответствует квантовому составу ПКП в момент времени t,
A – квантовый состав в начале стимуляции (отн. ед.), B – постоянная времени ис-
тощения готового к освобождению пула везикул (с), С – средняя амплитуда плато
(отн. ед.), D – полупериод восполнения везикулярного пула (с), Е – крутизна ди-
намики восстановления везикулярного пула (с), а F – постоянная времени “мед-
ленной” фазы снижения квантового состава (при 50 и 70 Гц, с).

Для сравнения относительного изменения амплитуд ПКП при высокочастотной
стимуляции нерва в контроле и в присутствии VU 0238429 использовался F-тест. Ста-
тистический анализ осуществлялся с помощью программного обеспечения OriginLab
2021b. Различия между группами считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние аллостерического модулятора М5 холинорецепторов VU 0238429
на амплитудно-временные параметры ПКП при низко- и высокочастотной 

стимуляции двигательного нерва
Потенциация М5 холинорецепторов не оказывала влияния на амплитуду миниа-

тюрных ПКП (МПКП) и их частоту (рис. 1а), а также временные параметры (вре-
мя роста и постоянная времени спада, на рисунке не представлены).

В присутствии соединения VU 0238429 (1 мкМ) при редкой частоте стимуляции
нерва (0.5 Гц) квантовый состав ПКП был в среднем на 17% выше, чем в контроле
(34.2 ± 2.3 по сравнению с 28.1 ± 1.2, n1 = 22, n2 = 29, тест Стьюдента для независи-
мых выборок, p < 0.05, рис. 1b). При оценке квантового состава соотношением
площадей многоквантовых и одноквантовых (миниатюрных) ПКП значения этой
величины составили 34.2 ± 1.9 в контроле и 41.6 ± 2.9 в присутствии соединения
VU 0238429, то есть относительное изменение квантового состава составило 22%.
Длительность переднего фронта многоквантовых ПКП (10–90%) также достовер-
но увеличивалась: с 0.75 ± 0.18 мс в контроле до 0.87 ± 0.16 мс (n1 = 22, n2 = 29, тест
Стьюдента для независимых выборок, p < 0.05, рис. 1b). При этом длительности
заднего фронта ПКП (τ времени спада ПКП) в контроле и в присутствии соедине-
ния VU 0238429 достоверно не различались (2.81 ± 0.13 и 3.09 ± 0.08 мс, соответ-
ственно, n1 = 22, n2 = 29, тест Стьюдента для независимых выборок, p > 0.05, рис. 1b).

Значения мембранного потенциала мышечного волокна, при которых регистри-
ровали ПКП и МПКП в контроле и в присутствии соединения VU 0238429 также до-
стоверно не различались (–60.4 ± 2.1 мВ для VU 0238429 по сравнению с –60.0 ± 1.2 мВ
в контроле, n1 = 22, n2 = 29, тест Стьюдента для независимых выборок, p > 0.05).

( ) ( ) ( )( )( ) ( )= − + + − − −exp 1 exp exp .m t A t B C t D E t F
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При высокочастотном раздражении нерва (10–70 Гц) развивалась синаптиче-
ская депрессия, то есть последовательное снижение квантового состава ПКП в хо-
де пачки импульсов, наиболее выраженное при стимуляции нерва с частотой более
10 Гц (рис. 1c–e). Так, при стимуляции нерва с частотой 70 Гц квантовый состав
ПКП в первые 200 мс быстро снижался (на 40% в контроле и на 50% в присутствии
VU 0238429) и продолжал снижаться в последующие 10 с соответственно до
38.2 ± 3.6% и 27.8 ± 4.5% (n = 15) от исходных значений в контроле и в присутствии

Рис. 1. Влияние модулятора мускариновых холинорецепторов М5 подтипа VU 0238429 (1 мкМ) на ам-
плитудно-временные параметры миниатюрных (МПКП; MEPP) и вызванных (ПКП; EPP) потенциа-
лов концевой пластинки.
Панель (a) – амплитуда (amplitude) и частота (frequency) миниатюрных потенциалов концевой пластин-
ки в контроле и после аппликации VU 0238429.
Панель (b) – квантовый состав (EPP quantal content), время нарастания (10–90% EPP rise time) и посто-
янная времени спада (decay time) вызванных потенциалов концевой пластинки при низкочастотной
стимуляции нерва (0.5 Гц) в контроле и после аппликации VU 0238429. На панелях a и b данные пред-
ставлены по отдельным клеткам в контроле и после аппликации VU 0238429: кружки – значения по от-
дельным опытам, горизонтальная линия – среднее значение ± стандартная ошибка (прямоугольник) и
стандартное отклонение (вертикальный отрезок) для всей серии экспериментов (n1 = 22, n2 = 29).*p < 0.05
по сравнению с контролем (тест Стьюдента для независимых выборок).
Панель (c) – относительные изменения амплитуды ПКП при стимуляции нерва с частотой 10, 50 и
70 Гц в течение 10 с: черные кружки – контроль, серые кружки – VU 0238429. За 100% принята амплиту-
да 1-го ПКП в пачке. n = 15.
Панели (d), (e) – репрезентативные записи вызванных потенциалов концевой пластинки, зарегистри-
рованных в ходе стимуляции с частотой 70 Гц в типичном эксперименте в контроле (control) и в присут-
ствии VU 0238429: сплошная линия – 1-й ПКП в пачке импульсов, пунктирная линия – ПКП после 1 с
стимуляции, линия точками – ПКП после 10 с стимуляции с частотой 70 Гц. На врезках представлены
МПКП из тех же экспериментов, зарегистрированные до начала стимуляции.
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VU 0238429. Аппроксимация относительного изменения квантового состава ПКП
при высокочастотной стимуляции нерва моделью, состоящей из экспоненциаль-
ного спада и возрастающей логистической функции (см. Методы исследования),
показала достоверные различия в динамике этого параметра в контроле и при по-
тенциации М5 рецепторов (F-тест, p < 0.05, n = 15, табл. 1).

Влияние аллостерического модулятора М5 холинорецепторов VU 0238429 на силу 
мышечных сокращений при прямой и непрямой стимуляции

Сила сокращений фрагмента полудиафрагмы мыши при стимуляции двига-
тельного нерва составляла по максимальной амплитуде: 0.72 ± 0.09 г при 0.5 Гц;
0.87 ± 0.11 г при 10 Гц; 4.81 ± 0.52 г при 50 Гц и 5.15 ± 0.63 г при 70 Гц (n = 7). Добав-
ление в перфузионный раствор соединения VU 0238429 в концентрации 1 мкМ
приводило к снижению силы сокращений на всех исследуемых частотах стимуля-
ции (рис. 2a). Так, регистрируемый параметр снижался на 24.5 ± 4.7% при 0.5 Гц;
на 23.3 ± 3.6% при 10 Гц; 23.6 ± 4.6% при 50 Гц и 24.0 ± 5.7% при 70 Гц (p < 0.05; n = 7
для всех случаев).

Для того, чтобы установить, обусловлен ли выявленный нами угнетающий эф-
фект VU 0238429 изменениями в холинергической трансмиссии в мионевральном
синапсе, были проведены эксперименты с прямой стимуляцией мышцы в условиях
блокады никотиновых холинорецепторов. Контрольные значения силы сокраще-
ний в данной серии экспериментов составляли по максимальной амплитуде 0.58 ± 0.07 г
при 0.5 Гц; 0.58 ± 0.07 г при 10 Гц; 4.41 ± 0.79 г при 50 Гц и 4.46 ± 0.76 г при 70 Гц (n = 7).

