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В раннее проведенном метаанализе мы показали, что длительное введение мелато-
нина минимизирует изменения в липидном профиле, вызванные диетой. Целью на-
стоящей работы являлось с помощью метаанализа исследовать эффект монотерапии 
мелатонином на прирост массы тела (ПМТ) и пищевое поведение у крыс в зави-
симости от диеты. С этой целью мы провели метаанализ 43 публикаций, исследу-
ющих влияние монотерапии мелатонином на ПМТ, уровень лептина, потребление 
еды и воды у крыс, содержащихся на стандартной диете (37 публикаций), а также на 
диетах с повышенным содержанием фруктозы (5 публикаций) и жиров (9 публика-
ций). По итогам наших исследований, хотя мелатонин снижал уровень триглицери-
дов, общего холестерина и лептина у крыс, содержащихся на диетах с добавлением 
фруктозы и жиров, но не на стандартной диете, терапия мелатонином препятствова-
ла набору массы тела крыс при любой диете. Увеличение дозы мелатонина не уси-
ливало эффекта терапии ни при одной из исследованных диет. Мы не получили убе-
дительных доказательств зависимости эффекта мелатонина от исходной массы тела 
и возраста крыс. Было установлено, что на стандартной диете мелатонин уменьшает 
потребление пищи и воды. Мелатонин не снижал ПМТ при стандартной диете, если 
вводился внутрибрюшинно. По итогам наших исследований, мелатонин может быть 
полезен при метаболических нарушениях, вызванных диетой, поскольку улучшает 
показатели липидного профиля и препятствует набору массы тела. Однако сниже-
ние аппетита и ПМТ при приеме мелатонина может быть связано и с отрицательны-
ми побочными эффектами препарата, что нуждается в дальнейших исследованиях.

Ключевые слова: мелатонин, прирост массы тела, лептин, диета, аппетит, фруктоза, 
жир 

DOI: 10.31857/S0869813924030015, EDN: CQBTSK

ВВЕДЕНИЕ

Мелатонин – гормон, который синтезируется практически всеми органами, и ре-
цепторы к которому есть практически во всех тканях, выполняет множество различ-
ных функций, связанных с циркадными ритмами, метаболизмом, поддержанием го-
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меостаза, иммунитетом, с защитой от активных форм кислорода [1]. Однако регуляцию 
суточных и сезонных ритмов связывают прежде всего с пинеальным мелатонином.

Сезонные изменения в метаболизме позвоночных при естественных флуктуациях 
фотопериода вызваны модуляцией активности тиреоидных гормонов под действием 
изменения уровня мелатонина. Так, уменьшение длины дня и повышение уровня ме-
латонина вызывает уменьшение секреции тиреотропного гормона (ТТГ) гипофизом 
и активного трийодтиронина (Т3). Увеличение длины дня и снижение уровня мелато-
нина вызывает противоположные изменения в уровне ТТГ и Т3 [2, 3]. Данные измене-
ния ассоциированы с приростом массы тела (ПМТ) при длинном дне и со снижением 
общего метаболизма при коротком дне [3]. В экспериментальных исследованиях на-
блюдали аналогичные колебания тиреоидных гормонов при искусственных вариациях 
фотопериода или при длительной терапии мелатонином [4–9]. Кроме того, в большом 
количестве работ показано, что экзогенный мелатонин способен вызывать изменения 
уровня инсулина, параметров липидного профиля, глюкозы и массы тела. Поскольку 
метаанализы показали снижение параметров липидного профиля, инсулина и массы 
тела после терапии мелатонином [10–16], сегодня многие ученые рассматривают ме-
латонин в качестве альтернативного препарата для профилактики и лечения метаболи-
ческих нарушений, в том числе и ожирения. По результатам метаанализа [15] мелато-
нин уменьшал у взрослых людей массу тела, индекс массы тела и окружность талии. 
Дефицит мелатонина по данным одних исследований ассоциирован с резистентно-
стью к лептину и с увеличением массы тела у людей и животных, по результатам дру-
гих – уменьшает уровень лептина и не вызывает увеличения массы тела [3, 17–21]. 

В ранее проведенном метаанализе [10] мы показали, что эффекты мелатонина на 
параметры липидного и углеводного обмена зависят от диеты. Так, у крыс, содер-
жащихся на диетах, обогащенных фруктозой, жирами и холестерином, монотерапия 
мелатонином угнетала синтез инсулина и улучшала показатели липидного профиля 
(снижала уровень триглицеридов и общего холестерина в основном за счет снижения 
уровня липопротеинов низкой плотности). При этом эффект мелатонина был направлен 
в сторону минимизации изменений в липидном профиле, вызванных диетой. У крыс, 
содержащихся на стандартной диете, мелатонин не оказывал влияния на уровень хо-
лестерина, но в больших дозах вызвал увеличение уровня триглицеридов и глюкозы. 
По этой причине можно предположить, что эффект мелатонина на ПМТ крыс также 
будет зависеть от диеты. Исследование эффектов мелатонина на крысах интересно по 
причине того, что, как и человек, крыса является млекопитающим без четко выражен-
ной сезонности в функционировании организма. Целью настоящей работы является 
с помощью метаанализа исследовать эффект монотерапии мелатонином на ПМТ и пи-
щевое поведение у крыс в зависимости от диеты.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Метаанализ был выполнен в соответствии с рекомендациями PRISMA (http://www.
prisma-statement.org). Поиск исследований осуществляли в 2022–2023 гг. на английском 
и русском языках независимо двумя людьми в базах PubMed, Scopus, Google Scholar, 
elibrary без ограничения периода публикации. При поиске были использованы ключе-
вые слова, характеризующие параметры (масса тела, прирост массы тела, вес, лептин, 
грелин, адипонектин), которые сочетались с воздействием (мелатонин, терапия мела-
тонином, инфузия мелатонина), объектом исследования (крысы, диета, корм, фруктоза, 
жиры, холестерин). Кроме того, дополнительно были просмотрены списки литературы 
публикаций, отобранных для метаанализа.

В метаанализ были включены исследования только монотерапии мелатонином. От-
бирались только работы, в которых животные содержались в стандартных лаборатор-
ных условиях (освещение 12/12 или 14/10 день/ночь, нормотермия). Были исключены 
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Рис. 1. Влияние терапии мелатонином на прирост массы тела крыс, содержащихся на стандартной диете. 
Метаанализ сделан без дополнительной стандартизации по дозе, способу и времени введения мелатонина.
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исследования, в которых крысы находились при постоянных или непропорционально 
длительных темноте или освещении. Если в публикации не были уточнены условия 
содержания, то мы считали, что животные содержались в стандартных лабораторных 
условиях. Также мы исключили экспериментальные работы, поставленные на линиях 
крыс, чувствительных к изменению фотопериода (например, Fisher) и с генетическими 
нарушениями метаболизма (например, Zucker). Были исключены работы, исследую-
щие влияние мелатонина на модели диабета/метаболического синдрома, вызванно-
го введением токсичных веществ. Мы включили в метаанализ исследования, прове-
денные только на интактных или ложнооперированных животных. Были исключены 
работы с использованием новорожденных крысят и беременных самок. В статисти-
ческий анализ не были включены работы, исследующие эффекты мелатонина при 
центральном введении. Кроме того, исключались публикации, в которых результаты 
были отображены в непонятной форме, не позволяющей оценить среднее значение  
и SD/SEM. 

Из отобранных работ мы извлекали данные по массе тела крыс (в граммах) в нача-
ле и конце/на этапе терапии, затем рассчитывали в граммах ПМТ (как разницу между 
массой тела в конце/на этапе терапии и массой тела перед началом терапии). Кроме 
того, были извлечены данные по количеству потребляемой пищи (в г/день) и количест-
ву потребляемой воды (в мл/день) в контрольной группе и в группе животных, которые 
принимали мелатонин. Также были извлечены данные по уровню лептина, адипонек-
тина и грелина. Если данные были представлены отдельно для самцов и самок, то мы 
рассчитывали среднее арифметическое. 

При проведении метаанализа мы отдельно исследовали крыс на стандартной диете, 
на диете с повышенным содержанием фруктозы, на диете с повышенным содержанием 
жиров и на диете, обогащенной холестерином. Далее мы объединяли данные в суб-
группы по времени терапии мелатонином. При достаточном количестве исследований 
был проведен анализ зависимости эффекта от дозы и способа введения мелатонина. 

Метаанализ результатов исследований был проведен с помощью статистической 
программы Review Manager 5.3 (Cochrane Library). Для анализа был использован 
inverse variance тест (Mean Difference). Гетерогенность включенных в метаанализ ис-
следований устанавливали по критерию I2. Выбор модели фиксированных или ран-
домизированных эффектов осуществляли в соответствии с рекомендациями [22]. Для 
оценки статистической значимости суммарных результатов применяли Z-тест. Пред-
взятость при отборе публикаций проверяли с помощью графика-воронки. Довери-
тельный интервал – 95%. Различия считались статистически значимыми при р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Всего была найдена 621 работа (12 обзоров литературы), исследующая влияние ме-
латонина на ПМТ и пищевое поведение крыс. Для метаанализа было отобрано 43 пуб- 
ликации [5, 18, 23–63]. Основные характеристики исследований представлены в табл. S  
(Дополнительные материалы). 

При терапии мелатонин вводился в дозах от 0.03 до 50 мг/кг/день в течение  
1–48 недель. Основные способы введения были орально (с питьевой водой или через 
зонд) и внутрибрюшинно, но в трех исследованиях было использовано подкожное вве-
дение [29, 30, 47] и в одном [33] – внутривенное. 

Стандартная диета
Было отобрано 37 работ, в которых исследовались крысы, содержащиеся на стан-

дартной диете. В 29 работах были представлены данные о ПМТ, в 16 – о количестве 
потребляемой пищи, в 12 – о количестве потребляемой воды, в 10 – об уровне лептина 
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Рис. 2. Влияние терапии мелатонином на потребление корма и воды, на уровень лептина у крыс, содер-
жащихся на стандартной диете. Метаанализ сделан без дополнительной стандартизации по дозе, способу 
и времени введения мелатонина. 

(табл. S). Исходный возраст крыс колебался от 1.5 до 12 месяцев, большинство жи-
вотных были 2–3-месячного возраста. Исходная масса тела крыс колебалась от 155  
до 580 г и в среднем составляла 275 ± 112 г (M ± SD). В контрольной группе потребле-
ние корма было 23 ± 5 г/день, потребление воды – 35 ± 9 мл/день. Мелатонин вводился 
крысам в дозе 0.03–30 мг/кг/день в течение 1–48 недель. К 8–16 неделям ПМТ в конт-
рольной группе был 106 ± 91 г, мелатонин снижал ПМТ в среднем на –34.56 [–46.12,  
–23.00] г (I² = 92%, Z = 5.86, p < 0.00001) (рис. 1), что составляло приблизительно 9.4% от 
массы крыс в контрольной группе (402 ± 102 г). Кроме того, на фоне терапии мелатонином 
отмечалась тенденция уменьшения потребления корма и воды (рис. 2). По данным пу-
бликаций, уровень лептина имел большой разброс: от 0.54 [27] до 13 нг/мл [5], медиана –  
5.8 нг/мл. Метаанализ не выявил однонаправленных тенденций изменения лептина 
после терапии мелатонином (рис. 2). Мы не получили убедительных доказательств за-
висимости эффекта мелатонина (при 8-недельной терапии) от исходной массы тела 
и возраста крыс (табл. 1). Два исследования не выявили зависимость эффекта мелато-
нина от пола животных [27, 47]. 
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Без учета продолжительности терапии максимальное снижение ПМТ отмечалось 
при дозе мелатонина 2–6 мг/кг/день, при введении мелатонина с питьевой водой, при 
введении перед или в темную фазу (табл. 2, рис. 3). При внутрибрюшинном введении 
и при введении до полудня мелатонин не способствовал снижению ПМТ, однако при 
внутрибрюшинном введении по данным двух работ [32, 53] мелатонин уменьшал по-
требление корма (табл. 2). Следует отметить, что в большинстве работ, где мелатонин 
вводился в светлую фазу, его вводили внутрибрюшинно. По этой причине ассоциация 
времени введения с эффектом является неубедительной. Однако внутрибрюшинное 
введение мелатонина перед или в темную фазу также не вызывало уменьшения ПМТ 
[32, 44], а по данным [44] даже увеличивало ПМТ. Максимальное снижение потребле-
ния корма было при использовании мелатонина в дозе ≤ 1 мг/кг/день (табл. 2). Мак-
симальное снижение потребления воды было при использовании мелатонина в дозе  
2–6 мг/кг/день (табл. 2). 

При стандартизации по срокам терапии введение мелатонина в течение двух недель 
в дозе ≤ 2 мг/кг/день уменьшало ПМТ, а при дозе ≥ 5 мг/кг/день – незначительно уве-
личивало. Однако на 8-й неделе терапии мелатонин независимо от дозы снижал ПМТ, 
но значимо при более низкой дозе (табл. 3). 

Диета, обогащенная фруктозой
Было отобрано 5 работ, в которых исследовались крысы, содержащиеся на диете, 

обогащенной фруктозой, которая добавлялась в корм или питьевую воду. В 5 работах 
были представлены данные о ПМТ, в 1 – о количестве потребляемой пищи, в 1 – о ко-
личестве потребляемой воды, в 1 – об уровне лептина (табл. S). Исходный возраст 
крыс был 2–2.5 месяца, исходная масса тела – 258 ± 21 г. Во всех работах, кроме од-
ной, введение фруктозы и мелатонина начиналось одновременно. В работе [40] тера-
пия мелатонином начиналась через 4 недели содержания крыс на диете, обогащенной 
фруктозой. Мелатонин вводился крысам в дозе 1–30 мг/кг/день в течение 2–10 недель. 
К 4–10 неделям ПМТ в контрольной группе был 168 ± 70 г, мелатонин снижал ПМТ 
в среднем на –29.41 [–59.74, 0.92] г (I² = 47%, Z = 1.90, p = 0.06) (рис. 4), что составляло 
приблизительно 7% от массы тела крыс в контрольной группе (425 ± 88 г). Без учета 
продолжительности терапии увеличение дозы мелатонина не усиливало эффект тера-
пии (рис. 3). Влияние способа и времени введения мелатонина на эффект терапии мы 
не исследовали из-за недостаточного количества работ.

Таблица 1. Зависимость от исходной массы тела и возраста эффекта 8-недельной терапии 
мелатонином на прирост массы тела у крыс, содержащихся на стандартной диете
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Таблица 2. Влияние дозы, способа и времени введения мелатонина на прирост массы тела, 
потребление корма и воды, уровень лептина у крыс, содержащихся на стандартной диете 
(анализ проведен без дополнительной стандартизации)
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2–6 мг/кг/день 2–15 2–6 9 91/88
–30.16 
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водой
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2–16 0.5–10 10 126/129

–1.41 

[–2.25, –0.57]
81 3.29 0.001

 Потребление воды на стандартной диете

≤ 1 мг/кг/день 1–16 0.04–1 7 85/88
–1.29 

[–2.48, –0.11] 
71 2.13 0.03

2–6 мг/кг/день 9–15 2–4 3 32/32
–4.85 

[–6.31, –3.40]
0 6.52 0.00001
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[–0.54, 0.12]

	

78
1.26 0.21

≥ 3 мг/кг/день 2–16 3–10 5 35/35
0.57 

[–0.07, 1.21]
79 1.75 0.08

Окончание табл. 2
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По результатам одной работы [39] обогащение диеты фруктозой уменьшало по-
требление корма и увеличивало потребление воды, а терапия мелатонином не оказы-
вала существенного влияния на эти показатели. В одной работе наблюдали дозозави-
симое уменьшение уровня лептина после 2 недель введения мелатонина [40] (рис. 4).

Диета, обогащенная жирами
Было отобрано 9 работ, в которых исследовались крысы, содержащиеся на диете, 

обогащенной различными пищевыми жирами. В 6 работах были представлены данные 
о ПМТ, в 4 – о количестве потребляемой пищи, в 2 – о количестве потребляемой воды, 
в 4 – об уровне лептина (табл. S). В 5 исследованиях [18, 26, 49, 50, 55] высокожировая 

Таблица 3. Зависимость от дозы эффекта терапии мелатонином в течение 2 и 8 недель на 
прирост массы тела (г) у крыс, содержащихся на стандартной диете
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Рис. 3. Зависимость от дозы мелатонина снижения прироста массы (в граммах) у крыс при различных ди-
етах. Метаанализ сделан без дополнительной стандартизации по способу и времени введения мелатонина.
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диета и терапия мелатонином начинались одновременно, средняя масса тела крыс со-
ставляла к моменту начала введения мелатонина 290 ± 130 г. В других 4 исследованиях 
[33, 34, 58, 61] высокожировая диета начиналась за 4–12 недель до начала терапии 
и продолжалась во время терапии, средняя масса тела крыс составляла к моменту на-
чала введения мелатонина 398 ± 202 г. Мелатонин вводился крысам в дозе 2–50 мг/кг/
день в течение 2–12 недель. К 6–12 неделям ПМТ в контрольной группе был 109 ± 45 
г, мелатонин снижал ПМТ в среднем на –29.70 [–48.70, –10.70] г (I² = 93%, Z = 3.06, p = 
0.002) (рис. 5), что составляло приблизительно 5.5% от массы тела крыс в контрольной 
группе (540 ± 238 г). Без учета продолжительности терапии увеличение дозы мела-
тонина не усиливало эффект терапии (рис. 3). Влияние способа и времени введения 
мелатонина на эффект терапии мы не исследовали из-за недостаточного количества  
работ.

У контрольных крыс, содержащихся на жирной диете, потребление пищи было 25.2 ±  
± 16.9 г/день, воды – 30.8 ± 2.8 мл/день. По результатам 4 работ терапия мелатонином 
незначительно уменьшала потребление корма, но не воды (рис. 5). У крыс, содержа-
щихся на жирной диете, уровень лептина имел разброс от 7 [18] до 21 нг/мл [55] (ме-
диана – 19 нг/мл) и существенно снижался при введении мелатонина дольше 2 недель 
на –4.28 [–8.04, –0.53] нг/мл (I² = 83%, Z = 2.24, p = 0.03) (рис. 5). 

Была найдена всего одна работа [46], в которой исследовалось влияние мелатонина 
на ПМТ крыс, содержащихся на диете, обогащенной холестерином. Результаты этой 
работы показали, что мелатонин, вводимый в течение 3 недель в дозе 17 мг/кг/день 
внутрибрюшинно, не изменял ПМТ у крыс при добавлении холестерина к стандарт-
ной диете. Данных одного исследования недостаточно для метаанализа и каких-либо 
выводов.

Нами было найдено слишком мало для проведения метаанализа публикаций, иссле-
дующих изменение уровня адипонектина и грелина при терапии мелатонином. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Проведенный нами метаанализ показал, что продолжительный прием мелатонина 
способствует уменьшению потребления корма и воды, а также значительному сниже-
нию ПМТ у крыс, содержащихся на стандартной диете. Кроме того, есть наблюде-
ния, что терапия мелатонином увеличивала двигательную активность у крыс в ночное 
время, что также могло быть причиной уменьшения ПМТ [57, 60]. В начале терапии 
отмечался дозозависимый эффект мелатонина. Так, через 2 недели терапии мелато-
нин в дозе ≤ 2 мг/кг/день уменьшал ПМТ, а в дозе ≥ 5 мг/кг/день, наоборот, незначи-
тельно увеличивал. Через 8 недель терапии при любой дозе мелатонина наблюдалось 
уменьшение ПМТ. Интересно отметить, что наш предыдущий метаанализ показал, 
что через 2 недели терапии мелатонин в высоких дозах вызывает увеличение уровня 
триглицеридов, глюкозы и инсулина. Однако через 8 недель терапии этот эффект уже  
отсутствовал [10]. Также у людей уменьшение массы тела, индекса массы тела 
и окружности талии были существенными при низких дозах мелатонина, но не при 
высоких [15]. Кроме того, наш метаанализ показал, что эффект мелатонина по сни-
жению ПМТ полностью отсутствовал при его внутрибрюшинном введении. Ана-
логично, по результатам ранее проведенного метаанализа [10], внутрибрюшинное 
введение мелатонина было ассоциировано с увеличением уровня триглицеридов 
и глюкозы при стандартной диете. По результатам наших метаанализов и по литера-
турным данным доза, способ введения, определяющий биодоступность, а также цир-
кадные изменения в метаболизме могут оказывать влияния на эффекты экзогенного  
мелатонина [10]. 

Известно, что ПМТ крыс зависит от возраста и исходной массы тела. Продолжи-
тельность жизни лабораторных крыс составляет в среднем 2–3 года, крысы могут уве-
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личивать массу тела в среднем до 20–24-месячного возраста, затем масса тела остается 
постоянной или умеренно снижается. Самая высокая скорость ПМТ у крыс наблюда-
ется до полового созревания (до 2 месяцев), затем скорость ПМТ хотя и снижается, 
но остается высокой до 5–6 месяцев, после 6 месяцев масса тела может увеличить-
ся еще приблизительно на 25% [64]. Кроме того, с возрастом уменьшается уровень 
эндогенного мелатонина и плотность чувствительных к нему МТ-рецепторов, кото-
рая в экспериментах существенно увеличивалась при длительной терапии мелато-
нином [65, 66]. Проведенный нами метаанализ не показал влияния исходной мас-
сы тела крыс и возраста на ПМТ при терапии мелатонином. Мелатонин продолжал 
снижать ПМТ и у крыс 9–12-месячного возраста, у которых и в контрольной группе 
ПМТ был всего 19–41 г за 12 недель (у молодых крыс ПМТ составлял (44–215 г), 
т. е. у возрастных крыс длительный прием мелатонина уменьшал исходную массу 
тела [54, 60, 63]. По результатам двух исследований [27, 47] пол не влиял на эффекты  
мелатонина.

Диета, обогащенная фруктозой и жирами, вызывала увеличение массы тела крыс 
по сравнению с животными, содержащимися на стандартной диете. Терапия мелатони-
ном снижала ПМТ крыс, содержащихся на диете с добавлением фруктозы или жиров. 
Эффект мелатонина на ПМТ при этих диетах был не больше, чем при стандартной 
диете, и не усиливался с увеличением дозы мелатонина. По данным отдельных иссле-
дований мелатонин существенно не изменял потребления корма и воды в условиях 
обогащения диеты фруктозой и жирами, но количества работ недостаточно для оконча-
тельного вывода. По результатам предыдущего метаанализа высокофруктозная диета 
увеличивала у крыс уровень триглицеридов, глюкозы и инсулина, высокожировая – 
уровень общего холестерина, триглицеридов и инсулина. Терапия мелатонином осла-
бляла вызванные диетами изменения в липидном профиле и концентрации инсулина, 
но не глюкозы [10]. 

Ожирение ассоциировано с повышением уровня лептина и инсулина, со снижени-
ем уровня грелина, адипонектина, обестатина, а также с резистентностью к инсулину, 
лептину и грелину, которая связана как с нарушением выработки гормонов, так и с из-
менением передачи сигналов в головном мозге [67–69]. При обогащении диеты фрук-
тозой наблюдалось уменьшение уровня адипонектина и увеличение уровня лептина, 
а при обогащении жирами – увеличение уровня адипонектина и лептина. Терапия ме-
латонином ослабляла эти изменения [18, 40, 49, 55]. При этом мелатонин не оказывал 
влияния на уровень адипонектина и лептина у молодых крыс при стандартной диете, 
но мог изменить их циркадные профили [55]. Однако старение крыс было ассоцииро-
вано с увеличением уровня лептина, который нормализовался после терапии мелато-
нином [54, 56]. По результатам отдельных исследований мелатонин не изменял или 
слегка снижал уровень грелина и обестатина у крыс на стандартной диете, но повышал 
уровень обестатина, сниженный жирной диетой [32, 50, 70]. Интересно отметить, что 
мелатонин в большей степени снижал экспрессию гена POMC (участвует в синтезе 
меланотропина, играющего важную роль в регуляции аппетита) в гипоталамусе крыс, 
содержащихся на стандартной диете, чем крыс, потребляющих жирную диету [71]. 
При этом экспрессия гена rNPY (участвует в синтезе нейропептида Y, увеличение ко-
личества которого ассоциировано с увеличением потребления пищи) и leptin-R была 
более чувствительна к мелатонину у крыс, содержащихся на жирной диете [71]. Одна-
ко экспрессия инсулиновых рецепторов в гипоталамусе была чувствительна к мелато-
нину и при стандартной, и при жирной диете [71]. Установлено, что длительный прием 
мелатонина угнетает синтез инсулина при любой диете [10]. 

В адипоцитах были обнаружены МТ1- и МТ2-рецепторы [16]. Известно, что ме-
латонин через MT2-рецепторы может в значительной степени индуцировать липо-
лиз адипоцитов, усиливать экспрессию липолитических генов и белков, увеличивать 
дыхательную способность клеток и запускать дифференцировку в сторону генов бе-
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жевого фенотипа [16]. Мелатонин стимулирует MT1-рецепторы нейронов супрахиаз-
матического ядра гипоталамуса, увеличивая экспрессию генов UCP1, PPARγ, PGC1, 
BAT и способствуя функции бурой жировой ткани при недрожательном термогенезе 
[16]. В экспериментах на хомяках (вид с четко выраженной сезонностью в функци-
онировании организма) было показано увеличение массы бурого жира при коротком 
фотопериоде или при терапии мелатонином [72]. Образование бурого жира наиболее 
интенсивно происходит в условиях гипотермии [73]. Известно, что бурый жир участ-
вует в термогенезе и за счет этого быстрее утилизируется. Однако в нормотермических 
условиях Prunet-Marcassus и соавт. наблюдали у крыс, содержащихся на жирной ди-
ете, уменьшение массы как белого, так и бурого жира после трехнедельной терапии 
мелатонином [18]. При этом удаление пинеальной железы увеличивало массу и бу-
рого, и белого жира [18]. Мы не исследовали с помощью метаанализа влияние тера-
пии мелатонином на количество жира, поскольку разные авторы по-разному считали 
и отображали эти данные. В целом мелатонин либо не изменял, либо уменьшал массу 
внутренних жировых отложений у крыс. Так, при стандартной диете по результатам 
одних исследований терапия мелатонином не изменяла количества общего, перифе-
рического, эпидидимального и интраперитонального жира [27, 35, 60], по результа-
там других – существенно уменьшала [40, 54, 59, 63]. У крыс, содержащихся на диете 
с добавлением фруктозы, 2- и 6-недельное введение мелатонина снижало массу жиро-
вых отложений [40, 74]. При жирной диете по данным [18, 34, 61] мелатонин незна-
чительно уменьшал или не изменял общее количество жира, а по данным [49, 58] на-
блюдалось значительное уменьшение массы эпидидимального и висцерального жира. 

Интересно отметить, что при стандартной диете внутрибрюшинное введение мела-
тонина не снижало ПМТ, но по наблюдениям [40] уменьшало количество интраабдо-
минального жира, однако период наблюдений составлял всего 2 недели. Тем не менее 
нельзя исключить, что именно гиперстимуляция мелатонинергических (МТ) рецепто-
ров адипоцитов висцерального жира при внутрибрюшинном введении мелатонина мо-
жет быть причиной отсутствия снижения ПМТ. Было показано, что дифференцировка 
клеток жировой ткани зависит от дозы и продолжительности воздействия мелатонина 
[75, 76]. Кроме того, наличие механического травмирования при внутрибрюшинном 
введении препаратов может стимулировать разрастание соединительной ткани, а так-
же вызывать эмоциональный стресс. Однако в поведенческих тестах были показаны 
анксиолитический и антидепрессивный эффекты продолжительной терапии мелато-
нином при его внутрибрюшинном введении [37, 77, 78]. Также снижение ПМТ отсут-
ствовало при введении мелатонина в течение 4 недель с помощью подкожной помпы 
[47], при использовании которой исключается постоянное механическое травмирова-
ние. Возможно, что эффекты мелатонина, связанные со снижением аппетита и ПМТ, 
реализуются через МТ-рецепторы желудочно-кишечного тракта, которые в большей 
степени стимулируются при оральном приеме препарата, чем при внутрибрюшинном 
и подкожном. Известно, что после еды уровень мелатонина в желудочно-кишечном 
тракте резко увеличивается, и оральный прием мелатонина может имитировать на-
сыщение и снижать аппетит [79], но по результатам нашего метаанализа внутрибрю-
шинное введение мелатонина также снижало количество потребляемой пищи у крыс. 
В зависимости от дозы экзогенный мелатонин может как стимулировать, так и тормо-
зить процесс пищеварения и перистальтику, причем более высокие дозы мелатонина 
ассоциированы с замедлением пищеварения [79, 80]. Кроме того, есть сообщения об 
отрицательном влиянии мелатонина на кишечную микрофлору и воспаление [81]. Сре-
ди побочных эффектов мелатонина в инструкциях к препарату перечисляют тошноту, 
потерю аппетита, диарею. Следует учесть, что экспрессия и аффинность МТ-рецепто-
ров может изменяться при высококалорийных диетах [10]. По результатам отдельных 
исследований внутрибрюшинное введение мелатонина при высокофруктозной диете 
существенно не уменьшало ПМТ, но снижало количество жира [40], уровень триглице-
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ридов, холестерина и инсулина [10]; а при высокожировой диете после 5–6-недельной 
терапии наблюдалось уменьшение ПМТ, триглицеридов, холестерина, но не количест-
ва жира [61, 82]. 

Известно, что на ПМТ оказывает большое влияние уровень гормонов щитовидной 
железы и коры надпочечников, однако вопрос изменения этих показателей после тера-
пии мелатонином остается открытым. Ряд исследований сообщает о понижении у крыс 
уровня тиреоидных гормонов и кортикостерона после 4–5 недель введения мелатонина 
[6, 7, 83, 84], но эффект более длительной терапии мог быть обратным [27, 44]. По ре-
зультатам работы [85] мелатонин нормализовал уровень кортикостерона, повышенный 
при высокоуглеводной диете, но не оказывал эффекта при высокожировой диете [86]. 
У здоровых людей прием мелатонина в течение 4 недель не изменял уровня тиреоид-
ных гормонов и кортизола [87]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В итоге, несмотря на то, что мелатонин уменьшает показатели липидного профиля 
[10] и концентрацию лептина у крыс, содержащихся на диетах с добавлением фрукто-
зы и жиров, но не на стандартной диете, терапия мелатонином препятствует набору 
массы тела крыс при любой диете. Кроме того, мелатонин слегка уменьшает потребле-
ние пищи и воды. При этом увеличение дозы мелатонина не способствует усилению 
его эффекта по снижению ПМТ и улучшению показателей липидного и углеводного 
обмена [10]. Мелатонин не снижает ПМТ при стандартной диете, если вводится вну-
трибрюшинно. По всей видимости, в уменьшении ПМТ мелатонином задействованы 
более широкие механизмы, чем при модуляции углеводного и липидного обмена. 