В присутствие VU 0238429 сила сокращений при прямой стимуляции также сни-
жалась (рис. 2b). Это угнетающее действие аллостерического модулятора так же
как и в случае непрямой стимуляции проявлялось на всех исследуемых частотах и
составляло соответственно: 17.2 ± 3.1% при 0.5 Гц; 15.3 ± 3.7% при 10 Гц; 16.6 ± 3.1% при
50 Гц и 16.5 ± 3.4% при 70 Гц (p < 0.05; n = 7 для всех случаев). Выраженность угне-
тающего эффекта соединения VU 0238429 при прямой и непрямой стимуляции
нервно-мышечного препарата достоверно не отличалась для всех частот (критерий
Манна–Уитни, p > 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Пять подтипов мускариновых рецепторов млекопитающих, M1–M5, составляют
две функционально разные группы: рецепторы с нечетными номерами (M1, M3,
M5) активируют предпочтительно G-белки Gq/G11-типа; четные подтипы (M2, M4)
активируют Gi/Go белки. Большинство клеток экспрессируют два или более под-

Таблица 1. Параметры модели, описывающей изменение квантового состава ПКП при вы-
сокочастотной стимуляции нерва

A
(отн. ед)

B
(с)

C
(отн. ед)

D
(с)

E
(с)

F
(с)

10 Гц
контроль 0.88 ± 0.04 1.67 ± 0.27 0.75 ± 0.01 1.14 ± 0.44 1.34 ± 0.09 –
VU 0238429 0.87 ± 0.03 1.48 ± 0.16 0.72 ± 0.01 0.96 ± 0.27 1.16 ± 0.07 –
50 Гц
контроль 0.89 ± 0.08 0.28 ± 0.05 0.73 ± 0.01 0.15 ± 0.15 0.29 ± 0.02 39.13 ± 1.03
VU 0238429 1.05 ± 0.01 0.43 ± 0.02 0.64 ±0.01 0.49 ± 0.03 0.24 ± 0.01 31.69 ± 0.80
70 Гц
контроль 1.02 ± 0.03 0.38 ± 0.02 0.57 ± 0.01 0.42 ± 0.02 0.17 ± 0.01 25.56 ± 0.73
VU 0238429 1.05 ± 0.01 0.22 ± 0.01 0.53 ± 0.02 0.31 ± 0.01 0.12 ± 0.01 13.58 ± 0.13
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типа мускариновых рецепторов, которые вызывают разнообразные физиологиче-
ские ответы в зависимости от локализации и идентичности подтипов [1, 9]. Так, в
нервно-мышечных контактах позвоночных были обнаружены мускариновые ре-
цепторы всех известных на данный момент пяти подтипов [5, 6]. И если для холи-
норецепторов М1, М2 и М3 подтипов было показано их участие в регуляции кван-
товой и неквантовой секреции [5, 6, 10–13], то роль рецепторов М5 подтипа в нерв-
но-мышечных контактах до сих пор не ясна. Отчасти этот недостаток информации
был обусловлен отсутствием селективных лигандов для данного подтипа холино-
рецепторов.

Сравнительно недавно были синтезированы селективные в отношении М5 ре-
цепторов аллостерические модуляторы, позволяющие лучше изучить функции
этих рецепторов в центральной и периферической нервной системах и, возможно,
разработать лекарственные препараты на основе агонистов и антагонистов М5 ре-
цепторов. Последнее особенно важно, если учесть, что недостаточная или, наобо-
рот, избыточная активация М5 рецепторов может быть основным звеном патогенеза
целого ряда заболеваний – болезни Альцгеймера, Паркинсона, наркозависимости,
депрессии и шизофрении [1, 3]. Поскольку помимо головного мозга М5 рецепторы

Рис. 2. Угнетающее влияние модулятора мускариновых холинорецепторов М5 подтипа VU 0238429
(1 мкМ) на силу сокращения полудиафрагмы мыши при непрямой (панель (a), Indirect stimulation) и
прямой (панель (b), Direct stimulation) стимуляции с частотами 0.5, 10, 50 и 70 Гц. В верхних частях па-
нелей – нативные записи сокращений в отдельно взятых экспериментах в контроле (черный) и через
20 мин после аппликации VU 0238429 (серый).
В нижних частях панелей представлены относительные изменения силы сокращений после апплика-
ции VU 0238429 по отношению к контролю (%): кружки – значения по отдельным опытам, горизон-
тальная линия – среднее значение ± стандартная ошибка (прямоугольник) и стандартное отклонение
(вертикальный отрезок) для всей серии экспериментов (n = 7). * p < 0.05 по сравнению с контролем
(парный тест Стьюдента для абсолютных значений в г в контроле и в присутствии VU 0238429).
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располагаются и в скелетной мускулатуре [5, 14], необходимо учитывать возмож-
ные последствия приема таких препаратов на опорно-двигательную систему при
проведении терапии нейродегенеративных заболеваний.

В данной работе изучили эффекты положительного аллостерического модулято-
ра М5 холинорецепторов – соединения VU 0238429 – на амплитудно-временные
параметры ПКП и силу сокращений диафрагмальной мышцы мыши.

Результаты исследования свидетельствуют о том, что повышенная активация
холинорецепторов М5 подтипа приводит к повышению квантового выброса аце-
тилхолина из двигательных нервных окончаний и увеличению длительности пе-
реднего фронта (10–90% время роста) ПКП. Изменение времени роста ПКП мо-
жет быть следствием десинхронизации освобождения синаптических везикул в от-
дельных активных зонах [15]. Стимуляция с частотой 70 Гц приводила к несколько
более выраженной депрессии амплитуд последовательных ПКП в пачке, что может
быть связано с повышенным расходом медиатора и уменьшением количества вези-
кул, готовых к освобождению. Ранее было показано, что М5 рецепторы в моторных
синапсах мыши локализуются на мышечных волокнах либо в шванновских клетках
и регулируют размер волокон и концевых пластинок [5]. О наличии мускариновых ре-
цепторов, в частности М1 и М3 подтипов, на сарколемме сообщалось и ранее [16, 17].
Наблюдаемые нами эффекты соединения VU 0238429 на процесс нейросекреции
предполагают либо наличие некоторого количества М5 рецепторов на нервном
окончании, либо ретроградный эффект от их активации на мышечной либо шван-
новской клетках.

Наши результаты тензометрии косвенно подтверждают наличие холинорецеп-
торов М5 подтипа на сарколемме. Так, сила сокращений снижалась в присутствии
аллостерического модулятора VU 0238429 в одинаковой степени при прямой и не-
прямой стимуляции диафрагмы. Судя по всему, основной причиной снижения ам-
плитуды сокращений при непрямой стимуляции является тот же фактор, что и при
прямой стимуляции, то есть происходят изменения в сократимости мышечных во-
локон, а не в работе синаптического аппарата. Если более выраженная депрессия
амплитуд ПКП при высокочастотной стимуляции нерва и отражается на снижении
силы сокращений, то этот вклад не столь существенен.

Эффект активации М5 рецепторов на сократительную способность мышц, по
всей видимости, связан с влиянием на электромеханическое сопряжение, а не на
работу сократительного аппарата мышечных волокон. На данный момент внутри-
клеточные механизмы, связанные с активацией М5 холинорецепторов, наиболее
полно изучены в нейронах. Показано, что активация M5 рецепторов запускает це-
лый ряд клеточных реакций, таких как инактивирование аденилатциклазы, дегра-
дация фосфоинозитидов, изменение уровня циклического АМФ и модуляция ра-
боты калиевых каналов [18–20]. В нейронах гиппокампа была продемонстрирована
способность мускариновых рецепторов всех подтипов модулировать работу натри-
евых каналов и снижать амплитуду натриевых токов. В частности, для М5 рецепто-
ров эта регуляция осуществляется через активацию протеинкиназы С [21]. Кроме
того, было показано, что в культуре клеток фибробластов мыши (NIH 3T3) актива-
ция всех экспрессированных там мускариновых рецепторов может угнетать функ-
ционирование кальциевых каналов L типа также путем активации протеинкиназы
С [22]. Вопрос колокализации М5 рецепторов с натриевыми и/или кальциевыми
каналами в скелетных мышцах и возможность их функциональной регуляции до
сих пор остается открытым.