 Результаты нашего предыдущего [10] и настоящего исследований показывают, что 
мелатонин может быть полезен при вызванных диетой метаболических нарушениях, 
поскольку длительный прием мелатонина улучшает показатели липидного профиля 
и препятствует набору массы тела. Однако снижение аппетита и ПМТ при перораль-
ном приеме мелатонина может быть связано, в том числе, с отрицательными побочны-
ми эффектами препарата, что нуждается в дальнейших исследованиях. На наш взгляд, 
стоит задуматься о физиологичности перорального приема мелатонина, особенно при 
нарушениях сна. Возможно, другие способы введения мелатонина, например, сублин-
гвальный, трансдермальный, интраназальный [88, 89] будут не менее эффективны и не 
будут вызывать побочных эффектов со стороны желудочно-кишечного тракта. 
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Meta-Analysis of Experimental Studies of the Effect of Melatonin Monotherapy  
on Body Weight Gain and Eating Behavior in Rats on Different Diets

N. V. Kuzmenkoa, b, *, V. A. Tsyrlina, M. G. Plissa, b, and М. М. Galagudzaa

aAlmazov National Medical Research Centre, St. Petersburg, Russia
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In an earlier meta-analysis, we showed that long-term melatonin administration minimizes 
diet-induced changes in lipid profiles. The purpose of our present work was to use a 
meta-analysis to investigate the effect of melatonin monotherapy on body weight gain 
(BWG) and eating behavior in rats depending on diet. To this end, we conducted a meta-
analysis of 43 publications examining the effects of melatonin monotherapy on BWG, 
leptin levels, food and water intake in rats fed a standard diet (37 publications), as well 
as high-fructose diets (5 publications) and fats (9 publications). Our findings suggest that 
although melatonin reduced the level of triglycerides, total cholesterol and leptin in rats 
fed high-fructose and high-fat diets but not those fed a standard diet, melatonin treatment 
prevented BWG in rats on either diet. Increasing the dose of melatonin did not enhance the 
effect of therapy with any of the diets studied. We did not obtain convincing evidence that 
the effect of melatonin depends on the initial body weight and age of rats. On a standard 
diet, melatonin has been found to reduce food and water intake. Melatonin did not reduce 
BWG with a standard diet when administered intraperitoneally. Our research suggests 
that melatonin may be beneficial for diet-induced metabolic disorders by improving lipid 
profiles and preventing BWG. However, a decrease in appetite and BWG when taking 
melatonin may also be associated with negative side effects of the drug, which requires 
further research.

Keywords: melatonin, body weight gain, leptin, diet, appetite, fructose, fat
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Травматическое повреждение мозга (ТПМ) включает широкий спектр физических 
повреждений тканей мозга различной природы и сопровождается серьезными ког-
нитивными, моторными, эмоциональными и нейродегенеративными нарушениями. 
Ключевую роль в изучении ТПМ играет его моделирование на животных, позволяя 
расширить наши знания о механизмах патогенеза и временной динамике последст-
вий нейротравмы. В последнее время особый интерес в трансляционной нейроби-
ологии вызывает использование в качестве модельного организма костистой рыбы 
зебраданио (zebrafish, Danio rerio) – второго после мышей наиболее используемо-
го в биомедицине вида лабораторных животных. В работе обсуждаются проблемы 
и перспективы использования зебраданио для моделирования ТПМ, а также новые 
направления исследований в данной области. Отмечается значение зебраданио как 
перспективной модели для исследования молекулярных механизмов и неврологи-
ческих нарушений при ТПМ, а также скрининге потенциальных терапевтических 
агентов.
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ВВЕДЕНИЕ

Травматическое повреждение мозга (ТПМ) является серьезной проблемой здраво-
охранения и ведущей причиной инвалидности и смертности, особенно среди молоде-
жи. Клиническая картина ТПМ характеризуется клинической гетерогенностью (рис. 1) 
по этиологии, патологии и степени тяжести нейротравмы [1]. Эффекты ТПМ включа-
ют в себя широкий спектр функциональных изменений центральной нервной системы 
(ЦНС), в том числе когнитивные, двигательные и эмоциональные нарушения, а также 
риск развития нейродегенеративных заболеваний (например, болезней Альцгеймера, 
Паркинсона и деменции) [2–4]. Большая распространенность и тяжелые последствия 
ТПМ требуют изучения их молекулярных механизмов и создания новых методов тера-
пии, а также эффективных моделей ТПМ на животных [1, 5–8].

В патогенезе ТПМ выделяют две формы – первичную и вторичную (рис. 1). Пер-
вичное ТПМ возникает в результате воздействия внешней физической силы, приводя 
к механическому повреждению тканей мозга. Вторичное ТПМ представляет собой на-
бор биохимических реакций на первичное повреждение – нейровоспаление, апоптоз, 
эксайтотоксичность, окислительный стресс и другие патофизиологические процес-
сы (рис. 2), которые способствуют дальнейшей дегенерации мозга [5–7]. Вызванная 
в результате ТПМ деполяризация нейронов приводит не только к продолжительному 
разрушению нейрональных структур, но и к его распространению на соседние обла-
сти [2, 8]. При этом избыточный выброс возбуждающих нейромедиаторов (глутамата 
и аспартата) вызывает увеличение содержания внутриклеточного кальция, что, в свою 
очередь, активирует ряд каталитических ферментов, приводя к деградации нервных 
клеток путем апоптоза [1, 9]. 

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ И КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ПАТОФИЗИОЛОГИИ ТПМ

Эксайтотоксичность, особенно глутаматная, является одним из основных факторов 
гибели нейронов при вторичном ТПМ [1]. При связывании с ионотропными рецеп-
торами клетки глутамат инициирует увеличение концентрации кальция в клетке [5, 

Рис. 1. Общепринятая классификация травматических повреждений мозга (TBI).
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10, 11], приводя к дисбалансу между возбуждающей и тормозной нейротрансмисси-
ей и нарушая синаптическую передачу. Внеклеточные концентрации глутамата также 
повышаются в результате клеточного лизиса, что приводит к ухудшению состояния 
нейронов, усиливая деполяризацию по механизму положительной обратной связи [11, 
12–14]. Рост концентрации кальция активирует пути, усиливающие окислительный 
стресс, и инициирует запрограммированную гибель клеток (рис. 2), еще больше уси-
ливая эксайтотоксичность [5, 12]. 

Избыточный приток кальция в клетку также нарушает функцию митохондрий, не-
гативно влияя на процессы энергетического обмена и приводя к образованию актив-
ных форм кислорода (АФК), активации протеазы и фосфолипазы и высвобождению 
проапоптотических молекул [1]. Перегрузка митохондрий кальцием и высокая кон-
центрация АФК приводит к образованию и открытию переходных пор митохондрий. 
Учитывая непосредственную близость их внешней мембраны к эндоплазматическому 
ретикулуму, эти поры начинают функционировать как механизм оттока кальция. По-
скольку переходные поры митохондрий не являются селективными, выходит из клет-
ки не только кальций, но и другие внутримитохондриальные компоненты (например, 
цитохром С), активируя цепную реакцию и в конечном счете приводя к гибели клеток. 
Далее, по мере высвобождения кальция и цитохрома С, вода и цитозольные раство-
ренные вещества поступают в митохондрии, что приводит к набуханию и, следова-
тельно, разрыву клеточного матрикса [10]. При этом особую опасность представляет 
окислительный стресс. Сопутствующее ему высвобождение цитохрома C из митохон-
дрий запускает образование апоптосомы (многобелкового комплекса, активирующе-
го каспазу-9). В свою очередь, каспаза-9 активирует каспазы-исполнители (каспаза-3, 
каспаза-12 и др.), которые расщепляют различные клеточные субстраты, провоцируя 
апоптоз (рис. 2) [1, 13]. 

При вызванном ТПМ нейровоспалении поврежденные клетки мозга выделяют акти-
ваторы пути мишени рапамицина млекопитающих (mTOR) и клеточного повреждения, 
которые, в свою очередь, стимулируют рецепторы клеток микроглии и астроцитов [15]. 
Это индуцирует переход микроглии в реактивную форму М1 и высвобождение ею про-

Рис. 2. Молекулярные дисфункции при травматическом повреждении мозга.
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воспалительных цитокинов, прежде всего фактора некроза опухоли-альфа (ФНО-α), 
интерлейкина-1 бета (ИЛ-1β) и интерлейкина-6 (ИЛ-6, табл. 1 и рис. 3). Последние 
запускают каскад реакций, приводящих к нарушению гематоэнцефалического барье-
ра, отеку головного мозга и инфильтрации лейкоцитами, что приводит к усугублению 
вторичного повреждения головного мозга [14, 16, 17].

При этом хроническая активация микроглии приводит к усилению регуляции 
основного комплекса гистосовместимости II класса, что усиливает нейродегенерацию 
[12] на фоне снижения числа клеток нейропротективной защитной М2-микроглии. 
Активная микроглия также стимулирует периферические иммунные клетки, которые 
участвуют в воспалительной реакции и повреждении тканей [18, 19], а нарушение ге-
матоэнцефалического барьера приводит к притоку дополнительных иммунных клеток 
в мозг [20–28].

Важными участниками нейровоспаления при ТПМ являются астроциты (рис. 3). 
В обычном состоянии их роль заключается в поддержании работоспособности ней-
ронов, их нейрососудистых связей и гематоэнцефалического барьера [20]. Захватывая 
глутамат, астроциты предотвращают его накопление в синапсах, тем самым защищая 
последние от нейротоксичности глутамата [21]. Астроциты также действуют как поло-
жительные модуляторы синаптического торможения [22]. Однако при ТПМ астроциты 
приобретают новые свойства – дифференцируются в активную нейротоксичную фор-
му (фенотип) А1, теряют свои синаптические функции и фагоцитарную способность 
и начинают убивать нейроны и олигодендроциты путем индукции клеточного апоптоза 
[23]. Как и М1-микроглия, активированные астроциты также способны выделять вос-
палительные цитокины и нарушать нормальный захват глутамата из внеклеточного 
пространства, что еще более способствует эксайтотоксичности и усиливает дегенера-
цию нейронов (рис. 3) [24].

Следует отметить, что при ТПМ микроглия не только опосредует острую воспали-
тельную реакцию за счет активации М1-фенотипа, но и в форме М2-микроглии уча-

Рис. 3. Роль микроглии и астроцитов в процессе нейровоспаления при травматическом поражении мозга. 
М1, М2 – микроглия, A1, A2 – астроциты.
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ствует в последующем ремоделировании тканей и контроле нейровоспаления. В этом 
случае клетки микроглии начинают продуцировать противовоспалительные цитокины 
интерлейкин-10 (ИЛ-10), трансформирующий фактор роста-бета (ТФР-β) и др. (табл. 
1), способствующие восстановлению тканей [29, 30]. В качестве защитной реакции на 
ТПМ астроциты также активно выделяют мозговой нейротрофический фактор (BDNF) 
[31], усиливающий восстановление синаптичной пластичности и функций поврежден-
ного мозга (см. далее).

ТПМ является мощным индуктором гибели клеток ЦНС по пути некроза и апоптоза 
[32, 33]. При некрозе происходит нарушение ионного баланса клетки, сопровождающе-
гося ее набуханием и гибелью в первые минуты после ТПМ [32, 33]. Апоптоз представ-
ляет собой энергозатратный клеточный процесс, характеризующийся фрагментацией 
цитоплазмы и ядра при сохранении общей структуры органелл. Он является примером 
запрограммированной клеточной гибели, при которой происходит уничтожение типов 
клеток, необратимо потерявших свои специфичные функции [34]. При апоптозе про-
исходят изменения в морфологии клеток (фрагментация ядер, конденсация хроматина, 
образование апоптотических телец), а также активация маркеров фрагментации ДНК 
и проапоптотических белков [32, 35–37]. Ключевую роль в апоптозе играют каспазы-
инициаторы (каспаза-2, -8 и -9), которые активируют каспазы-исполнители (каспаза-3, 
-6 и -7) [38]. Описаны два основных пути апоптоза – внутренний (митохондриальный) 
и внешний (инициируемый через “рецепторы смерти”) [1, 39]. 

Внутренний путь апоптоза начинается с повреждения митохондрий, чаще всего 
вызванного избыточным уровнем кальция внутри клетки из-за эксайтотоксичности [5]. 
Это сопровождается освобождением цитохрома С, который (взаимодействуя с фермен-
том Apaf-1, АТФ и прокаспазой-9) формирует апоптосому, которая далее активирует 
каспазу-9 и каспазу-3, вызывая необратимое разрушение клетки. Напротив, внешний 
путь запускается с участием рецепторов клеточной стенки [32, 38, 39]. Взаимодейст-
вие на поверхности клетки фактора некроза опухоли TNF или рецептора Fas с вне-
клеточным Fas-лигандом ведет к запуску процессов тримеризации рецепторов с фор-
мированием комплексов внутриклеточных сигнальных молекул и образованием так 
называемого домена смерти – сигнального комплекса, индуцирующего активацию кас-
пазы-3, -8 и/или -10 с последующим необратимым повреждением клетки. В отдельную 
категорию при ТПМ можно выделить пироптоз – форму каспаз-зависимой программы 
клеточной гибели, запускаемой внутри- или внеклеточным изменением гомеостаза 
в результате активации каспазы-1 (рис. 2). Этот механизм сопровождается выделени-
ем интерлейкина ИЛ-1β и развитием выраженного воспаления [40]. Обычно пироптоз 
ассоциируют с патологическими процессами во время вирусной или бактериальной 
инфекции, однако он вовлечен и при ТПМ [41].

Помимо апоптоза и пироптоза, известны и каспаз-независимые молекулярные 
механизмы клеточной гибели – аутофагия, параптоз, некроптоз и ферроптоз (рис. 2) 
[12]. Аутофагическая гибель клеток включает лизосомальную деградацию органелл 
и белков и является распространенным явлением при отмирании клеток. В условиях 
ингибирования каспаз аутофагия часто является доминирующим механизмом запро-
граммированной гибели клеток [42]. Параптоз характеризуется вакуолизацией и по-
вреждением эндоплазматического ретикулума и митохондрий. Этот тип клеточной 
гибели часто встречается при онкологических заболеваниях, однако для травм мозга 
он также актуален [43]. Некроптоз является вариантом клеточной гибели, сопрово-
ждающимся набуханием клеток и их органелл с последующим увеличением прони-
цаемости клеточных мембран. Этот тип регулируемой клеточной гибели происходит 
после активации рецептора некроза опухоли (ФНО-α) несмотря на то, что ФНО-α 
долгое время считался индуктором апоптоза [44]. Наконец, ферроптоз характеризу-
ется мощным железо-зависимым перекисным окислением липидов и запускается ин-
гибитором цистеин-глутаматового антипортера (эрастин), ингибитором глутатионпе-
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Таблица 1. Основные медиаторы нейровоспаления, участвующие в травматическом 
повреждении мозга 

Фено-
тип

Биомаркер Характеристика

М1

ФНО-α Провоспалительный цитокин

ИЛ-1β, 6, 12 Провоспалительные цитокины (интерлейкины)

IFNγ Провоспалительный цитокин

CCL5, 20 Хемокины

CXCL1, 10 Хемокины

GM-CSF Хемокин

CD16, 32, 86
Поверхностные рецепторы (провоцируют провоспалительный 
сигналинг)

MHC-II Поверхностный рецептор (регулирует дифференцировку Т-клеток)

iNOS Фермент синтеза оксида азота 

М2

ТФР-β Противовоспалительный цитокин

ИЛ-4, 10 Противовоспалительные цитокины

G-CSF Цитокин выживания и дифференцировки микроглии и макрофагов

CCL22 Хемокин (направляет дендритные клетки)

CD206 Рецептор маннозы

CD163
Поверхностный рецептор для очистки от комплексов гемоглобин-
гаптоглобин

Arg1 Противовоспалительный фермент

Ym1 Противовоспалительный секреторный белок

FIZZ1 Противовоспалительный секреторный белок

A1

NF-kB
Фактор транскрипции (индуктор экспрессии противовоспалитель-
ных генов)

STAT3 Активатор транскрипции (регулятор пролиферации астроцитов)

circlgf1r Кольцевая РНК (регулятор пролиферации астроцитов)

Kir6.2 Субъединица К+ канала (регулятор пролиферации астроцитов)

microRNA21 МикроРНК (регулятор пролиферации астроцитов)

C3 Провоспалительный поверхностный рецептор

C1q Провоспалительная субъединица системы комплемента

Д-серин Провоспалительная аминокислота

ФНО-α Провоспалительный цитокин
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Фено-
тип

Биомаркер Характеристика

A2

PI3K Киназа-регулятор пролиферации астроцитов

Act Киназа-регулятор пролиферации астроцитов

STAT3 Активатор транскрипции (регулятор пролиферации астроцитов)

TrkB Тирозинкиназный рецептор B (пролиферация астроцитов)

Connexin 30 Межклеточное соединение астроцитов (пролиферация астроцитов)

CXCR7 Хемокин, регулирующий пролиферацию астроцитов

E2 Эстрадиол (гормон, регулирующий пролиферацию астроцитов)

FGF Противовоспалительный фактор роста фибробластов

MFG8 Эпидермальный фактор роста 8 (пролиферация астроцитов)

ТФР-β Противовоспалительный цитокин

Окончание табл. 1

роксидазы 4 (RSL3) и промотором разрушения глутатионпероксидазы 4 (FIN56) [45, 
46]. При ферроптозе наблюдаются морфологические изменения митохондрий, сопро-
вождающиеся их сжатием, исчезновением крист и разрывом внешней мембраны [47]. 

Как и каспаз-зависимые механизмы, данные процессы могут быть задействованы 
при ТПМ (рис. 2) [4, 12, 48, 49], однако конкретный механизм клеточной гибели зави-
сит от множества внешних факторов. Например, клетки, оказавшиеся в эпицентре воз-
никновения нейротравмы, будут преимущественно подвержены некрозу и аутофагии 
вследствие непосредственного нарушения целостности клеточных структур и окружа-
ющих сосудов, доставляющих питательные вещества и кислород. Далее, в результате 
вторичного ТПМ, могут быть задействованы остальные процессы, которые происхо-
дят в результате окислительного стресса, накопления воспалительных маркеров и ней-
ромедиаторного дисбаланса (рис. 2 и 3).

Как уже отмечалось, помимо клеточной гибели на фоне первичного и особенно 
вторичного ТПМ, после нейротравмы также инициируются процессы восстановления 
структур мозга на анатомическом, молекулярном и функциональном уровнях (рис. 4). 
Последнее особенно актуально для зебраданио. В частности, компенсаторные процес-
сы в ЦНС в ответ на ТПМ могут происходить на нескольких системных уровнях (табл. 
2), включая: 1) активацию нейро- и глиогенеза за счет пролиферации клеток радиаль-
ной глии [50–53], 2) повышение нейропластичности (за счет увеличения числа си-
напсов в нейронах, плотности дендритных шипиков и нейроглиальных контактов) на 
фоне 3) повышения экспрессии нейротрофинов (например, BDNF и NGF) [54–56], 4) 
снижение нейровоспаления и апоптоза (в том числе путем перераспределения M1/M2 
и A1/A2 нейроглиальных фенотипов), 5) усиление нейротрансмиссии для компенса-
ции активности утраченных нейронов [57], 6) изменение транскриптомного, протеом-
ного и метаболомного профилей клеточного микроокружения в областях вторичного 
повреждения [58], 7) повышение фагоцитарной активности при ТПМ, которое может 
быть направлено на поврежденные фрагменты клеток, что снижает нейровоспаление 
и, наряду с увеличением экспрессии NGF, защищает от демиелинизации и в итоге де-
генерации нейронов [59]. 
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В общей динамике процесс адаптивного ответа мозга на нейротравму можно оха-
рактеризовать через изменение экспрессии биомаркеров повреждения и репарации 
нейронов (NeuN и BDNF соответственно) (рис. 4) [62].

МОДЕЛИРОВАНИЕ НЕЙРОТРАВМЫ НА ЖИВОТНЫХ

Несмотря на сложность механизмов ТПМ человека, затрудняющую его точное 
воспроизведение на моделях in vivo, экспериментальное моделирование на животных 
является важным направлением исследования физиологических нарушений при ней-
ротравме [63, 64]. На сегодня наиболее распространенными объектами для таких моде-

Таблица 2. Основные механизмы нейрорегенерации после травматического повреждения мозга у зебраданио

Механизм Ссылки

Нейрогенез [50]

Глиогенез [53]

Повышение синаптической пластичности [54]

Активация других процессов нейропластичности [56, 59]

Активация нейропротекторной глии (М2, А2 фенотипы) [57]

Повышение фагоцитоза в мозге [59, 60]

Выделение нейротрофных и антивоспалительных факторов [49, 54]

Компенсаторное усиление нейротрансмиссии [61]

Изменение метаболизма и транскриптомного профиля мозга [58]

Рис. 4. Примерная временная динамика фаз клеточной гибели при нейротравме (TBI) у зебраданио. Красной 
и синей линиями обозначены первичный и вторичный ответы (измеряется в уровне экспрессии NeuN). Зеле-
ным пунктиром обозначен компенсаторный ответ (измеряется в уровне экспрессии BDNF). По оси У отло-
жен % ответа от нормы (взятой за 100%), по оси Х – время (дни) после TBI (красная стрелка).
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лей являются лабораторные грызуны (крысы и мыши), которые в силу малой стоимос-
ти, небольшого размера и стандартизированных результатов измерений превосходят 
более крупные объекты, которые значительно ближе по размеру и физиологии к лю-
дям. Для моделей на крупных животных проблемой являются более высокие затраты 
на покупку и содержание, сложность в разведении и обеспечении необходимых ус-
ловий, сложность разработки оборудования для проведения эксперимента, большая 
трудоемкость в проведении хирургических операций (ввиду большого размера мозга), 
недостаточная изученность геномных и физиологических особенностей ТПМ, а также 
ограниченная доступность специфических реагентов для исследования (генетически 
модифицированных объектов, антител, мРНК-зондов и др.) [65]. При этом использо-
вание грызунов для моделирования ТПМ также имеет свои недостатки – например, 
сложность содержания и строгий биоэтический контроль, что нередко мешает дости-
жению необходимого размера выборки и, следовательно, уменьшает потенциальную 
статистическую мощность и общую валидность исследования.

В последние годы большую актуальность в трансляционной нейробиологии прио-
брели рыбы зебраданио (zebrafish, Danio rerio). Эти небольшие пресноводные кости-
стые рыбы становятся популярны как модельный организм во многом благодаря своей 
легкости в разведении и уходе, высокой генетической и физиологической гомологии 
с человеком, наличию полностью собранного и аннотированного генома, а также воз-
можности проведения как поведенческих, так и молекулярно-биологических экспе-
риментов в малые сроки [66]. С учетом особенностей устройства ЦНС рыб модели-
рование ТПМ на зебраданио представляет особый интерес. Например, зебраданио не 
только имеют большое количество общих консервативных характеристик с высшими 
позвоночными, но и характеризуются отсутствием коры мозга, а также уникальной 
повышенной способностью к нейрогенезу (в многочисленных нейрогенных нишах по 
всему мозгу) и нейрорегенерации [67–69].

Нейрогенез представляет собой процесс образования новых нейронов из нейро-
нальных стволовых клеток (НСК) и активно происходит в эмбриональном периоде 
и раннем детстве [70]. У взрослых млекопитающих новые нейроны также появляются 
(взрослый нейрогенез) в субвентрикулярной зоне боковых желудочков, субгрануляр-
ной зоне зубчатой извилины в гиппокампе и в обонятельных луковицах [71–73]. В этих 
участках мозга стволовые клетки нейронов размножаются, дифференцируются и ин-
тегрируются в существующие нейрональные сети взрослого мозга [70, 74] (например, 
после инсульта нейроны стволовых клеток могут мигрировать к месту повреждения 
[75, 76] и, возможно, способствовать восстановлению функции мозга [77]). В отличие 
от млекопитающих, у рыб нейрогенез происходит во многих областях мозга и, напри-
мер, у взрослых костистых рыб демонстрирует высокую способность к регенерации 
нейронов после травмы [78]. 

Зебраданио также отличаются от млекопитающих наличием нейрональных ство-
ловых клеток (клетки радиальной глии), которые широко распространены в мозге 
как у эмбрионов, так и у взрослых особей [79]. У зебраданио имеется как минимум 
16 пролиферативных зон мозга, сохраняющих способность к нейрогенезу в течение 
всей жизни [80]. В нормальных условиях нейроны из стволовых клеток у зебрада-
нио мало размножаются, но при наличии нейротравмы и под влиянием химических 
сигналов они активно начинают делиться и мигрировать к месту повреждения [81]. 
В этом ключевую роль играют другие нейроны и клетки глии, которые предостав-
ляют поддержку и направляют молодые нейроны в нужном направлении [82, 83]. 
В отличие от млекопитающих, у которых повреждение мозга часто сопровождает-
ся образованием глиальных шрамов, разрушением нейронных связей и последую-
щими повреждениями, зебраданио имеют способность относительно быстро ре-
генерировать обширные повреждения без долгосрочных последствий. Подобный 
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существенный разрыв в способности к нейрорегенерации между зебраданио и млеко-
питающими открывает новые перспективы для трансляционных исследований ТПМ.

Часто применяемой моделью ТПМ у зебраданио является игольчатая травма (про-
никающее повреждение) мозга путем введения иглы через череп [84]. Важной осо-
бенностью данного подхода является возможность точечного нанесения повреждений, 
затрагивая только определенный отдел мозга зебраданио. Например, в некоторых про-
токолах применяется повреждение только одного из полушарий, оставив второе в ка-
честве контроля [1]. Данный подход позволяет не только исследовать функциональные 
(например, поведенческие) нарушения ЦНС при ТПМ, но и изучать нейрохимические 
и геномные ответы мозга на нейротравму в его динамике [1]. Например, спустя че-
тыре дня после индукции нейротравмы зебраданио демонстрируют гиполокомоцию 
в тесте незнакомого аквариума и нарушение рабочей памяти в Y-образном лабиринте, 
а также активацию экспрессии в теленцефалоне гена isg15 (инсулин-стимулируемого 
гена 15), который является биомаркером повреждения нейронов, и снижение уровня 
норадреналина [1]. Тем не менее существенными недостатками данного метода яв-
ляются его очевидная инвазивность, риск нейроинфекции, отсутствие возможности 
адекватно воспроизводить ТПМ закрытого типа (поскольку при проникновении иглы 
через эпидермальный слой происходит нарушение гематоэнцефалического барьера), 
а также воспроизводимость как в разных лабораториях, так и внутри одной группы.

Для рыб разработаны также модели ТПМ диффузного типа на основе ультразву-
кового воздействия, которые помогают нивелировать недостатки моделей с проника-
ющим типом повреждений ЦНС [85]. Для этого рыб вначале подвергают анестезии, 
а затем фиксируют в специальном держателе, помещаемом в ультразвуковой аппарат 
с окном-мишенью, через которое проходят ультразвуковые волны [85]. Данный спо-
соб повреждения позволяет довольно точно воспроизводить молекулярные изменения 
и связанные с ними поведенческие нарушения аналогично моделям ТПМ у млекопита-
ющих. Например, в обоих случаях происходит активация воспалительного ответа с по-
вышением экспрессии соответствующих маркеров, провокация окислительного стрес-
са и апоптотических процессов на фоне нарушений памяти и координации движений 
[85]. В целом ультразвуковое ТПМ у взрослых зебраданио демонстрирует высокую 
прогностическую валидность, важную для дальнейшего проецирования результатов 
данной модели на человека. Однако, несмотря на преимущества этого подхода, он не 
является заменой для более масштабных исследований на млекопитающих. Более того, 
на данный момент невозможно проводить локальное повреждение мозга с помощью 
ультразвукового воздействия из-за ограничений как по размеру ультразвуковой волны, 
так и по размеру мозга самих рыб зебраданио. 

Для моделирования ТПМ на зебраданио недавно также разработана методика 
применения направленного лазера, вызывающего фокальное непроникающее ТПМ  
(рис. 5) [62]. Для этого анестезированных зебраданио фиксируют во влажной вискоз-
ной губке и подвергают краткому (мс) воздействию лазера. При этом прозрачные кожа 
головы и череп рыбы позволяют сфокусировать излучение непосредственно на мозге, 
не повреждая поверхность черепа (рис. 5). Эта особенность является одним из глав-
ных преимуществ лазерного повреждения тканей, позволяющая производить контр-
олируемое неинвазивное ТПМ в обширных или более избирательных отделах ЦНС 
[62]. В данной модели основным повреждающим фактором является нагрев, посколь-
ку кванты света инициируют возбужденное состояние молекул [86], что впоследствии 
приводит к активному межмолекулярному взаимодействию и гипертермии. 

Патологические изменения, происходящие в ткани мозга, напрямую зависят от 
мощности излучения, времени воздействия и глубины проникновения. Так, при до-
стижении уровня нагрева в 60°C начинается процесс денатурации белка, а при 
100–150°C провоцируется абляция и карбонизация. И хотя подобные эффекты мо-
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гут происходить одновременно, что является недостатком данного метода, его мож-
но нивелировать путем тщательной настройки параметров лазерного излучения [62]. 

Особенно важно, что данная модель ТПМ позволяет не только повреждать мозг 
зебраданио, но и исследовать динамику молекулярных ответов на нейротравму. На-
пример, повреждение лазером вызывает гиполокомоцию и тревожное поведение у рыб 
в тесте нового аквариума (напоминая последствия ТПМ у грызунов и человека) [62]. 
Окрашивание NeuN-положительных клеток снижается через день, но не через семь 
дней после ТПМ лазером, что указывает на усиление повреждения нейронов сразу 
после травмы и быстрое восстановление мозга после нее. Уровень нейротрофиче-
ского фактора головного мозга BDNF в мозге снижается сразу после травмы, однако 
полностью восстанавливается через семь дней. Маркер активации микроглии, белко-
вый фактор воспаления аллотрансплантата 1 (Iba1), повышается в мозге при ТПМ, 
но снижается к 3-му дню. Уровень индуцируемого гипоксией фактора 1-альфа (Hif1a) 
достигает пика через три дня и восстанавливается к 7-му дню после травмы [87]. 
В целом модель лазер-индуцированной нейротравмы зебраданио воспроизводит лег-
кую форму ТПМ [87] и может быть полезным инструментом для исследования ме-
ханизмов патогенеза и доклинического скрининга нейропротекторных препаратов. 

Таким образом, последствия нейротравмы у человека могут иметь значительные 
отличия от результатов экспериментов на животных, так как число вариаций клини-
ческих случаев существенно превосходит количество разработанных моделей и, сле-
довательно, потенциальных условий получения травмы. При этом наибольшие разли-
чия с человеком среди позвоночных животных моделей ТПМ стоит ожидать от рыб, 
поскольку в сравнении с млекопитающими, молекулярные ответы на нейротравму 
у них имеют ряд особенностей. Так, при ТПМ у зебраданио период активного нейро-
воспаления ниже, что видно по меньшему промежутку повышения активной экспрес-
сии ФНО-α и каспазы-3, чем у млекопитающих [1]. Кроме того, в большей степени 
происходит активация генов, связанных с регенерацией и пролиферацией нервных 
клеток, что свидетельствует об активном нейрогенезе. В целом у рыб пик нейрово-
спаления наступает в среднем на 3-й день после травмы, а наиболее активная стадия 
нейрогенеза – на 21-й день [62]. При этом у млекопитающих такой тенденции к бы-
строму восстановлению не обнаружено, а время снижения активности провоспали-
тельных маркеров значительно выше. Таким образом, у зебраданио происходит быст-

Рис. 5. Общая установка (слева) для лазерной индукции нейротравмы у взрослых зебраданио (справа) [62].
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рый регенеративный ответ, что приводит к значительному снижению долговременных 
последствий нейротравмы [1] и может послужить стратегией таргетной терапии 
в клинике, направленной на активацию данных процессов в первые часы после ТПМ. 