Использованное в данном исследовании соединение VU 0238429 является поло-
жительным аллостерическим модулятором ацетилхолиновых рецепторов, то есть
оно избирательно увеличивает вероятность связывания эндогенного ацетилхолина
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с рецепторами М5 подтипа. Обнаруженные эффекты фармакологического соеди-
нения свидетельствуют о том, что в изолированном диафрагмальном препарате
мыши даже при низкочастотной активности присутствует ацетилхолин в концен-
трации, достаточной для активации рецепторов, в том числе, на скелетной мышце.

Доказательства выделения ацетилхолина в изолированном нервно-мышечном
препарате в отсутствие стимуляции нерва были получены еще в 60-е годы прошло-
го столетия, причем, как оказалось, определенная часть медиатора выделяется не-
посредственно из скелетной мышцы [23, 24]. Впоследствии было установлено, что
выделяемый из мышцы ацетилхолин синтезируется холин- и карнитин-ацетил-
трансферазами [25, 26] и концентрации этого медиатора может быть достаточно
для активации мускариновых холинорецепторов. В отсутствие стимуляции нерва
была продемонстрирована эндогенная активация мускариновых холинорецепто-
ров М1 подтипа, которая сказывается на уровне неквантового выделения ацетилхо-
лина из нервного окончания [10]. В этой же работе было показано, что для реализации
физиологического эффекта активации этих мускариновых рецепторов (которые имеют
схожие с М5 механизмы трансдукции сигнала) достаточно концентрации мимети-
ка всего в несколько нМ. Согласно данным различных авторов, в области синапти-
ческого контакта ацетилхолин детектируется в концентрации в несколько десятков
нМ, создаваемой в результате неквантового выделения медиатора. С помощью
этого процесса выделяется основная масса ацетилхолина именно в отсутствие
нервной импульсации (см. обзоры [27, 28]). Следовательно, есть все основания по-
лагать, что даже в покое может иметь место активация мускариновых холиноре-
цепторов как в синапсе, так и за его пределами ацетилхолином, который выделяет-
ся как из нервного окончания, так и непосредственно из мышцы, и это способно
отражаться на сократимости скелетной мускулатуры.

Таким образом, холинорецепторы М5 подтипа могут модулировать процесс ней-
росекреции ацетилхолина в моторных синапсах скелетных мышц. Кроме того, их
активация приводит к снижению сократительной активности мышечных волокон,
что необходимо учитывать при разработке потенциальных лекарственных препа-
ратов, мишенью которых являются М5 рецепторы.
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Effects of Compound VU 0238429, an Allosteric Modulator of M5 Cholinoreceptors,
on the Neuromuscular Transmission in the Mouse Diaphragm

I. V. Kovyazinaa, b, *, A. A. Khamidullinab, N. S. Fedorovc, and A. I. Malomouzha, **
aKazan Institute of Biochemistry and Biophysics, FRC Kazan Scientific Center,
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bKazan State Medical University, Department of Medical and Biological Physics, Kazan, Russia
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The effects of compound VU 0238429, an allosteric modulator of muscarinic choliner-
gic receptors of M5 subtype, on the amplitude and temporal parameters of spontaneous
and evoked endplate potentials as well as on the force of muscle contractions at different
patterns of motor nerve stimulation were studied. It was shown that M5 cholinoreceptors
regulate the quantal release of acetylcholine from motor nerve endings in the mouse dia-
phragm. Specifically, M5 activation increases the level of transmitter release during
low-frequency nerve stimulation (0.5 Hz) and enhances the synaptic depression at 70 Hz.
Also, the pharmacological potentiation of M5 cholinoreceptors exerts the depressing ef-
fect on the force of skeletal muscle contractions at both direct and indirect stimulation
with frequencies in the range from 0.5 to 70 Hz, that must be taken into account when
developing new medicals aimed to affect M5 cholinoreceptors.

Keywords: neuromuscular contact, M5 cholinergic receptor, acetylcholine, endplate po-
tential, modulation of synaptic transmission, muscle contraction
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Гипербарический кислород (ГБО2) оказывает токсическое действие на ЦНС, ме-
ханизмы которого изучены недостаточно. Целью настоящей работы явилась
проверка гипотезы о том, что ГБО2 ингибирует активность глутаминсинтетазы
(GS) в головном мозге и повышает уровень глутаматергической нейропередачи,
что приводит к развитию эпилептиформной активности на ЭЭГ и тонико-кло-
нических моторных судорог. В опытах на бодрствующих крысах, находящихся в
кислородной барокамере под давлением 5 АТА, определяли латентное время по-
явления судорог у животных с интактной и ингибированной GS. Ферментатив-
ную активность GS необратимо подавляли с помощью селективного ингибитора
L-Methionine sulfoximine (MSO). Установлено, что развитие судорог в гиперба-
рической гипероксии коррелировало с понижением содержания GS в мозге.
MSO ускорял развитие кислородных судорог. Полученные данные свидетель-
ствуют о том, что проявление судорожного синдрома в экстремальной гиперок-
сии зависит от ферментативной активности GS, ключевого фермента, регулиру-
ющего глутаматергическую нейропередачу.

Ключевые слова: гипербарический кислород, судороги, глутаматергическая систе-
ма, глутаминсинтетаза, метионинсульфоксимин
DOI: 10.31857/S0869813922010022

Использование кислорода под повышенным давлением в клинике и при под-
водных погружениях сопряжено с риском его токсического действия на ЦНС, про-
являющегося в виде эпилептиформной активности на электроэнцефалограмме (ЭЭГ)
и мышечных судорог по типу эпилептического припадка. По современным пред-
ставлениям, ключевая роль в инициировании кислородных судорог принадлежит ин-
тенсивно образующимся при экстремальной гипероксии редокс-молекулам – реак-
тивным формам кислорода (ROS) и азота (RNS), способными через окислительно-
восстановительные реакции изменять молекулярную структуру и функции клеток
и нарушать межклеточное синаптическое взаимодействие. Одной из причин раз-
вития кислородных судорог может быть нарушение баланса между глутаматергиче-
ской и ГАМК-ергической медиаторными системами [1, 2]. Поскольку развитию
судорог в гипербарическом кислороде (ГБО2) сопутствует выраженная активность
ЦНС в виде эпилептиформных паттернов на ЭЭГ и высокой биоэлектрической ак-
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тивности симпатических нервов, логично допустить, что сдвиг баланса медиатор-
ных процессов происходит в сторону возбуждения за счет повышения глутаматер-
гической нейромедиации и/или понижения активности ГАМК-ергической системы.
Угнетение функции ГАМК-ергической системы подтверждено многими исследо-
ваниями, показавшими уменьшение количества тормозного медиатора в мозге жи-
вотных во время ГБО2-экспозиции [3–5]. Причиной снижения мозговой ГАМК в
экстремальной гипероксии является инактивация фермента глутаматдекарбокси-
лазы (ГДК), катализирующего синтез тормозного медиатора [6]. Следовательно,
низкий уровень продукции ГАМК в ГБО2 ослабляет тормозную функцию и сдвигает
нейромедиаторный баланс в сторону возбуждения. Вместе с тем, сдвигу медиатор-
ного баланса в гипероксии может способствовать также активация глутаматергиче-
ской системы, происходящая за счет нарушения регуляции глутаматергической
передачи, связанной с выделением и удалением нейропередатчика из синаптиче-
ской щели.

Глутамат является основным возбуждающим медиатором в нервной системе
млекопитающих. После квантового выделения глутамата в синаптическую щель с
последующей активацией постсинаптических рецепторов неиспользованная часть
медиатора удаляется транспортерами обратно в пресинаптический нейрон и в
глию, где происходит его конвертирование в глутамин с участием фермента глута-
минсинтетазы (GS) [7]. Этот фермент локализован преимущественно в цитоплазме
астроглиальных клеток и максимальное его количество выявляется в отростках
астроцитов, прилегающих к глутаматергическим синапсам [8, 9].

Многочисленные исследования показали, что у больных с патологическими
расстройствами, такими как шизофрения, болезнь Альцгеймера, депрессия и эпи-
лепсия, экспрессия гена или активность GS в мозге достоверно ниже нормальных
значений, а уровень глутамата повышен [10–12]. Пониженная активность GS в го-
ловном мозге обнаружена также у животных с моделью абсансной эпилепсии [13].
Хотя метаболические и функциональные изменения GS в головном мозге при ги-
пероксии не изучались, можно полагать, что активность фермента, регулирующего
цикл глутамат/глутамин, может играть значительную роль в нарушении нейро-
трансмиттерной передачи и развитии судорожного синдрома в гипероксии. Если
допустить снижение ферментативной активности GS под влиянием гипербариче-
ского кислорода, то вполне ожидаемо повышение содержания глутамата в астро-
цитах, во внеклеточной среде и уменьшение его клиренса из синаптической щели,
а значит и гиперактивацию глутаматергической нейропередачи, приводящую к
развитию судорожного синдрома. Одним из способов проверки высказанного
предположения может быть использование ингибитора GS с известным механиз-
мом действия. При изучении действия такого ингибитора и гипербарического кис-
лорода можно определить аддитивный или другой вид синергичного действия этих
двух факторов, а значит прояснить механизм инактивации фермента в ГБО2. Наи-
более известным селективным ингибитором GS является метионинсульфоксимин
(L-Methionine sulfoximine, MSO), широко используемый в научных исследованиях.
Целью настоящей работы явилось изучение совместного действия гипербариче-
ского кислорода и ингибирования глутаминсинтетазы на скорость развития кисло-
родных судорог.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования выполнены на бодрствующих половозрелых крысах-самцах ли-
нии Вистар массой 200–250 г. Протокол опытов одобрен Комиссией по этике Ин-
ститута эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова РАН и соответ-
ствует этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Ба-
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зельской декларации, а также “Международным рекомендациям по проведению
медико-биологических исследований с использованием животных” (CIOMS, Ge-
neva, 1985). Всего в опытах было использовано 20 животных, разделенных на четы-
ре группы. Группа 1 – интактные животные (контроль, n = 5), группа 2 – живот-
ные, подвергнутые воздействию повышенного давления кислорода (n = 5), группы 3 и
4 – животные, которым за 6 ч до ГБО2-экспозиции внутрибрюшинно вводили ин-
гибитор GS – L-Methionine sulfoximine (L-S-(3-Amino-3-carboxypropyl)-S-methyl-
sulfoximine, M5379; Sigma-Aldrich, США) в дозе 50 мг/кг (n = 5) или 100 мг/кг (n = 5)
соответственно. Опыты проводили в кислородной барокамере объемом 107 л. Ком-
прессия осуществлялась газовой смесью (93% О2 + 7% N2) до давления в камере
5 АТА (атмосфер абсолютных) со скоростью 1 АТА/мин. ГБО2-экспозиция при
парциальном давлении кислорода в барокамере 4.65 АТА продолжалась до появле-
ния у животных клонических или тонических судорог. При отсутствии судорож-
ных признаков экспозиция продолжалась 100 мин. Время декомпрессии составля-
ло 7 мин. Во время ГБО2-экспозиции проводилась видео-регистрация поведенче-
ских реакций животных.

После окончания декомпрессии, согласно утвержденному протоколу, крыс
усыпляли изофлураном, декапитировали, извлекали и фиксировали в цинк-эта-
нол-формальдегиде головной мозг, затем обезвоживали и заливали в парафин по
общепринятой методике [14]. Для иммуноцитохимического анализа готовили се-
рийные фронтальные срезы мозга толщиной 5 мкм. Выявление GS в структурах
мозга осуществляли при помощи ее иммуноцитохимического маркирования. Для
этого после стандартной процедуры депарафинирования и регидратации проводи-
ли высокотемпературное демаскирование с последующим блокированием эндо-
генной пероксидазы в модифицированном цитратном буфере S1700 (Dako, Дания).
Иммуноцитохимическое выявление GS проводили с использованием мышиных
моноклональных антител (клон GS-6, разведение 1 : 400; Chemicon, США). Для
выявления первичных антител при световой микроскопии использовали набор
MACH2 Mouse HRP Polymer (MHRP520 G, H, L; Biocare medical, США) c добавле-
нием крысиной сыворотки для блокировки перекрестной иммунореактивности
вторичных антител с иммуноглобулинами крысы. Пероксидазную метку выявляли
с использованием диаминобензидинового хромогена (DAB+; Dako, Дания). Часть
срезов подкрашивали квасцовым гематоксилином. Анализ препаратов для микро-
скопии в проходящем свете и фотосъемку выполняли, используя микроскоп Leica
DM750 и цифровую фотокамеру Leica ICC50 (Leica, Германия).

Для статистического анализа использовали результаты измерений латентного
периода (в минутах) появления различных типов моторных судорожных реакций у
животных от начала кислородной экспозиции под давлением 5 АТА. Для количе-
ственной оценки развития судорог у крыс в барокамере мы адаптировали извест-
ную шкалу судорожных состояний, позволяющую разделить тяжесть приступов на
стадии: движение рта и мышц мордочки, кивание головой, клонус передних ко-
нечностей, подъем с клонусом передних конечностей и подъем и падение с клону-
сом передних конечностей [15]. В тех случаях, когда у животных не наблюдалось
никаких судорожных проявлений за все время ГБО2-экспозиции, за латентный пе-
риод принимали время окончания эксперимента, равное 100 мин. Данные анали-
зировали с помощью дисперсионного анализа SigmaPlot 13.0 (Systat Software, Inc.,
San Jose, CA, США). Однофакторный дисперсионный анализ применяли для срав-
нения латентных периодов судорожных реакций при введении искусственного
ликвора и препаратов.

Анализ изображений, полученных при микроскопическом исследовании, про-
водили в программе ImageJ (NIH, США). При этом делали по 5 микрофотографий
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каждой исследуемой зоны мозга. Для дальнейшего анализа изображений исполь-
зовали следующий подход.

На каждой фотографии с помощью инструмента “прямоугольник” с высокой
степенью увеличения (объектив ×100, иммерсия) методом случайной выборки от-
бирали по 10 участков для дальнейшего анализа. В каждом участке средствами про-
граммы ImageJ определяли интенсивность окраски элементарной составляющей
изображения – пикселя – в градациях белого цвета со значениями от 0 (самый чер-
ный) до 255 (самый белый), основываясь на методе использования оттенков белого
цвета для визуального отображения диапазона интенсивности [16–18].

Статистическую обработку выполненных измерений осуществляли с использо-
ванием программы Rstudio [19]. Для сравнения интенсивности иммуноцитохими-
ческой реакции на глутаминсинтетазу в экспериментальных группах был проведен
дисперсионный анализ с использованием ANOVA. Оценка значимости различий
дисперсий двух случайных выборок проводилась с использованием критерия Фи-
шера. Для оценки величины различий между средними применяли пост-хок тест
Тьюки. Достоверность выявляли по парному t-критерию Стьюдента. Все данные
представлены как М ± SD, при этом в качестве статистически значимых принима-
ли значения р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У крыс контрольной группы в ГБО2 наблюдались различные паттерны мотор-
ной судорожной активности, проявляющиеся в определенной стадийной последо-
вательности, подробно описанной нами ранее [20]. Кратко, первые признаки судо-
рожной активности начинались с появления интенсивного груминга, легкого по-
тряхивания головы и передних лап (стадия 1). На стадии 2 наблюдались локальные
миоклонии продолжительностью от 5–15 с, которые могли повторяться через не-
сколько минут. При продолжающейся ГБО2-экспозиции у крыс появлялись рит-
мические сокращения мышц всего тела продолжительностью от 10–25 с, при этом
животные вставали на задние лапы и пятились назад (стадия 3). На стадии 4 у жи-
вотных наблюдались генерализованные клонические или тонические конвульсии.
Последняя стадия судорожного синдрома сопровождалась тахикардией, гипервен-
тиляцией и другими признаками расстройств вегетативной нервной системы.