Еще одно эволюционно значимое отличие зебраданио от млекопитающих заключа-
ется в самой анатомии мозга. Расхождение предков костистых рыб и млекопитающих 
произошло около 420 миллионов лет назад, вызвав существенные различия в струк-
турной организации ЦНС, в том числе отсутствие у рыб коры мозга, а также руброспи-
нального и кортикоспинального спинномозговых трактов. Для анализа ТПМ это имеет 
особое значение, так как механизмы диссолюции (дезинтеграции функций) предпо-
лагают первичное повреждение более эволюционно поздних отделов мозга. В случае 
млекопитающих таким отделом является кора, берущая на себя основной удар во вре-
мя травмы, и, как самая сложная в организации структура, при повреждении имеющая 
ограничения на процессы восстановления. Следовательно, последствия ТПМ у млеко-
питающих могут иметь большее влияние (чем у рыб) на дальнейшее функционирова-
ние организма. Однако хотя регенеративные способности зебраданио можно частично 
объяснить относительной простотой организации их ЦНС (по сравнению с челове-
ком), рыбы имеют практически все ортологи ключевых генов человека, отвечающие 
за развитие ЦНС и коры, в частности, что говорит о большой гомологии не только на 
геномном уровне, но и на уровне клеточного сигналинга и молекулярных путей. Это 
важно в контексте создания генетических моделей пороков развития нервной систе-
мы, основанных на мутациях соответствующих генов. Последнее, с учетом большей 
доступности генетических манипуляций на зебраданио (в сравнении с грызунами), 
также является весомым аргументом в пользу расширения использования рыб при 
моделировании ТПМ, в том числе путем создания генетических моделей для оценки 
генетических факторов риска и, возможно, резистентности к развитию нейротравмы. 

Различные модели ТПМ на зебраданио имеют и другие ограничения по сравне-
нию с моделями нейротравмы на млекопитающих. Например, явное ограничение свя-
зано с большими анатомическими различиями ЦНС разных видов. Так, если грызу-
ны и приматы имеют сходную организацию мозга с человеком, включая зоны коры 
и подкорковых областей, то у зебраданио отсутствие коры делает невозможным па-
раллельную оценку высших когнитивных функций после ТПМ [88]. С другой сторо-
ны, отсутствие коры подразумевает, что при ТПМ у зебраданио большую долю повре-
ждений (чем у человека и млекопитающих) получают подкорковые структуры. Данное 
обстоятельство, однако, не снижает ценности зебраданио как модели ТПМ, наоборот, 
предоставляет возможность подробнее исследовать поражение более глубоких слоев 
мозга, которые у млекопитающих обычно защищены от физической травмы корой.

Еще одно ограничение связано с масштабом самих используемых моделей. В част-
ности, грызуны и обезьяны являются более крупными животными, что позволяет про-
водить точные измерения внутри мозга. Однако зебраданио имеют небольшие размеры 
тела (2.5–3 см) и мозга (< 0.5 см), что затрудняет подобные манипуляции и требует аль-
тернативных методов. Кроме того, у зебраданио также имеется ряд отличий на уровне 
метаболизма, регенеративных способностей и скорости реакции на внешнее воздей-
ствие, что затрудняет прямой перенос результатов исследований на человека. Тем не 
менее существенное физиологическое и генетическое сходство рыб и человека [88] 
создает поле возможностей для частичного преодоления лимитирующих факторов. 
Например, использование комбинированных моделей (включающих и рыб, и грызу-
нов), проведение параллельных исследований на разных моделях, а также учет анато-
мических и физиологических отличий помогут нивелировать недостатки применения 
зебраданио для изучения ТПМ. 

Наконец, помимо ускоренного нейрогенеза, у рыб имеется ряд дополнительных 
уникальных особенностей для трансляционных исследований ТПМ, таких как уско-
ренное развитие (позволяющее проводить в короткие сроки анализ среди разных воз-
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растных категорий) и прозрачность кожи и тонких тканей (что облегчает визуализа-
цию процессов внутри мозга) [89]. И хотя остается достаточное количество открытых 
нерешенных вопросов в данной области (табл. 3), зебраданио позволяют проводить 
наиболее полные и комплексные исследования ТПМ на всех уровнях организации, 
от поведения до клеточных и молекулярных процессов, при минимальных затратах.

Таблица 3. Отдельные открытые вопросы в области экспериментального моделирования 
травматического повреждения мозга (ТПМ) на зебраданио

Вопросы

• �Какие модели животных, включая зебраданио, наиболее точно и надежно отражают 
процессы ТПМ у человека?

• �Является ли высокий уровень нейрорегенерации у зебраданио преимуществом,  
которое помогает изучать патологии нервной системы, или мешающим фактором  
при изучении ТПМ?

• �Экспрессия гена фактора, индуцируемого гипоксией 1-альфа (Hif1a), оказывает 
двойственное действие, стимулируя нейровоспалительные реакции и повышая 
проницаемость гематоэнцефалического барьера, но также и провоцируя нейрогенез.  
Что будет, если подавить экспрессию гена и нанести ТПМ?

• �Какие механизмы определяют резистентность глиальных клеток к ТПМ?
• �Какие факторы могут определить прогноз и результаты нейрорегенерации у зебраданио 

с ТПМ? Как можно объективно измерить регенерацию тканей, функциональное 
восстановление и поведенческие изменения после лечения?

• �Какие факторы или сигнальные пути наиболее важны для организации ремоделирования  
и регенерации мозговых тканей после ТПМ?

• �Какими способами можно стимулировать регенерацию и повышать эффективность 
восстановления функций после повреждения мозга?

• �Какие молекулярные механизмы определяют выбор между различными путями клеточной 
смерти (апоптозом, некрозом, аутофагией, пироптозом, ферроптозом и др.) при ТПМ? 
Какие маркеры и сигнальные молекулы регулируют эти процессы?

• �Насколько данные типы клеточной гибели сходны в участии во временной динамике  
при ТПМ рыб и млекопитающих?

• �Как генетические, эпигенетические и окружающие факторы взаимодействуют  
с молекулярными механизмами патологии и ремоделирования мозга при ТПМ?

• �Можно ли скорректировать ТПМ путем воздействия на микроглию, учитывая ее 
активацию при патологиях ЦНС?

• �Как поможет искусственный интеллект (ИИ) при распознавании фенотипических 
признаков, соответствующих ТПМ? Например, как применить ИИ и анализ  
больших данных (big data) для более точной диагностики, классификации  
и прогнозирования ТПМ?

• �При ТПМ высвобождаются провоспалительные цитокины (ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-6),  
что приводит ко вторичному повреждению мозга. Возможно ли облегчить течение  
и предотвратить последствия приемом нестероидных противовоспалительных препаратов 
и/или глюкокортикостероидов?
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Вопросы

• �Ведущим фактором вторичного повреждения нейронов при ТПМ является глутаматная 
эксайтотоксичность и увеличение концентрации Ca2+. Поможет ли фармакологическая 
коррекция вальпроатом или блокаторами кальциевых каналов предотвратить или снизить 
патогенез ТПМ?

• �Какие новые фармакологические препараты и подходы могут быть использованы  
для стимуляции регенерации при ТПМ?

• �Каким образом можно преодолеть доставку лекарств через гематоэнцефалический барьер 
при терапии ТПМ?

• �Как можно оценить внутренние гематомы, кровоизлияние и ишемию в мозге модельного 
организма (например, зебраданио) без патологического вскрытия?

• �Какие возможности предоставляют новые техники и технологии (например, оптическая 
стимуляция, генетические модификации) для более точного и детального изучения 
молекулярных механизмов и патологии при ТПМ?

• �Как можно использовать 3D-печать и тканевую инженерию для создания индивидуальных 
биологических конструкций и тканей, способных заменить поврежденные участки мозга 
при нейротравме?

• �Как протекают последствия ТПМ у зебраданио в зависимости от возраста и пола?  
Как много общего в механизмах старения мозга рыб с человеком при ТПМ? 

Окончание табл. 3

ПЕРСПЕКТИВЫ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ КОРРЕКЦИИ  
ПОСЛЕДСТВИЙ ТПМ

Терапия ТПМ является важной биомедицинской задачей, и потенциальные мишени 
для лекарственных препаратов для снижения эффектов нейротравмы обычно основаны 
на молекулярных путях вторичного повреждения ЦНС. Так, его коррекция после ТПМ 
за счет подавления эксайтотоксичности может использовать антагонисты рецепторов 
глутамата (например, дексанабинол и дизоцилпин), которые препятствуют взаимодей-
ствию лиганда с рецептором и способствуют косвенному уменьшению притока каль-
ция в клетку [90, 91]. Ингибиторы рецепторов глутамата являются отличной мише-
нью для зебраданио, которые благодаря высокой гомологии глутаматных рецепторов 
имеют сходный ответ с млекопитающими на терапию [85]. В качестве альтернативной 
терапии ТПМ могут выступать и прямые блокаторы кальциевых каналов (например, 
зиконотид и нимодипин), которые оказывают благоприятное влияние на уменьшение 
отека мозга и увеличение нейропротекции [92, 93]. Ингибирование каспаз-3 и каль-
паинов также является эффективной стратегией для снижения процессов клеточной 
гибели после ТПМ. Например, использование ингибитора кальпаинов MDL-28170 
совместно с митохондриальным протектором циклоспорином А имеет большой по-
тенциал для достижения оптимальной степени нейропротекции после ТПМ [94, 95]. 

Повреждение головного мозга, вызванное посттравматическим окислительным 
стрессом, может быть уменьшено за счет выработки соответствующих антиоксидан-
тов, которые уничтожают свободные радикалы, способствуют восстановлению мито-
хондрий и уменьшают снижение биосинтеза АТФ после ТПМ [96]. Одним из примеров 
такого препарата является N-ацетилцистеин, который показал значимый терапевтиче-



340 ШЕВЛЯКОВ и др. 

ский эффект у крыс, улучшив выживание нервных клеток [97]. Гормональные препара-
ты, например, метилпреднизолон, широко используются для снижения отека мозга при 
ТПМ. Являясь синтетическим глюкокортикоидом, последний ингибирует экспрессию 
ФНО-α и активирует NF-κB [98]. Коэнзим Q10 представляет собой ключевой антиок-
сидант и также доказал свою эффективность, поскольку его прием после ТПМ значи-
мо уменьшает эффект вторичных повреждений и снижает окислительный стресс [99].

Защита от нейровоспаления и апоптоза достигается за счет контроля выработки 
про- и противовоспалительных цитокинов. Так, например, миноциклин ингибирует 
активацию патогенной микроглии M1 и выработку провоспалительных цитокинов 
(ИЛ-6, ИЛ-1β и ФНО-α) [100], а также уменьшает отек мозга и сохраняет целостность 
гематоэнцефалического барьера за счет ингибирования матриксных металлопротеиназ 
[101]. Эффективность миноциклина также подтверждается при коррекции последст-
вий инсульта как на моделях грызунов, так и на зебраданио [102]. При этом важным 
отличием зебраданио от млекопитающих в контексте поиска новых терапевтических 
лекарств является их чрезвычайная эффективность, сопоставимая по производитель-
ности и затратности с in vivo скрининговыми системами [103, 104]. Таким образом, 
индукция ТПМ у большого числа зебраданио позволяет использовать данных рыб для 
создания высокопроизводительных доклинических скрининговых платформ, направ-
ленных на поиск новых препаратов для лечения нейротравмы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ТПМ остается актуальной нерешенной биомедицинской проблемой с тяжелыми 
последствиями для здоровья пациентов и общества. Ведущим направлением транс-
ляционных междисциплинарных исследований в этой области является моделирова-
ние ТПМ на животных моделях с последующим изучением молекулярных механизмов 
патогенеза и поведенческих нарушений. Важное значение в данных исследованиях 
занимают зебраданио, имеющие ряд важных особенностей как модельный организм 
на фоне других лабораторных животных. Преимущества применения зебраданио как 
модели для исследования ТПМ заключаются также в возможности проецировать ре-
зультаты на человека с использованием больших выборок, оценить роль нейрогенеза 
и нейрорегенерации при нейротравме, проанализировать роль некорковых структур 
мозга в ее патогенезе, использовать мощные генетические технологии на зебраданио 
и создавать на их основе высокопроизводительные платформы для in vivo тестирова-
ния нейротропных лекарственных препаратов [105–108]. 
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Traumatic brain injury (TBI) involves various types of physical injuries to brain tissue. 
TBI is a highly heterogeneous clinical condition, whose symptoms include cognitive, 
motor and emotional deficits, as well as neurodegeneration and neuroinflammation. 
Animal modeling plays a key role in studying TBI, expanding our knowledge of TBI and 
its temporal dynamics, and to develop new drugs for its treatment. Recently, the use of the 
bony zebrafish (Danio rerio) as an aquatic model organism has attracted particular interest 
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in translational neurobiology. Zebrafish are presently second (after mice) laboratory 
animal species most used in biomedicine. Here, we discuss the prospects of using zebrafish 
to model TBI, as well as problems and new directions of research in this area. We also 
emphasize the importance of zebrafish as a highly translational model for studying the 
molecular mechanisms and neurological disorders in TBI, as well as screening for potential 
therapeutic agents.

Keywords: neurotrama; neuroinflammation; zebrafish; neurogenesis; experimental models
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Данный обзор посвящен изложению новых данных об участии тучных клеток (ТК) 
в регуляции работы сердца при развитии некоторых сердечно-сосудистых патологий. 
В норме содержание ТК в сердце невелико по сравнению с их количеством в барьер-
ных тканях. Они отвечают за гомеостаз сердечной ткани и обеспечение взаимодейст-
вия органа с нервной и эндокринной системами на протяжении всей жизни организма. 
Патологические процессы в сердце сопровождаются развитием реакции воспаления, 
в формировании всех этапов которой значительная роль принадлежит ТК. На фоне 
развития инфаркта миокарда, фибротического поражения сердца и атеросклероза 
сосудов число ТК существенно возрастает. Их вклад в патогенез заболевания неод-
нозначен, поскольку с одной стороны направлен на адаптацию ткани к повреждению, 
а с другой – лавинообразный синтез и высвобождение медиаторов из активирован-
ных ТК усугубляет течение процесса. В результате ТК меняют свой секреторный 
профиль, вмешиваются в реализацию функций сердца на фоне воспаления, но вме-
сте с тем и модулируют афферентный поток информации от сердца и эфферентные 
влияния нервной системы. Слаженная работа системы теряет свою устойчивость, что 
может привести к тяжелым последствиям для жизнедеятельности всего организма.
Анализ современного состояния проблемы свидетельствует, что от функциональ-
ного состояния ТК, их сложного взаимодействия с нервной системой зависит дея-
тельность сердца как в норме, так и, особенно, на фоне развития патологических 
процессов.
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ВВЕДЕНИЕ

Тучные клетки (ТК) обнаруживаются во всех тканях и органах, преимущественно 
в слизистых оболочках, соединительной ткани и коже [1–3]. В эмбриогенезе ТК за-
селяют ткани и органы в результате трех волн миграции, а в постнатальном перио-
де пополняют свои популяции из клеток-предшественников красного костного мозга 
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[1, 3, 4]. ТК почти не встречаются в кровотоке, а их окончательная дифференцировка 
и созревание происходит под действием регуляторных факторов тканеспецифичного 
микроокружения [2, 3].

В гранулах ТК находятся заранее синтезируемые или предобразованные соедине-
ния: гистамин, серотонин, нейтральные протеазы (химаза, триптаза, карбоксипептида-
за А, G), кислые гидролазы, протеогликаны (гепарин, хондроитин-4, -6, гиалуроновая 
кислота), эндотелин, эндорфины, кортикотропин-рилизинг гормон, субстанция Р (SP) 
[1–3, 5]. ТК различных тканей гетерогенны по своим морфологическим, цитохими-
ческим (первичная гетерогенность) и функциональным (вторичная гетерогенность) 
характеристикам. Традиционная классификация ТК основывается, в том числе, на со-
держимом гранул покоящихся, т. е. в отсутствие активирующего сигнала, ТК (табл. 1). 
Воздействие отдельных сигнальных молекул на ТК может запускать синтез медиато-
ров de novo, например, метаболитов арахидоновой кислоты: простагландинов, лейко-
триенов, тромбоксанов и липоксинов. Заново в ТК синтезируются разные цитокины: 
интерлейкины, интерферон γ (INFγ), фактор, ингибирующий миграцию (MIF), фактор 
некроза опухоли α (TNFα). Также ТК являются источником факторов роста и проли-
ферации других клеток: колониестимулирующего фактора гранулоцит-макрофагаль-
ной линии клеток (GM-CSF), основного фактора роста фибробластов (b-FGF), фактора 
роста нервов (NGF), фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) [1, 2, 5]. ТК экспрес-
сируют отличительные мембранные рецепторы: FcεRI – высокоаффинные рецепторы, 
связывающие IgE, и MGF – рецепторы факторов роста ТК, или SCF-рецепторы, являю-
щиеся продуктом считывания c-kit протоонкогена. Активация этих рецепторов на мем-
бране ТК запускает внутриклеточные сигнальные пути и высвобождение медиаторов. 