У крыс, которым вводили препарат МSО в дозах 50 или 100 мг/кг за 6 ч до ГБО2,
в течение всего периода наблюдения до начала компрессии кислородом в барока-
мере нарушений поведения и рефлексов позы выявлено не было. При экспозиции
под повышенным давлением кислорода 4.65 АТА наибольший просудорожный эф-
фект вызывал МSО в дозе 100 мг/кг. Развитие судорожной активности у крыс c ин-
гибированной GS происходило в той же стадийной последовательности, что и у
контрольных животных. Однако выделенные нами стадии развития судорожного
синдрома заметно ускорялись по отношению к контрольным значениям (рис. 1).

Время наступления судорог в контрольной группе (четвертая стадия тонико-
клонических судорог) составляло 87 ± 8.2 мин, а при дозировке MSO 100 мг/кг бы-
ло в 8 раз короче (рис. 2).

Распределение глутаминсинтетазы изучалось в головном мозге крыс после их
экспонирования под давлением кислорода 4.65 АТА в течение 100 мин. Исследо-
ванными областями мозга являлись гиппокамп, область СА1 (stratum radiatum),
поясная кора (cortex cingularis) и стриатум (corpus striatum). В указанных зонах моз-
га были выявлены многочисленные глутаминсинтетаза-иммунопозитивные
(GluS+) клетки, которые имели морфологические признаки астроцитов (рис. 3).
При визуальном анализе препаратов мозга с помощью световой микроскопии вы-
являются различия между плотностью распределения GluS+ клеток в контроле
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(рис. 3a и 3b), где их присутствовало больше, чем при воздействии ГБО2 (рис. 3c–h).
На всех исследованных срезах плотность распределения GluS+ клеток было боль-
ше в коре, чем в гиппокампе. Интенсивность иммуноцитохимической реакции на
GS астроцитов варьировала в разных областях мозга, причем наибольшая ее сте-
пень отмечена в гиппокампе и поясной коре, а наименьшая – в стриатуме. Плот-
ность распределения GluS+ клеток хорошо коррелировала с распределением ней-
ронов, особенно в зоне СА1 гиппокампа (рис. 3).

Для количественной оценки полученных морфологических данных были прове-
дены измерения интенсивности окраски пикселя на срезах мозга крыс с иммуно-
цитохимической реакцией на GS (рис. 4). На срезах оценивались области мозга,
содержащие только GluS+ клетки (астроциты), неокрашенные области не учиты-
вались. Дисперсионный анализ показал, что средняя интенсивность пикселя в
окрашенных участках (иммуноцитохимическая реакция на GS) в исследованных
областях мозга крыс зависела от экспериментального воздействия. Попарное срав-
нение экспериментальных и контрольной групп с использованием пост-хок теста
Тьюки показало достоверно значимые различия средней окраски пикселя между
интактными животными и животными, подвергавшимися воздействию гиперок-
сии 4.65 АТА, как с предварительным введением MSO, так и без него (табл. 1). Во
всех этих случаях контрольные значения превышали данные экспериментальных
групп (рис. 4).

Рис. 1. Время появления судорог у крыс при ГБО2 4.65 АТА после введения MSO в дозах 50 и 100 мг/кг.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Выполненные исследования свидетельствуют, что развитие судорожного син-
дрома в экстремальной гипероксии зависит от активности глутаминсинтетазы –
ключевого фермента, вовлекаемого в процесс глутаматергической нейропередачи.
Данный вывод базируется на 2-х экспериментальных находках: (1) развитие судо-
рог в гипербарической гипероксии коррелирует с понижением содержания GS в
мозге, (2) экзогенный селективный ингибитор глутаминсинтетазы, метионинсуль-
фоксимин, ускоряет появление кислородных судорог.

Эпилептиформные судороги у интактных крыс (контрольная группа) в барока-
мере начинались с локальных миоклоний и заканчивались генерализованными
конвульсиями. Продолжительность ГБО2-экспозиции до начала судорог составля-
ла 87 мин, что в 2 раза больше ранее найденных нами величин латентного периода
появления конвульсий у такой же линии крыс при 5 АТА чистого кислорода [20].
Причина этого может заключаться в том, что в данных опытах компрессия в баро-
камере проводилась газовой смесью, содержащей 93% О2, поэтому при общем дав-
лении в камере 5 АТА, парциальное давление кислорода составляло 4.65 АТА. При
дыхании кислородом под таким давлением время появления судорог у крыс со-
ставляло также около 90 мин [21], а при 3 АТА О2 – около 3-х ч [22]. Кислородные
судороги сопровождались в наших опытах снижением в головном мозге количе-
ства белка GS, определяемого иммуногистохимическим методом с использовани-
ем моноклональных антител (рис. 3–4).

Иммуногистохимическая идентификация глутаминсинтетазы в мозге крыс кон-
трольной группы показала, что данный фермент локализуется преимущественно в
астроцитах. Интенсивность иммуноцитохимической реакции на GS оказалась не-
однородной как в пределах одной структуры, так и в разных отделах головного

Рис. 4. Содержание глутаминсинтетазы (по интенсивности окрашивания препаратов) в клетках пояс-
ной коры и гиппокампа (СА1) мозга крыс. Иммуноцитохимическая реакция на глутаминсинтетазу про-
водилась у контрольных животных (дыхание воздухом), при ГБО2 4.65 АТА и при ГБО2 с предваритель-
ным введением MSO в дозах 50 и 100 мг/кг. Звездочкой показаны достоверные отличия от контрольных
значений, *p < 0.05.
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мозга. Причина такой неоднородности остается до конца неясной, но можно допу-
стить, что распределение астроцитов также гетерогенно и зависит от метаболической
активности мозговых структур. Отсюда не трудно понять, почему интенсивность
окрашивания астроцитов в поясной коре мозга несколько больше, чем в гиппокам-
пе, учитывая высокий уровень окислительного метаболизма в корковых структурах.
Одна из возможных причин неравномерного распределения GluS+ клеток может
быть связана с гетерогенным распределением глутаматергических нейронов в мозге.
Подтверждением тому является наибольшая интенсивность окрашивания GS в обла-
сти СА1 гиппокампа, где присутствует высокая глутаматергическая активность [23].

Снижение интенсивности иммуноцитохимической реакции астроцитов крыс на
GS после гипероксии позволяет предположить, что гипербарический кислород ин-
гибирует синтез этого фермента, что в конечном итоге может сказаться и на его ак-
тивности. Существуют лишь единичные работы, в которых показано снижение ак-
тивности GS в ткани мозга после экспозиции крыс в гипербарическом кислороде
при давлении 5 АТА [5] и недостоверные изменения активности фермента под дав-
лением кислорода 3 АТА [24]. Доказательством снижения ферментативной актив-
ности GS могут служить данные о снижении глутамина в мозге как следствие угне-
тения его синтеза при ГБО2. Однако целенаправленные измерения глутамина в
условиях ГБО2 не проводились и лишь в одной работе показано уменьшение его
содержания в мозге после кислородных судорог [25].

Убедительных доказательств изменения активности GS в гипербарической кис-
лородной среде пока не получено, тем не менее существуют, по меньшей мере, три
группы косвенных данных, свидетельствующих в пользу ингибирования фермен-
тативной активности GS в экстремальной гипероксии. К первой группе следует от-
нести выявленное в настоящей работе уменьшение количества GS в виде сниже-
ния интенсивности ее окрашивания в астроцитах, что может свидетельствовать об
угнетении активности фермента гипербарическим кислородом, принимая во вни-
мание, что количество или масса фермента и его активность находятся в прямой
зависимости [8]. Более того, показано, что интенсивность иммуноцитохимической
реакции коррелирует с активностью фермента, измеряемой стандартными биохи-
мическими методами [26, 27]. Вторая группа данных свидетельствует о том, что
ферментативная активность GS в мозге снижается при многих заболеваниях,
включая шизофрению, эпилепсию и болезнь Альцгеймера, при этом потеря актив-
ности GS при указанных патологиях сопровождается повышением концентрации
внеклеточного глутамата, приводящего к гиперактивации нейронов [10–12].

И, наконец, третья группа данных свидетельствует о снижении активности GS с
последующим развитием судорог после ее ингибирования экзогенными препара-
тами. В частности, метионинсульфоксимин вызывает необратимое ингибирование GS
в головном мозге, при этом токсической дозой препарата является 150–180 мг/кг,
вследствие введения которой у животных возникают судороги без дополнительных
воздействий [28]. В наших исследованиях мы также использовали MSO, причем
его введение за 6 ч до кислородной экспозиции в дозе 50 мг/кг вызывало уменьше-

Таблица 1. Результаты попарного сравнения содержания GluS+ клеток в мозге крыс кон-
трольной и экспериментальных групп с применением пост-хок теста Тьюки

Область мозга ГБО2 ГБО2 + MSO 50 ГБО2 + MSO 100 Степени свободы

Поясная кора F = –7.68
p < 0.001

F = –3.17
p < 0.001

F = –6.89
p < 0.001

1297

Гиппокамп F = –7.48
p < 0.001

F = –5.6
p < 0.001

F = –5.26
p < 0.001

909
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ние времени развития судорог почти в 2 раза, а в дозе 100 мг/кг – в 8 раз по отноше-
нию к латентному периоду развития кислородных судорог у животных, которым
препарат не вводился. Известно, что в дозе 100 мг/кг MSO на 70% ингибирует ак-
тивность GS через 6–8 ч после внутрибрюшинного введения [28].

Несмотря на ключевую роль GS в регуляции возбуждающих медиаторных про-
цессов в ЦНС механизмы, которые регулируют ее активность, мало изучены. По-
казано, что GS фосфорилируется по остатку треонина 301 (T301) в активном сайте
фермента с помощью cAMP-зависимой протеинкиназы (PKA). Повышенное фос-
форилирование T301 было выявлено у мышей на модели эпилепсии и сопровожда-
лось снижением активности фермента и резким снижением синтеза глутамина [29].
Кроме того, было показано, что белок GS чрезвычайно чувствителен к окислитель-
ному стрессу. Исследования ткани мозга пациентов с болезнью Альцгеймера де-
монстрировали повышение содержания маркеров окислительного стресса и сни-
жение активности GS [30].

Другие данные свидетельствуют об участии нитрозативного стресса в изменении
активности GS. Крысы с судорогами, вызванными введением каинатной кислоты,
демонстрировали высокую активность NO-синтазы, повышенное образование ок-
сида азота и снижение активности GS в мозге [31]. Оксид азота ковалентно связы-
вается с GS и подавляет активность фермента, модифицируя его нитрозилирова-
нием или нитрованием [32]. Индукция судорог у крыс введением пентилентетразо-
ла также приводит к нитрованию GS в головном мозге с последующим снижением
активности фермента [29]. В этой связи можно предположить, что одной из при-
чин развития кислородных судорог является ингибирование GS путем S-нитрози-
лирования входящего в ее состав цистеина. Такая возможность была эксперимен-
тально доказана [33]. Кроме того, уже известно S-нитрозилирование глутаматде-
кабоксилазы, приводящее к ингибированию данного фермента и снижению
синтеза ГАМК в мозге в условиях гипероксии [6].

Совместное действие кислорода под давлением и MSO, независимо от его кон-
центрации, в наших экспериментах приводило к аддитивному просудорожному
эффекту. Такой эффект двух токсических агентов может свидетельствовать о воз-
можности их однонаправленного влияния на ферментативную активность глута-
минсинтетазы. Известно, что MSO препятствует образованию активных комплексов
с АТФ, что затрудняет ферментативную деятельность GS по превращению глута-
мата в глутамин, а ингибирование синтеза глутамина сопровождается накоплени-
ем в межклеточной среде глутамата, являющегося драйвером развития судорожно-
го процесса [30]. Механизм ингибирования GS связан с SH-группами в молекуле
GS [33], а поскольку кислород под давлением повреждает тиоловые группы цисте-
ина глутаматдекарбоксилазы [6], нельзя исключать аналогичного механизма инак-
тивации GS при экстремальной гипероксии.
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Involvement of Glutamine Synthetase in the Development
of Hyperbaric Oxygen Seizures

O. S. Alekseevaa, b, *, S. Yu. Zhilyaeva, T. F. Platonovaa, D. L. Tsybab,
O. V. Kirikb, D. E. Korzhevskiib, and I. T. Demchenkoa

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

bInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russia

*e-mail: osa72@inbox.ru

Hyperbaric oxygen (HBO2) causes a toxic effect on the central nervous system
through poorly understood mechanisms. The aim of this study was to test the hypoth-
esis that HBO2 inhibits the activity of glutamine synthetase (GS) in the brain and in-
creases the level of glutamatergic neurotransmission, which leads to the development
of epileptiform activity on the EEG and tonic-clonic motor seizures. In experiments
on awake rats exposed to oxygen partial pressure of 4.65 ATA the time of onset of sei-
zures was determined in animals with intact and inhibited GS. The enzymatic activity
of GS was irreversibly suppressed using the selective inhibitor L-Methionine sulfoxi-
mine (MSO). It was found that the development of seizures in hyperbaric hyperoxia
correlated with a decrease in the GS content in the brain. MSO accelerated the devel-
opment of oxygen seizures. The data obtained indicate that the manifestation of con-
vulsive syndrome in extreme hyperoxia depends on the enzymatic activity of GS, a key
enzyme that regulates glutamatergic neurotransmission.

Keywords: hyperbaric oxygen, convulsions, glutamatergic system, glutamine synthetase,
methionine sulfoximine
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Исследовано влияние внутрибрюшинного введения синтетического аналога-
агониста гонадотропин-рилизинг гормона сурфагона на спинальные и супрас-
пинальные механизмы формирования болевой чувствительности у интактных и
кастрированных крыс-самцов Вистар. Болевое раздражение наносили перемен-
ным электрическим током на основание хвоста и регистрировали (в мA) пороги
болевой чувствительности и эмоционально-аффективных реакций на боль. Вве-
дение сурфагона за 12 мин до начала эксперимента в дозах от 0.004 до 150 мкг/кг
оказывало альгическое действие и усиливало вызванное болью эмоционально-
аффективное поведение в дозах 0.004; 0.02 и 150 мкг/кг в тесте электрокожного
раздражения хвоста. У гонадэктомированных животных через 12 дней после ка-
страции наблюдалось повышение большинства порогов болевых реакций. При
введении пептида кастрированным крысам направленность отмеченных у ин-
тактных животных эффектов сохранялась, что свидетельствует об их стероидоне-
зависимом характере. Полученные данные свидетельствуют о наличии как спи-
нальных, так и супраспинальных механизмов алгического действия сурфагона
при электроболевом раздражении у крыс.