Визуализацию ТК в исследованиях производят с помощью методов гистохимии 
и иммуногистохимии. Поскольку состав медиаторов гранул ТК различается, то и гисто-
логический краситель по-разному будет окрашивать такие клетки [5]. Другими более 
специфичными для визуализации ТК методами являются те, что выявляют ферменты –  
триптазу и химазу – сериновые протеазы, которые составляют до 35–50% всех белко-
вых медиаторов ТК [6]. В результате ТК были классифицированы на те, что содержат 
триптазу, химазу или оба фермента сразу. В экспериментах на грызунах были описаны 
две субпопуляции ТК: мукозальные ТК (почти не содержат гепарина, но присутству-
ют другие кислые мукополисахариды – хондроитинсульфаты А и В) и соединитель-
нотканные ТК (с большим содержанием гепарина в гранулах) [1, 4, 6, 7]. Существует 
видовая специфичность ТК: паттерн распределения химаз и протеаз в мукозальных 
и соединительнотканных ТК у разных видов животных различен [6]. Таким образом, 
традиционная классификация ТК опирается на их локализацию в тканях организма 
и ферментативный состав предобразованных медиаторов (табл. 1). 

ТК способны высвобождать аутокринно действующие сигнальные факторы, моду-
лирующие собственный синтетический профиль [7]. Благодаря этому возможно фор-
мирование разнообразных по секреторному фенотипу местных тканеспецифичных 
ТК, которые вовлечены в поддержание гомеостаза ткани в норме, возможна также 
функциональная трансформация мигрирующих в ткань ТК в случае развития патоло-
гического процесса. Именно поэтому классификация ТК является сложной задачей. 
Одни исследователи делят популяции ТК на клетки с конститутивным, работающим 
в норме фенотипом и клетки с индуцибельным фенотипом, спектр секретируемых ме-
диаторов которых зависит от способа активации, типа и/или стадии патологического 
процесса. Другие ученые указывают на то, что классификация ТК, основанная на со-
держании протеаз и гистохимических свойствах клеток в состоянии физиологического 
покоя в норме, слишком проста, поскольку не учитывает потенциал конечного феноти-
па клетки и ее дифференциальные секреторные возможности [6].

Секреторная активность ТК во многом определяется их способностью реагиро-
вать на сигналы микроокружения. Полная дегрануляция ТК, вызываемая связывани-
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ем IgE с FcεR, сопровождается высвобождением всех предобразованных медиато-
ров и анафилактической реакцией организма: резким увеличением проницаемости 
сосудов, экстравазацией плазмы крови, отеком дыхательных путей, гипотонией, 
развитием тахикардии и активацией стресс-системы организма [6, 9]. В физиоло-
гических условиях полной дегрануляции ТК не происходит, а наблюдается частич-
ное, регулируемое факторами микроокружения, высвобождение отдельных гранул 
или селективная секреция медиаторов [6]. Механизмы высвобождения медиаторов 
ТК с помощью клатрин-зависимого классического эндоцитоза, эндоцитоза по типу 
«kiss-and-run» или объемного эндоцитоза помогают защитить клетку от полного 
истощения, поддержать структурную и функциональную целостность ее мембраны 
[2, 6]. Сигналы микроокружения модулируют секреторную активность местных ТК, 
подстраивая ее под потребности ткани: дифференциальный характер высвобожде-
ния предобразованных медиаторов ТК и регулируемую через различные сигнальные 
пути продукцию факторов de novo [6]. 

Через активацию разнообразных рецепторов на ТК возможен тонкий контроль 
инициации синтеза и секреции медиаторов, благодаря чему ТК активно вовлекаются 
в широкий спектр физиологических и патологических процессов. Цепь событий, сле-
дующая за первичным сигналом, реализуется высвобождением из ТК медиаторов, ока-
зывающих разнообразные, нередко противоположные биологические эффекты. Так, 
в ходе воспалительной реакции ТК координируют как начальные процессы альтерации 
и экссудации, так и финальные – пролиферацию и регенерацию. В случае развития 
патологического процесса в ткани число ТК в ней увеличивается, и «новоприбывшие» 
ТК дифференцируются и формируют новый уникальный фенотип в соответствии 
с изменением сигналов микроокружения [6, 7]. Такая функциональная пластичность 
ТК позволяет им действовать по принципу «здесь и сейчас» и обеспечивает плав-
ное встраивание в поддержание гомеостаза тканей от нарушения до восстановления.

 
ОСОБЕННОСТИ КАРДИАЛЬНЫХ ТК

В сердце ТК присутствуют в небольшом количестве: у мышей в норме встречает-
ся менее 1 ТК на 1 мм3 ткани, что составляет менее 3% всех CD45-позитивных кле-
ток в сердце, а у человека еще меньше – около 0.5–1.5% [6, 7, 10]. Кардиальные ТК 
преимущественно располагаются в области ушек предсердий, тогда как в ткани пе-

Таблица 1. Характеристика различных популяций ТК мышей [5, 6, 8] 

Характеристика Соединительнотканные ТК Мукозальные ТК

Размер ТК  10–20 мкм  5–10 мкм

Содержащиеся 
протеазы

Химаза (mMCP-4), 
триптазы (mMCP-5 и -6), 
карбоксипептидаза А 

Химаза (mMCP-1, mMCP-2)

Протеогликаны и их 
молекулярная масса

Гепарин 
(750–1000 Да)

Хондроитинсульфат 
(100–150 Да)

Серотонин 1–2 пг/клетка Менее 0.5 пг/клетка

Гистамин 10–20 пг/клетка 1 пг/клетка

При активации 
секретируют

Большое количество гистамина 
и простагландина D

 Небольшое количество гистамина 
и много лейкотриенов
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регородки сердца или желудочка их менее 0.1%. В эпикарде и миокарде локализуется 
основная масса ТК, 50 и 45% соответственно, а в эндокарде они почти не встречаются, 
что подтверждено для крыс, мышей и человека. В сердце ТК располагаются вдоль ко-
ронарных и лимфатических сосудов, среди окончаний нервных волокон [1, 10]. Карди-
альные ТК, выделенные из сердец человека, так же как и у крыс, относятся к фенотипу 
соединительнотканных ТК и содержат как химазу, так и триптазу [10, 11].

Исследования параметров сердечно-сосудистой системы мышей дикого типа 
(C57BL/6) и различных ТК-дефицитных линий (KitW-sh/W-sh (дефицит ТК связан с отсут-
ствием чувствительности ТК к фактору роста SCF), WBB6F1-W/Wv, линии HDC-/- (де-
фицит фермента гистидин-декарбоксилазы, т. е. ТК не содержат гистамина) показали, 
что исходно (до моделирования различных патологий) линейные размеры сердца и раз-
меры его отделов в систолу и диастолу [12, 13], а также параметры работы сердца: ЧСС 
[12, 13], фракция выброса [12], уровень коронарного кровотока [13] – не отличались. 
Это указывает на то, что в норме, в отсутствие чрезвычайных воздействий на организм 
животного, наличие или отсутствие кардиальных ТК принципиально не сказывает-
ся на регуляции работы сердца как органа в целом. Можно сказать, что нормальное 
здоровое сердце находится под императивным регуляторным влиянием вегетативной 
нервной системы. При этом сложная взаимосвязь кардиальных ТК с нервной систе-
мой обеспечивает координацию потоков сигнальной информации между ТК и другими 
клетками сердечной ткани и поддержание гомеостаза в этом органе.

Увеличение числа кардиальных ТК может быть адаптивно связано с процессами ан-
гиогенеза, например, в периоды интенсивного роста органа или с необходимостью ре-
моделирования ткани сердца при патологии, например, после инфаркта миокарда [6, 8]. 

Функциональная роль ТК в деятельности сердца очень многогранна. Они вовлече-
ны в работу локальной ренин-ангиотензиновой системы (РАС). Ренин, карбоксипепти-
даза А и химаза, запасаемые в гранулах кардиальных ТК, способны расщеплять анги-
отензиноген до ангиотензина I (АТI) и в дальнейшем – до ангиотензина II (АТII) [14]. 
Причем химаза ТК, расщепляющая АТI до АТII, обладает в 20 раз более эффективной 
каталитической активностью, чем ангиотензин-превращающий фермент [15]. Таким 
образом, активированные кардиальные ТК через локальную РАС регулируют тонус 
коронарных сосудов, уровень кровоснабжения миокарда, а также могут запускать как 
апоптоз кардиомиоцитов (КМЦ), так и способствовать развитию гипертрофии сердца 
[15]. Последствия активации кардиальных ТК могут быть как адаптивными, так и но-
сить патогенный характер. Это определяется количеством ТК, их секреторным фено-
типом и степенью активации и, конечно, разнообразием сигналов микроокружения. 

Показано, что кардиальные ТК могут выполнять трофическую роль в процессах 
иннервации сердца. Активированные ТК могут высвобождать NGF и другие нейротро-
фины, которые влияют на ростовые процессы в нейронах, а также, действуя совмес-
тно с SCF и IL-3, аутокринно способствуют дифференцировке предшественников ТК 
и созреванию ТК [16–18]. Гистамин, выделяемый ТК в эмбриональном периоде разви-
тия, модулирует пролиферацию и дифференцировку нервных клеток, а также клеток 
глии [16, 18]. Через гистамин ТК могут участвовать в синаптической пластичности 
формирующихся нейронных контуров. А в раннем постнатальном периоде гистамин 
проникает через незрелый гематоэнцефалический барьер и модулирует высвобожде-
ние медиаторов в центральной нервной системе [18]. Денервация органа, например, 
десимпатизация сердца приводит к увеличению числа ТК и их степени дегрануляции 
в ткани миокарда, что указывает на важность нейронального контроля в секреторной 
активности ТК [19].

Предполагается, что ТК сопровождают процесс старения сердца и являются сенсо-
рами нейрогенного воспаления, развивающегося с возрастом. У возрастных крыс по-
казано увеличение инфильтратов в околосердечных структурах и формирование ней-
роиммунных комплексов в миокарде: терминали парасимпатических и симпатических 
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нейронов формировали «контакты» с местными ТК, макрофагами и фибробластами 
[20]. При этом ТК находились в состоянии дегрануляции, а аксоны – в виде зерни-
стого распада. С возрастом наряду с увеличением числа ТК в инфильтратах показано 
общее ослабление иннервации: снижается плотность нервных окончаний, появляются 
дистрофические и дегенеративные повреждения нейронов [20]. Совместное культи-
вирование активированных ТК и КМЦ вызывает апоптотическую гибель последних: 
химаза ТК нарушает структуру внеклеточного матрикса и плотных контактов между 
клетками, способствует деградации миозиновых филаментов в КМЦ и нарушению ра-
боты сердца в целом. Высвобождение цитокинов IL-1β и TNFα из ТК вызывает токси-
ческое повреждение и гибель КМЦ [7]. 

Таким образом, несмотря на небольшое количество, кардиальные ТК регулируют 
гомеостаз ткани и тонко координируют нормальные процессы в ней, например, эмбри-
огенез, рост и старение, а при развитии патологического процесса роль ТК значительно 
меняется (табл. 2). Благодаря близости к коронарным сосудам ТК могут вмешиваться 
в гуморальную регуляцию работы сердца. Кроме того, образуя структурно-функцио-
нальный тандем с нейронами, ТК могут модулировать регуляторные влияния нервной 
системы в ткани сердца. 

СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ СВЯЗЬ ТК И НЕЙРОНОВ

Локализация ТК вблизи кровеносных и лимфатических сосудов, в непосредствен-
ной близости от нервных окончаний предполагает двунаправленное посредничество 
между нервной и иммунной системами. Гистологическое исследование расположения 
ТК и нервных терминалей в сердце возрастных крыс [17, 20] показало, что расстояние 
между ними достаточное для осуществления паракринного взаимодействия [17]. Так, 
в правом предсердии крыс около 1% ТК находится на расстоянии менее 100 нм до 
нервных терминалей, около 13% ТК – на расстоянии от 101 до 500 нм. ТК обладают 
огромным разнообразием рецепторов на своей мембране, в том числе к нейромедиато-
рам, а также сами способны выделять сигнальные соединения: гистамин, серотонин, 
дофамин, нейропептиды VIP, кортикотропин-рилизинг гормон, гонадотропин-рили-
зинг гормон, NGF – взаимодействующие с рецепторами на нервных терминалях [17, 
21]. Таким образом, активность ТК зависит от нервных влияний, и ТК сами могут вли-
ять на работу нервных терминалей и нейронов в целом [17, 18, 21, 22].

Показано, что нейропептиды, вазоактивный интестинальный пептид (VIP) и SP 
вызывают дегрануляцию соединительнотканных ТК человека (LAD2), сходных по 
фенотипу с кардиальными ТК, и инициируют продукцию цитокинов: моноцитарного 
хемотаксического белка-1 (МСР-1), индуцибельного белка-10, MIG и IL-8, TNFα, IL-3 
и GM-CSF [21]. На этих ТК показана экспрессия рецепторов, связывающихся с нейро-
медиаторами: поверхностный рецептор нейрокинина 1 (NK1R), NK2R, NK3R и рецеп-
тор к VIP – VPAC2. Любопытно, что иммунная активация LAD2 ТК с помощью IgE/
анти-IgE повышала экспрессию VPAC2, NK2R и NK3R, таким образом происходило 
увеличение чувствительности ТК к нейрональным сигналам. Кардиальные ТК крыс 
также содержат рецепторы к нейрокинину 1 и могут быть активированы SP [10, 21].

Также было обнаружено, что ТК и нервные терминали могут образовывать кле-
точные контакты с участием интегринов N-кадгерина, нектина-3, молекул клеточной 
адгезии CADM-1, напоминающие «синапсы» [17, 18]. В экспериментах по совмест-
ному культивированию ТК, выделенных из костного мозга мыши, и нейронов верх-
него шейного ганглия показано, что плотные синапсоподобные контакты этих клеток 
обеспечиваются N-кадгерином, ассоциированным с β-катенином и другими белками 
цитоскелета. Любопытно, что SP из нейронов шейного ганглия через NK1R активирует 
секреторную активность ТК через эти синапсоподобные структуры [23]. Кроме того, 
гранулы ТК и их содержимое могут проникать в нейроны по механизму трансгрануля-
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ции, когда ТК находятся в непосредственном контакте с нейронами, а их экзоцитиро-
ванные гранулы поглощаются соседним нейроном [9, 18, 24]. Процесс трансгрануля-
ции был подтвержден как для периферических ТК [25], так и для ТК, расположенных 
в центральной нервной системе [24]. В исследованиях с помощью методов иммунно-
гистохимии и электронной микроскопии на клетках медиальной грабенулы – области 
мозга между лимбическим передним отделом и средним мозгом голубя – показано, 
что содержимое гранул ТК может проникать в нейроны тремя путями: путем прямого 
слияния гранул ТК и плазматической мембраны нейрона; за счет захвата нераствори-
мых остатков гранул нервными терминалями и, возможно, за счет рецептор-опосредо-
ванного эндоцитоза гранул, содержащих гонадотропин-рилизинг гормон. В результате 
секреторный материал ТК по-разному распределяется в цитоплазме нервных термина-
лей: свободно, в связанном состоянии с мембраной в гранулоподобных компартментах 
или в ассоциации с мелкими везикулами и сетью аппарата Гольджи. А это, в свою 
очередь, увеличивает возможность влиять на разнообразные мишени в нервной клет-
ке, скорость доставки медиаторов ТК к ним и реализацию конечных эффектов такого 
взаимодействия. 

Таким образом, ТК являются важным связующим звеном между нервной и иммун-
ной системой, осуществляя взаимодействие между ними на понятном языке – языке 
медиаторов. Ввиду наличия свойства автоматии у сердца и регуляции его работы под 
контролем вегетативной нервной системы (ВНС), роль кардиальных ТК видится осо-
бенно важной. С одной стороны, они обеспечивают тонкую гуморальную координа-
цию клеток сердечной ткани, а с другой – модулируют афферентные и эфферентные 
потоки информации со стороны нервной системы. Нарушение этой связи может со-
провождаться расстройством функционирования ткани и активацией так называемого 
нейрогенного воспалительного ответа. 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ КАРДИАЛЬНЫХ ТК И НЕЙРОНОВ

ТК играют важную роль в нервной регуляции сердечной деятельности. Взаимодей-
ствие кардиальных ТК и нейронов представлено на рис. 1. 

Сенсорные нейроны и кардиальные ТК
Сенсорная информация о деятельности сердца непрерывно поступает в централь-

ные отделы нервной системы в первую очередь через афферентные волокна в составе 
блуждающего нерва, а также через спинномозговые нервы. Отдельную роль играют 
афферентные нейроны интракардиальной нервной системы (ИКНС), тела которых рас-
полагаются непосредственно в ганглионарных сплетениях в ткани сердца. Чувстви-
тельные нейроны ИКНС могут быть активированы механической деформацией ткани 
во время насосной деятельности или под действием медиаторов, например, аденозина, 
АТФ, брадикинина, SР [26]. Источником некоторых из этих соединений могут быть, 
в том числе, кардиальные ТК. Сенсорные волокна в сердце содержат медиаторы пеп-
тидной природы: кальцитонин-ген родственный пептид (CGRP), SP и другие тахики-
нины. Различные факторы могут активировать сенсорные волокна сердца, что сопро-
вождается ортодромным и антидромным распространением импульсной активности.

Сенсорные нервные волокна в сердце, в частности, те, что опосредуют передачу 
болевой информации, содержат на своих окончаниях рецепторы TPRV1 – ванило-
идные рецепторы 1-го типа или тепловые температурные рецепторы, активируемые 
также капсаицином. Помимо рецепторов TPRV1, на нервных терминалях обнаружены 
рецепторы к АТФ, брадикинину, серотонину, рецепторы, активируемые протеиназа-
ми типа 2 (PAR2), к IL-4, IL-13, IL-31, рецепторы к гистамину (H1, H4), MRGPRA3, 
MRGPRC11, рецепторы к лейкотриенам – медиаторам, которые могут высвобождаться 
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из местных ТК. При дегрануляции и/или секреции кардиальных ТК эти медиаторы мо-
гут дополнительно усиливать восприятие боли через активацию внутриклеточных сиг-
нальных путей, включающих протеинкиназы A и C, фосфорилирование белков канала  
TRPV1 [27]. 

В экспериментах ex vivo на изолированных сердцах мыши стимуляция капсаици-
ном, агонистом TPRV1, нервных окончаний приводит к выделению нейропептидов SP 
и CGRP, которые через свои рецепторы NK1R и CGRPR вызывают секрецию ренина 
и других протеаз из близлежащих кардиальных ТК. Применение блокаторов рецеп-
торов к SP или стабилизаторов мембран ТК отменяло выявленные эффекты [10, 28]. 

Через брадикинин кардиальных ТК реализуется и моделирование нервной регуля-
ции органа: так, брадикинин вместе с аденозином воздействуют на рецепторы симпа-
тического и блуждающего нервов и способны изменять чувствительность хемо- и ме-
ханорецепторов в сердце, что указывает на участие брадикинина в опосредовании 
болевого синдрома при приступе стенокардии. В экспериментах ex vivo на сердцах 
морских свинок инфузия капсаицина стимулировала С-афференты сердца и увели-
чивала содержание CGRP в образцах коронарного перфузата. Также было показано, 
что брадикинин через B2-рецепторы способствует высвобождению CGRP из сен-
сорных волокон. Установлено, что через CGRP С-афференты активируют рядом рас-
положенные кардиальные ТК, в результате чего последние начинают секретировать 
гистамин. Гистамин, в свою очередь, через H3-рецепторы на терминалях C-волокон 
ингибирует высвобождение CGRP. Таким образом, существует гистамин-опосредован-
ная петля обратной связи, регулирующая высвобождение CGRP из нервных волокон. 
Это наблюдение указывает на тесное взаимодействие сенсорных нервных волокон  
и кардиальных ТК.

Таким образом, кардиальные ТК выступают модуляторами афферентного потока 
информации, необходимого для тонкой настройки и оптимальной регуляции насосной 
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Рис. 1. Взаимодействие кардиальных тучных клеток и нейронов. Условные обозначения: сплошными ли-
ниями указаны сигнальные соединения ТК, действующие на нейроны, а пунктирными – нейромедиаторы 
нейронов, активные в отношении кардиальных ТК.
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деятельности сердца в норме. А при патологических процессах в сердце, когда число 
кардиальных ТК увеличено и изменена их секреторная активность, эти клетки могут 
существенно вмешиваться в афферентную сигнализацию и усиливать передачу боле-
вой информации.

Симпатические нервные терминали и ТК
Традиционно считается, что работа сердца находится под контролем ВНС, осу-

ществляемым ее симпатическим и парасимпатическим отделами, хотя регуляция ра-
боты сердца представляет собой более сложную иерархически организованную сис-
тему вложенных нейронных контуров. Катехоламинергические нервные волокна и ТК 
часто описываются в тесном морфологическом и функциональном взаимодействии 
в различных органах, в том числе и в сердце [29]. Взаимодействие кардиальных ТК 
с симпатическими нервными терминалями предположительно осуществляется дву-
мя способами. Один из них связан с запасаемым в гранулах ТК ренином и другими 
протеазами, который через активацию локальной РАС и образование АТII через АТ1-R 
на нервных окончаниях потенцируют выброс норадреналина [30]. Второй механизм 
связан с прямым действием гистамина ТК на терминали как симпатических, так и па-
расимпатических нервных волокон [30]. На пресинаптических симпатических терми-
налях располагаются гистаминовые H3-рецепторы, которые модулируют высвобожде-
ние норадреналина через Gi/Go-внутриклеточный каскад и опосредованно блокируют 
вход Са2+ через потенциал-активируемые каналы и/или активируют фосфолипазу А2 
и через образование арахидоновой кислоты модулируют ионную проводимость мем-
браны [31]. В экспериментах на крысах было показано, что брадикинин кардиальных 
ТК через В2-рецепторы на симпатических нервных терминалях может модулировать 
высвобождение норадреналина. Таким образом, активность кардиальных ТК может 
определять уровень высвобождения норадреналина, а в патологических ситуациях, 
когда число ТК и степень их активации возрастает, например, при ишемии миокарда, 
определять риски развития патологических состояний сердца [30]. Гистамин карди-
альных ТК через Н1- и Н2-рецепторы может оказывать прямое действие на работу сер-
дца: модулировать частоту и силу сердечных сокращений, влиять на тонус коронарных 
сосудов [31]. Показано, что сродство Н3-рецепторов к гистамину гораздо выше, чем 
у Н1- или Н2-рецепторов, это указывает на то, что в первую очередь будет происходить 
адаптивное торможение симпатических влияний, а уже потом, при увеличении концен-
трации гистамина его эффекты распространятся на другие мишени. 

В исследованиях на морских свинках показано, что гистамин запасается совмест-
но с норадреналином в симпатических терминалях нейронов верхнего шейного ган-
глия. Стимуляция электрическим полем приводила к высвобождению гистамина и но-
радреналина из нервных окончаний в тканях предсердий, а стимуляция кардиальных 
ТК веществом 48/80 дополнительно снижала высвобождение эндогенного гистамина 
в образцах перфузата [32]. В этом случае гистамин мог действовать как нейромедиа-
тор, а кардиальные ТК модулировали эффективность этого сигнального пути. Позднее 
совместная локализация гистамина и норадреналина была подтверждена для нейронов 
верхнего шейного ганглия макаки, то есть гистамин из кардиальных ТК через Н3-ре-
цепторы запускает высвобождение гистамина и норадреналина из симпатических тер-
миналей [32]. 

ВНС через влияние на ТК модулирует ход воспалительной реакции: активация сим-
патического отдела ВНС увеличивает инфильтрацию ткани нейтрофилами и запуска-
ет фазу альтерации, в то время как парасимпатическая нервная система ограничивает 
воспалительный ответ [19]. На ТК показана экспрессия β2-адренергических рецепто-
ров. При исследовании сердца симпатэктомия и ингибирование активности β2-AR вы-
зывали увеличение количества ТК и их дегрануляцию. Нейроны парасимпатического 
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отдела ВНС через мускариновые рецепторы на ТК также запускают дегрануляцию ТК, 
тогда как применение атропина отменяет ее. Таким образом, координация воспали-
тельного ответа локальными ТК зависит от баланса влияний ВНС [19].

Таким образом, кардиальные ТК выступают в качестве модуляторов влияния сим-
патического отдела ВНС на сердце: через гистамин и его Н3-рецепторы, стабилизируя 
высвобождение норадреналина из терминалей, а через брадикинин – напротив, облег-
чая его секрецию. Кроме того, через влияния симпатической нервной системы реали-
зуется контроль количества и секреторной активности кардиальных ТК. 

 
Связь ТК и внутрисердечной нервной системы

ИКНС является финальным уровнем реализации влияний ВНС на работу сердца. 
Постганглионарные нейроны парасимпатического отдела ВНС располагаются в ган-
глионарных сплетениях в сердце, в составе ИКНС [33]. Нейроны ИКНС модулируют 
работу синоатриального узла и проводящей системы сердца, что отражается на ритми-
ческой и насосной функции сердца. В модуляции работы сердца задействованы и гу-
моральные механизмы, важными участниками которых могут выступать кардиальные 
ТК. Предполагается, что взаимодействие ИКНС и кардиальных ТК может определять 
механизмы пластичности влияний ВНС на сердце [33]. 

Иммуногистохимические исследования популяции нейронов в ганглионарном 
сплетении в сердце человека и экспериментальных животных демонстрируют положи-
тельную иммунореактивность на ацетилхолинэстеразу и тирозингидроксилазу, а также 
к SР, CGRP, нейропептид Y (NPY), VIP, нейрональную изоформу NOS. Как правило, 
большинство нейронов, около 83%, позитивно иммунореактивны к ацетилхолинэсте-
разе, поскольку являются, в том числе, постганглионарными нейронами парасимпа-
тического отдела ВНС [34]. Интересно, что ТК экспрессируют на своей поверхности 
целый спектр рецепторов к ацетилхолину: как ионотропные, так и метаботропные изо-
формы [35]. Исследование терминалей нейронов ИКНС показало, что 40% нейронов 
ганглионарных сплетений сердца экспрессируют гистидин-декарбоксилазу – фермент, 
участвующий в биосинтезе гистамина, и 50% клеток иммунореактивны при окраши-
вании на гистамин. Предполагается, что нейроны ИКНС обладают определенной пла-
стичностью и могут менять свой биохимический профиль под действием пока нео-
пределенных факторов, что может наблюдаться при развитии патологий сердца [36].

В экспериментах на морских свинках было показано, что гистамин, высвобожда-
емый кардиальными ТК, может через Н1-рецепторы увеличивать электрическую ак-
тивность нейронов ИКНС [37]. Кроме того, высвобождение медиаторов воспаления 
кардиальными ТК приводит к фенотипическим изменениям и повышению экспрессии 
nNOS и iNOS в нейронах ИКНС. Также кардиальные ТК могут быть задействованы 
в модуляции передачи сигналов с преганглионаров парасимпатического отдела ВНС 
на постганглионарные нейроны. В случае активации воспалительной реакции и изме-
нения активности кардиальных ТК может произойти и общее изменение баланса вли-
яний ВНС [37]. Есть свидетельства того, что кардиальные ТК способны модулировать 
активность нейронов ИКНС через простагландины PgE2 и PgD2.

Считается, что в патогенезе многих заболеваний сердца лежит нарушение баланса 
влияний парасимпатического и симпатического отделов ВНС в пользу преобладания 
последнего [38–41], однако непонятно, в какой степени вклад ВНС модулируется ней-
ронным контуром ИКНС и в какой мере участвуют в этом кардиальные ТК. Учиты-
вая разнообразие медиаторного профиля нейронов ИКНС, взаимодействие с карди-
альными ТК может оказаться очень сложным. Кроме того, при старении, инфаркте 
миокарда или сахарном диабете происходит гибель отдельных нейронов ИКНС, что 
приводит к изменению соотношения функциональных и медиаторных субпопуляций 
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клеток и опосредуемых ими воздействий на сердце. Это, в свою очередь, может при-
водить к изменению роли ИКНС в финальной координации работы сердца [26, 36, 42]. 

Таким образом, становится понятной уникальная роль кардиальных ТК. В норме 
кардиальные ТК стоят на страже гомеостаза ткани и воспринимают малейшие измене-
ния микроокружения – выступают модуляторами афферентного потока информации, 
необходимого для тонкой настройки и оптимальной регуляции насосной деятельнос-
ти сердца. А при патологических процессах в сердце, когда число кардиальных ТК 
увеличено и изменена их секреторная активность, они существенно вмешиваются 
в афферентную сигнализацию и усиливают передачу болевой информации. Участие 
кардиальных ТК в модуляции влияния симпатического отдела ВНС на сердце может 
осуществляться через гистамин и его Н3-рецепторы путем стабилизации высвобожде-
ния норадреналина из терминалей, а также через брадикинин, который, напротив, об-
легчает его секрецию. В свою очередь, симпатическая нервная система осуществляет 
контроль секреторной активности кардиальных ТК, регулируя синтез и высвобожде-
ние медиаторов.

Таким образом, при патологии кардиальные ТК выступают главными локальными 
координаторами взаимодействия многих клеток ткани. Медиаторы активированных 
ТК влияют на работу как клеток собственно ткани: кардиомиоцитов, эндотелия сосу-
дов, гладкомышечных клеток, фибробластов, так и привлеченных иммунных клеток 
в очаг воспаления, а также модулируют потоки афферентной и эфферентной информа-
ции от нервной системы и способны вмешиваться в регуляцию работы всего сердца. 

РОЛЬ КАРДИАЛЬНЫХ ТК В СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТЫХ ПАТОЛОГИЯХ

Кардиальные ТК в развитии инфаркта миокарда
Ишемическое воздействие на миокард запускает высвобождение предобразован-

ных медиаторов кардиальными ТК и активацию воспалительной реакции [28, 43, 44] 
(табл. 2). В очаге воспаления увеличивается число ТК за счет пролиферации этих кле-
ток, мигрирующих из белой жировой ткани под действием SCF [1, 44]. 