Ключевые слова: регуляторные пептиды, аналог гонадотропин-рилизинг гормона,
сурфагон, боль, кастрация

DOI: 10.31857/S0869813922010034

Регуляторные пептиды обладают свойством физиологической полифункциональ-
ности и могут оказывать значительное влияние на болевую реакцию организма на
всех уровнях ее формирования. К их числу относится гонадотропин-рилизинг гор-
мон (Гн-РГ), для которого кроме эндокринного действия установлен целый ряд
“неклассических” (неэндокринных) нейротропных эффектов: влияние на тревож-
ность [1], агрессивно-оборонительное поведение [2], болевую чувствительность [3].
В выполненных ранее нами исследованиях с использованием различных способов
введения, моделей оценки боли и вызванного ею поведения было показано влия-
ние синтетического аналога-агониста Гн-РГ сурфагона на болевую чувствитель-
ность и болевые агрессивно-оборонительные реакции, а также зависимость его
эффектов от функционального состояния гипоталамо-гипофизарно-гонадальной
системы [2, 3]. Однако до настоящего времени оставался невыясненным вопрос о
значении спинальных и супраспинальных механизмов в реализации эффектов сур-
фагона на формирование боли. Актуальность данного исследования также обу-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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словлена достаточно широким практическим использованием синтетических ана-
логов Гн-РГ, в том числе при заболеваниях с болевым синдромом [4–7].

Целью работы являлось выяснение уровней локализации механизмов влияния
аналога-агониста Гн-РГ сурфагона на болевую чувствительность у крыс.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Работа выполнена с использованием интактных и кастрированных крыс-самцов
Вистар массой 180–200 г, которые содержались при режиме 12 ч – свет, 12 ч – тем-
нота и температуре 22 ± 2°С. Подопытные животные были разделены на 7 групп по
10 особей. Двухстороннюю орхидэктомию выполняли за 12 дней до начала тести-
рования.

Аналог-агонист Гн-РГ сурфагон (синтезирован в НМИЦ кардиологии МЗ РФ)
растворяли в физиологическом растворе NaCl и вводили внутрибрюшинно за
12 мин до начала опыта в дозах 0.004; 0.02; 0.01; 1.5; 15 и 150 мкг/кг. Контрольные
группы получали эквивалентные объемы физиологического раствора.

Исследования проводили с 9 до 15 ч. Для определения порогов электрокожной
болевой чувствительности крысам на основание хвоста накладывали пластинчатые
электроды и наносили раздражение переменным электрическим током с помощью
установки Shocker LE 100-26 (Panlab, Испания). Пороги болевых реакций у крыс
регистрировали в мA с помощью цифрового мультиметра UT804 (Uni-Trend, КНР).
На каждом животном проводили 2 испытания с интервалом 1 мин.

Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответ-
ствовали этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, директиве
2010/63/EU Европейского Парламента и Совета Европейского Союза от 22 сентяб-
ря 2010 г. по охране животных, используемых в научных целях, принципам Базель-
ской декларации и рекомендациям Регионального этического комитета при Кур-
ском государственном медицинском университете (протокол № 3 от 16.11.2020).

Статистическую обработку полученных данных проводили с использованием
интегрированной среды разработки для языка R “RStudio Desktop 1.4.1717” (RStudio,
PBC, США, https://www.rstudio.com). Полученные результаты представлены в виде
диаграмм boxplot. Достоверность выявленных различий между двумя группами
определяли с помощью U-критерия Манна–Уитни (пакет “coin”), тремя и более –
критерия Краскела–Уоллиса с post hoc анализом Данна (пакет “dunn.test”). Разли-
чия считались статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сурфагон в использованных дозах оказывал существенное алгическое влияние
на болевую чувствительность у крыс (рис. 1), выраженность которого зависела от
дозы. При введении в дозе 0.004 мкг/кг пептид вызывал значительное снижение
порогов как собственно болевых (напряжение хвоста, поворот головы к электро-
дам), так и эмоционально-аффективных реакций (вращение, вокализация, куса-
ние электродов) на 31–37% (р < 0.05).

При повышении дозы препарата до 0.02 мкг/кг отмечалось ослабление его эф-
фектов: снижение порогов реакции напряжения хвоста составляло в среднем 17% и
не достигало достоверно значимых различий. При этом снижение порогов реакций
поворота головы, вокализации и вращения на 21–27% (р < 0.05) имело менее выра-
женный характер, чем в предыдущей группе. Однако эмоционально-аффективная
реакция кусания электродов имела самые низкие пороги среди всех подопытных
групп.

Увеличение вводимой дозы сурфагона до 0.1 мкг/кг не вызывало значимых из-
менений исследованных показателей. При этом проявилась тенденция к повыше-
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нию порогов проявления эмоционально-аффективных реакций на фоне снижения
болевой чувствительности. Дальнейшее увеличение дозы пептида до 1.5 мкг/кг, как
и в предыдущей подопытной группе, не вызывало достоверно значимых сдвигов.

Рис. 1. Величина порогов болевых реакций у крыс в тесте электрокожного раздражения хвоста после
внутрибрюшинного введения сурфагона (в мA). (a) – напряжение хвоста, (b) – повороты головы, (c) –
вокализация, (d) – повороты тела, (e) – кусание электродов. Полужирная черта – медиана, ящик –
межквартильный размах, усы – крайние значения вариационных рядов, полужирная точка – выброс.
* – p < 0.05 в сравнении с контрольной группой (по критерию Краскела–Уоллиса с post hoc анализом
Данна), ** – p < 0.01 в сравнении с контрольной группой (по критерию Краскела–Уоллиса с post hoc
анализом Данна).
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В то же время у крыс, получавших сурфагон в дозе 15 мкг/кг, вновь проявилось
алгическое действие, по выраженности сравнимое после введения пептида в мини-
мальных дозах (на 27–36%, р < 0.05). Однако в наибольшей дозе – 150 мкг/кг, эф-
фекты пептида вновь нивелировались.

Кастрация вызвала статистически достоверное повышение порогов большин-
ства исследованных реакций на болевое раздражение на 25–33% (р < 0.05), кроме
реакции поворота головы.

Эффекты пептида у кастрированных животных, как и у контрольных, имели ал-
гическую направленность (рис. 2) с наибольшей выраженностью в наименьшей
использованной дозе 0.004 мкг/кг, при которой пороги большинства реакций сни-
жались на 23–30% (р < 0.05). При этом следует отметить отсутствие достоверно
значимых изменений реакции поворота головы во всех подопытных группах ка-
стрированных крыс. Увеличение вводимой дозы до 0.02 мкг/кг сопровождалось
снижением эффектов пептида в отношении эмоционально-аффективных реакций
вращения и кусания электродов при выраженном снижении порогов напряжения
хвоста (на 38%, р < 0.05).

В подопытных группах, которым вводили сурфагон в дозах 0.1 и 1.5 мкг/кг, из-
менения всех исследованных реакций были слабовыраженными и не достигали до-
стоверных различий.

Дальнейшее увеличение вводимой дозы сурфагона вновь сопровождалось про-
явлением его статистически значимых эффектов. Так, после введения сурфагона в до-
зе 15 мкг/кг наблюдалось снижение порогов реакции вращения (на 13%, р < 0.05), а в
дозе 150 мкг/кг снижение порогов как спинальной реакции напряжения хвоста,
так и супраспинальных эмоционально-аффективных проявлений в виде вокализа-
ции и вращения (на 13–25%, р < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные в работе результаты показали алгическое действие сурфагона как у
интактных, так и у кастрированных крыс, которое имело выраженный дозозависи-
мый характер. Установленное наличие действия пептида в наименьших и наиболь-
ших использованных дозах при отсутствии в промежуточных является проявлением
U-эффекта, характерного для регуляторных пептидов. Данный эффект связывают с
активацией при различных дозах разных систем вторичных мессенджеров [8, 9] и,
следовательно, с возможностью активации различных нервных структур.

Использованная модель боли при раздражении путем фиксации электродов на
хвост позволяет в одном опыте оценить спинальные (сегментарные) и супраспи-
нальные (надсегментарные) болевые реакции, тогда как при температурном воз-
действии подобные результаты можно получить только при использовании двух
тестов – “горячая пластина” и “отдергивание хвоста” [10]. Механизмы реакции
напряжения хвоста локализованы на спинальном (сегментарном) уровне, осталь-
ные проявления болевого поведения имеют супраспинальное происхождение [11].
В выполненном нами ранее исследовании сурфагон в аналогичном интервале доз в
тесте “горячая пластина” оказывал у интактных мышей-самцов преимущественно
анальгетическое действие [3]. В основе этих различий могут находиться данные о
том, что механизмы формирования боли имеют ряд нейрохимических особенно-
стей на сегментарном уровне в зависимости от вида раздражителя. Так, при темпе-
ратурном воздействии в передаче болевых импульсов на нейроны задних рогов
спинного мозга принимают участие соматостатин, нейрокинин А и нейрокинин2-
рецепторы [12, 14]. При электрокожном раздражении происходит возбуждение ме-
ханических ноцицепторов [13] и на спинальном уровне в болевой трансмиссии
участвуют вещество Р и нейрокинин1-рецепторы [12, 14]. Данные особенности сег-
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ментарных ноцицептивных механизмов могут являться основой различий эффек-
тов сурфагона при электрокожном и температурном раздражении, а также свиде-
тельствовать о наличии сложного пептидергического механизма болевой нейро-
трансмиссии на спинальном уровне. Согласно представлениям о континууме
регуляторных пептидов как функционально-непрерывной совокупности [15], Гн-РГ

Рис. 2. Величина порогов болевых реакций у кастрированных крыс в тесте электрокожного раздраже-
ния хвоста после внутрибрюшинного введения сурфагона (в мA). (a) – напряжение хвоста, (b) – пово-
роты головы, (c) – вокализация, (d) – повороты тела, (e) – кусание электродов. Полужирная черта – ме-
диана, ящик – межквартильный размах, усы – крайние значения вариационных рядов, полужирная
точка – выброс. ORX – кастрация, х – p < 0.05–0.01 в сравнении с контрольными животными (по U-кри-
терию Мана–Уитни). * – p < 0.05 в сравнении с контрольной группой кастрированных животных (по
критерию Краскела–Уоллиса с post hoc анализом Данна). ** – p < 0.001 в сравнении с контрольной
группой кастрированных животных (по критерию Краскела–Уоллиса с post hoc анализом Данна).
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может иметь иерархические взаимоотношения с участвующими в спинальной бо-
левой нейротрансмиссии пептидами (соматостатин, вещество Р, нейрокинин А,
кальцитонин-ген родственный пептид), а его аналоги-агонисты – влиять на дан-
ные процессы. Также необходимо учитывать, что входящая в структуру молекулы
сурфагона аминокислота L-аргинин является источником оксида азота, который
участвует в болевой нейротрансмиссии в спинном мозге [16].

При анализе полученных данных обращает внимание недостоверное ослабление
спинального болевого рефлекса после введения сурфагона интактным животным в
дозе 0.02 мкг/кг на фоне ярко выраженных эмоционально-аффективных реакций.
Подобный характер действия пептида позволяет заключить, что механизмы их реа-
лизации находятся преимущественно на супраспинальном уровне и согласуется с
описанной ранее активацией агрессивно-оборонительного поведения при неизбе-
гаемом электроболевом раздражении [2] и анксиогенным действием сурфагона [1].
Отмеченное при этом усиление спинальных болевых рефлексов может проявлять-
ся как вследствие действия пептида непосредственно на сегментарном уровне, так
и за счет ослабления нисходящих антиноцицептивных влияний из головного мозга.
Известно, что в центральном сером веществе среднего мозга установлено связыва-
ние Гн-РГ и его аналогов со специфическими рецепторами [17, 18], поэтому изме-
нение функционального состояния нейронов данной структуры может оказывать
существенное влияние на болевые реакции. Кроме того, рецепторы к Гн-РГ лока-
лизованы в гиппокампе и миндалевидном комплексе [19] и связывание с ними мо-
жет оказывать влияние на супраспинальные механизмы формирования боли.

Повышение порогов болевых реакций после кастрации во многом может быть
связано с усилением активности серотонинергической системы [20], которая игра-
ет важную роль в активации сегментарных антиноцицептивных механизмов.
О стероидонезависимом характере действия сурфагона свидетельствует сохране-
ние направленности и выраженности его алгического действия после кастрации.
Обращает внимание изменение болевых реакций после введения сурфагона в дозе
0.02 мкг/кг кастрированным животным (значительное повышение болевой чув-
ствительности на фоне ослабления эмоционально-аффективных поведенческих
реакций), противоположное эффекту пептида в данной дозе у интактных живот-
ных. Преобладание ослабления супраспинальных реакций отмечалось и после вве-
дения кастрированным крысам пептида в дозе 150 мкг/кг. Полученные на кастри-
рованных животных данные показывают значение функционального состояния
гипоталамо-гипофизарно-гонадальной системы в реализации эффектов сурфагона
в отношении ноцицептивной чувствительности и вызванного болью поведения, а
также свидетельствуют об участии пептида в данных процессах как на спинальном,
так и супраспинальном уровнях. Следует отметить, что сурфагон у кастрированных
мышей в тесте “горячая пластина” также оказывал алгическое действие [3].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, аналог-агонист Гн-РГ сурфагон при внутрибрюшинном введе-
нии в интервале доз от 0.004 до 150 мкг/кг оказывал у крыс алгическое действие и
усиливал вызванное болью эмоционально-аффективное поведение в дозах 0.004;
0.02 и 150 мкг/кг в тесте электрокожного раздражения хвоста. У гонадэктомиро-
ванных животных наблюдалось повышение большинства порогов болевых реак-
ций. При введении пептида через 12 дней после кастрации направленность отме-
ченных у интактных животных эффектов сохранялась, что свидетельствует об их
стрероидонезависимом характере. Полученные данные свидетельствуют о наличии
как спинальных, так и супраспинальных механизмов алгического действия сурфа-
гона при электроболевом раздражении у крыс.
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Результаты проведенных исследований расширяют представления о физиологи-
ческих эффектах регуляторных пептидов и их полифункциональности, а данные о
повышении болевой чувствительности и усилении эмоционально-аффективных
реакций на боль необходимо учитывать при клиническом применении аналогов-
агонистов Гн-РГ.
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Effects of Gonadotropin-Releasing Hormone Analogue Surfagon on Rats’ Pain Sensitivity

I. I. Bobyntseva, *, A. O. Vorvula, M. E. Dolgintseva, and A. A. Kriukova

aKursk State Medical University, Kursk, Russia
*e-mail: bobig@mail.ru

We investigated the effects of synthetic analogue-agonist of gonadotropin-releasing hor-
mone surfagon administered intraperitoneally on the spinal and supraspinal mechanisms
of pain formation in naïve and castrated male Wistar rats. Painful irritation was inflicted
with alternating current on the tail base and pain sensitivity thresholds (in mA) and emo-
tional-affective reactions were registered. Surfagon administration 12 min before the ex-
periments at doses 0.004–150 μg/kg demonstrated algic activity and exaggerated pain-in-
duced emotional-affective behaviour at doses 0.004, 0.02, and 150 μg/kg. We observed
higher pain thresholds in rats on the 12th day after castration. When the peptide was ad-
ministered to castrated rats, the directivity of the effects observed in intact animals was
same, which indicates their steroid-independent nature. Data obtained demonstrates the
presence of both spinal and supraspinal mechanisms of Surfagon algic activity in rats when
electrocutaneous irritation.

Keywords: regulatory peptides, gonadotropin-releasing hormone analogue, Surfagon,
pain, castration
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