Активация местных ТК в сердце может быть вызвана факторами различного про-
исхождения. Например, болевое ощущение при инфаркте опосредовано выделением 
нейропептидов SP и CGRP из сенсорных нервных терминалей, которые, помимо сти-
муляции ноцицепторов, активируют кардиальные ТК [10, 28, 45, 46]. Стрессорное воз-
действие также может привести к инфаркту через выделение кортикотропин-рилизинг 
гормона (КРГ) и нейротензина из нервных терминалей в миокарде и активацию рецеп-
торов на ТК [47]. Возникновение ацидоза в зоне ишемии миокарда, накопление лак-
тата и повышенный уровень ионов К+ могут изменить чувствительность кардиальных 
ТК к сигнальным факторам микроокружения [1]. Активация ТК приводит к секреции 
протеаз, запуску локальной РАС, спазму коронарных сосудов и, следовательно, нару-
шению перфузии миокарда [10, 47]. Индукторами активации кардиальных ТК высту-
пают и активные формы кислорода, образующиеся при реперфузии ишемизированно-
го миокарда [48, 49]. Воздействие ишемии уже в течение 15 мин приводит к активации 
кардиальных ТК, их дегрануляции и высвобождению медиаторов, которые при репер-
фузионных мероприятиях могут приводить к возникновению феномена «no-reflow» 
или явления невосстановления кровотока. Нарушение микроциркуляции при попыт-
ке восстановить кровоток в ишемизированной области миокарда может быть связано 
с набуханием эндотелия в очаге поражения, адгезией активированных иммунных кле-
ток в нем, повреждением гликокаликса и увеличением прокоагулянтной активности 
крови – причинами, которые могут быть вызваны в том числе активацией локальных 
ТК. В связи с тем, что феномен no-reflow является одним из серьезных негативных 
последствий после реперфузионной терапии или при чрескожных коронарных вмеша-
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Таблица 2. Медиаторы кардиальных ТК и их роль в сердечно-сосудистых патологиях

Медиаторы 
кардиаль-
ных ТК

Патоло-
гия

Патогенетическое  
действие медиатора

Условно-адаптивные  
эффекты

Гистамин Инфаркт 
миокарда

• �Увеличение проницаемости сосу-
дов и инфильтрации иммунными 
клетками [7]

• �Спазм коронарных сосудов через 
H2R на гладкомышечных клетках 
[1, 31]

• �Тахикардия через H2R на 
пейсмейкерных КМЦ и снижение 
скорости проведения  
в атриовентрикулярном узле,  
что вкупе провоцирует аритмию 
[31, 52]

• �Выброс из симпатических терми-
налей норадреналина и гистамина 
[1, 7, 28, 50, 54, 58, 59]

Через H1R на эндотелии 
выделение NO, который 
приводит к дилатации 
сосудов [1, 31]

Фиброз 
миокарда

• �Стимуляция пролиферации фи-
бробластов [15, 61–63]

Атеро-
склероз

• �Стимуляция фибробластов и раз-
растание бляшки

• �Увеличение проницаемости эндо-
телия для частиц ЛПНП и ЛПВП

Стимуляция пролифера-
ции эндотелия

Протеазы 
ренин, хи-
маза, трип-
таза

Инфаркт 
миокарда

• �Активация локальной РАС и за-
пуск спазма коронарных сосудов 
[10, 28, 54]

• �Разрушение коллагенового мат-
рикса миокарда

• �Активация сенсорных окончаний, 
выделение SP и усиление боли 
при ишемии, а также рекрутиро-
вание дополнительных ТК в очаг 
воспаления [10]

• �Через РАR-2 повышение чувстви-
тельности миофиламентов КМЦ  
к Са2+ и увеличение сократитель-
ного резерва [1, 54]

• �Разрушение химазой калликреина 
с образованием брадикинина [56]

Протеолиз провоспали-
тельных цитокинов, что 
сдвигает воспалительную 
реакцию в сторону фазы 
пролиферации [7, 63]
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Медиаторы 
кардиаль-
ных ТК

Патоло-
гия

Патогенетическое  
действие медиатора

Условно-адаптивные  
эффекты

Фиброз 
миокарда

• �Хемотаксис фибробластов [7, 11, 63]
• �Активация апоптоза КМЦ [1]
• �Деградация внеклеточного мат-

рикса [11]

Запуск дифференцировки 
фибробластов в миофи-
бробласты [63, 65]

Атеро-
склероз

• �Индукция секреции ММП макро-
фагами и повреждение эндотелия 
[68, 69]

• �Митотическая активность фибро-
бластов [68]

• �Индукция апоптоза эндотелиаль-
ных клеток [1, 53, 68]

• �Расщепление AпоA-I в ЛПВП [70]

Гепарин Фиброз 
миокарда

• �Запуск пролиферации фиброблас-
тов [7, 63]

• �Усиление пролиферативного эф-
фекта фактора роста фиброблас-
тов [63, 65]

Атеро-
склероз

• �Перерождение макрофагов в пе-
нистые клетки [68]

• �Повышение устойчивости ЛПНП 
к окислению [68]

Усиление миграции кле-
ток эндотелия [68]

Брадики-
нин

Инфаркт 
миокарда

Активация продукции провоспали-
тельных цитокинов в кардиальных 
ТК и хемотаксис других иммунных 
клеток [55]

Снижение экспрессии кол-
лагена в кардиальных фи-
бробластах и увеличение 
секреции ММП-2 и ММП-
9 для ремоделирования 
матрикса миокарда [56]

Фактор 
роста фи-
бробластов

Фиброз 
миокарда

Стимуляция пролиферации фибро-
бластов [10, 63]

Трансформация фибро-
бластов в миофибробласты

Атеро-
склероз

Вызывает новообразова-
ние кровеносных сосудов 
в бляшке [1]

IL-1β, 
TNFα, IL-6, 
IL4, IFNγ

Инфаркт 
миокарда

Активация воспалительного ответа, 
апоптоз КМЦ [1]

Продолжение табл. 2
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Медиаторы 
кардиаль-
ных ТК

Патоло-
гия

Патогенетическое  
действие медиатора

Условно-адаптивные  
эффекты

Атеро-
склероз

• �Стимуляция миграции нейтро-
филов

• �Апоптоз эндотелиальных клеток 
и риск разрыва атеросклеротиче-
ской бляшки [1, 10, 68]

VEGF-A, 
VEGF-C,

Инфаркт 
миокарда

Новообразование крове-
носных и лимфатических 
сосудов [1, 57]

Атеро-
склероз

Новообразование крове-
носных сосудов в бляшке 
[1]

IL-10, IL-
13, IL-37

Инфаркт 
миокарда

Сдвиг в сторону пролифе-
ративной фазы воспали-
тельной реакции [7]

Метаболи-
ты арахи-
доновой 
кислоты

Атеро-
склероз

• �Запуск ремоделирования сосуди-
стой стенки [1]

• �Коронароспазм [1]

Окончание табл. 2

тельствах у пациентов с ИБС, исследователи предполагают, что ТК могут выступать 
терапевтическими мишенями коррекции состояния [49].

Гистамин ТК играет важную роль в нарушении работы сердца при развитии инфар-
кта миокарда: вместе с TNFα он увеличивает проницаемость эндотелия коронарных 
сосудов, запускает экспрессию молекул Р- и Е-селектинов и молекул адгезии ICAM-1, 
что обеспечивает инфильтрацию иммунными клетками очага поражения [7]. Через Н1-
рецепторы на эндотелиальных клетках гистамин способствует выделению NO и мо-
дулирует тонус коронарных сосудов. А при связывании с H1-рецепторами на гладкой 
мускулатуре гистамин, напротив, вызывает спазм коронарных сосудов, что дополни-
тельно усиливает ишемическое воздействие на миокард и может привести к расши-
рению зоны инфаркта [1, 31]. Через Н2-рецепторы на пейсмейкерных клетках сердца 
гистамин индуцирует тахикардию, а через Н1-рецепторы снижает скорость проведения 
возбуждения в атриовентрикулярном узле, что вкупе является условием возникнове-
ния аритмии [31, 50–52]. В моделях острой ишемии сердца показано, что концентра-
ция гистамина в крови артерии синусного узла значительно возрастает, что коррели-
рует с частотой развития желудочковых аритмий, а блокада Н2-рецепторов снижает их 
развитие [50–52]. Моделирование инфаркта на мышах с дефицитом ТК также показало 
увеличение выделения гистамина из сердца, что указывало на отличный от ТК источ-
ник гистамина. Опыты с нокаутом гена гистидин-декарбоксилазы, фермента биосин-
теза гистамина, а также химическая симпатэктомия отменяли выраженное выделение 
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гистамина ишемизированным сердцем, указывая на его нейрогенное происхождение 
[50]. Таким образом, проаритмогенное действие гистамина может быть связано не 
только с увеличением числа активированных ТК в очаге поражения, но и с гиперак-
тивацией симпатических влияний, наблюдаемой при инфаркте миокарда. Кроме того, 
гистамин кардиальных ТК участвует в ремоделировании миокарда. Блокада фамоти-
дином Н2-, но не Н1-рецепторов при моделировании ишемии-реперфузии на собаках 
уменьшала размер инфаркта, хотя не приводила к функциональным улучшениям ра-
боты сердца [53]. Снижение числа ТК в миокарде после инфаркта в опытах на мышах 
с дефицитом ТК или применение стабилизаторов мембран ТК приводило к нарушению 
ремоделирования миокарда в зоне инфаркта: площадь поражения через 14 дней после 
инфаркта была увеличена, был дилатирован левый желудочек и уменьшена толщина 
пораженной стенки желудочка. Эти признаки связывали с нарушением рекрутирова-
ния миофибробластов, хотя объем жизнеспособного миокарда увеличился [53]. С дру-
гой стороны, активация ТК и индукция РАС после инфаркта запускает профиброти-
ческое ремоделирование сердечной ткани, что также сопровождается негативными 
последствиями для сердечной функции [15]. Таким образом, эти данные показыва-
ют, что кардиальные ТК включаются в регуляцию ремоделирования после инфаркта.

Протеазы кардиальных ТК: химаза, триптаза и другие – играют отдельную роль 
в развитии инфаркта, поскольку разрушают коллагеновый матрикс миокарда. Взаи-
модействие триптазы с PAR2-рецепторами на сенсорных нервных волокнах стимули-
рует высвобождение SР, тем самым повышая болевую чувствительность [10]. Также 
SР через рецепторы MRGPRX2 на самих ТК потенцирует секрецию ренина и химазы, 
которые через локальную РАС изменяют кровоснабжение миокарда в зоне инфаркта. 
Кроме того, SР может вовлекать в активацию дополнительные популяции ТК, что было 
показано в экспериментах in vitro и in vivo [10, 28]. Взаимодействие триптазы с PAR2-
рецепторами на КМЦ через РКА-зависимый внутриклеточный путь повышает чув-
ствительность миофиламентов к Са2+ и позволяет сохранить сократительный резерв 
сердца в постинфарктном периоде [1, 54]. Таким образом, протеазы кардиальных ТК 
могут играть и адаптивную роль при развитии инфаркта. Кроме того, кардиальные ТК 
могут высвобождать брадикинин, который стимулирует продукцию провоспалитель-
ных цитокинов самими ТК и хемотаксис других иммунных клеток [55]. Через BK2-
рецепторы к брадикинину происходит активация и дегрануляция ТК, высвобождение 
протеаз, активирующих локальную РАС. Химаза ТК может активировать калликреин, 
что еще больше увеличивает уровень брадикинина в тканях. Кроме того, через бради-
кинин возможно снижение мРНК коллагена I и III в кардиальных фибробластах, акти-
вации ММП через систему активатора плазминогена и усиление экспрессии ММП-2  
и ММП-9 [56] и таким образом участие в ремоделировании матрикса миокарда.

Кардиальные ТК также являются источником ростовых факторов VEGF-A  
и VEGF-C, которые способствуют новообразованию кровеносных и лимфатических 
сосудов в миокарде, что необходимо для ремоделирования миокарда в пограничной 
инфарктной зоне и предотвращения ишемических событий [1]. Однако de novo фор-
мирующееся сосудистое русло характеризуется высокой проницаемостью, а значит, 
и повышенным риском образования отека миокарда. Отек может сдавливать питаю-
щие миокард кровеносные сосуды и вызывать вторичное нарушение перфузии ткани, 
в результате чего зона инфаркта расширяется и «поглощает» пограничный к зоне вос-
паления исходно незатронутый ишемией миокард [57]. 

Гибель части миокарда в результате инфаркта, изменение геометрии сокращения 
сердца, снижение насосной функции сердца рефлекторно активирует симпатический 
отдел ВНС [46, 58, 59]. Изменение ионного баланса вблизи симпатических терми-
налей увеличивает их возбудимость и высвобождение медиаторов норадреналина 
и гистамина. В физиологических условиях в ответ на секрецию нейромедиаторов 
активируются гомеостатические механизмы отрицательной обратной связи: через α2-
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адренорецепторы и Н3-рецепторы ограничивается секреция норадреналина и гиста-
мина соответственно. Однако в условиях ишемии возможностей протективных меха-
низмов может оказаться недостаточно. В экспериментах по моделированию инфаркта 
показано, что кардиальные ТК секретируют многочисленные протеазы [7, 28, 54], ко-
торые через локальную РАС потенцируют высвобождение норадреналина из симпати-
ческих терминалей [28, 58, 59]. В экспериментах на изолированных сердцах морских 
свинок и мышей после 20-минутной глобальной ишемии и последующей 30-минутной 
реперфузии в коронарных сосудах наблюдали увеличение в 6 раз содержания ренина 
и в 70 раз норадреналина, что в 100% случаев сопровождалось фибрилляцией желу-
дочков длительностью в среднем около 6 мин [28]. Синтезируемый АТII способству-
ет высвобождению норадреналина путем как классического экзоцитоза, так и через 
невезикулярный механизм, связанный с реверсией транспортеров обратного захвата 
норадреналина на пресинаптической мембране [1, 7, 54]. Дефицит ТК, применение 
препаратов кромолина или лодоксамида, стабилизирующих мембраны ТК, а также 
антагонистов AT1R ослабляло выброс норадреналина и уменьшало частоту развития 
аритмии [28]. Активация симпатического отдела ВНС при развитии инфаркта миокар-
да направлена на восстановление насосной функции сердца: для нейтрализации кис-
лородного долга в периферических тканях сердце начинает сокращаться с большей 
частотой и силой. Однако повышенные нагрузки на миокард дополнительно поврежда-
ют сердце и расширяют зону инфаркта. Таким образом, помимо изменения микроокру-
жения и стимуляции кардиальных ТК, адаптивная активация симпатической системы 
при инфаркте миокарда будет вносить дополнительный негативный вклад в развитие 
инфаркта [46, 58, 59].

Показано, что повышенное количество ТК после инфаркта сохраняется в течение 4 
недель – на протяжении всего срока ремоделирования миокарда. При этом ТК вносят 
свой вклад в повреждение миокарда, могут модулировать нервные влияния со стороны 
симпатического отдела ВНС и выполнять защитную функцию. Кардиальные ТК вы-
ступают источником противовоспалительных медиаторов IL-10 и IL-13, которые сдви-
гают ход воспалительной реакции в сторону пролиферативной фазы [7]. Кроме того, 
протеазы кардиальных ТК могут расщеплять пептидные связи провоспалительных ци-
токинов, в том числе TNFα и других сигнальных соединений белковой природы, а так-
же усиливать биологическую активность противовоспалительного цитокина IL-37 [7].

Таким образом, инфаркт миокарда сопровождается изменением афферентной сиг-
нализации, гибелью не только КМЦ, но и нервных клеток и последующим адапта-
ционным ремоделированием системы регуляции на уровне интракардиальной ИКНС, 
звездчатом ганглии, стволе головного мозга и выше. Показано, что в постинфарктный 
период происходит изменение размеров нервных клеток ИКНС. Также повышается 
возбудимость нейронов, изменяется эффективность синаптической передачи и медиа-
торный фенотип нейронов. Таким образом, реализуется общая реорганизация системы 
управления работой сердца, где важную роль играют кардиальные ТК. Ограниченные 
сократительные ресурсы инфарктного сердца, нарастающий кислородный долг в пери-
ферических тканях и изменение регуляторных влияний со стороны нервной системы 
приводят к общему напряжению систем организма, снижению адаптивного диапазона 
и разбалансировке. В конечном итоге это влечет за собой прогрессирование сердечной 
недостаточности, развитие повторных ишемических приступов, возникновение арит-
мий, которые могут быть причиной внезапной сердечной смерти. 

 
Значение кардиальных ТК в развитии фиброза миокарда

Развитие инфаркта миокарда сопровождается воспалительным процессом в сердце, 
направленным на зачистку ткани от погибших клеток и внеклеточного матрикса и под-
готовку к пролиферативной фазе заживления ткани [60, 61]. Поскольку миокард обла-
дает незначительной регенеративной способностью, то инфаркт приводит к развитию 
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репаративного фиброза, сопряженного с систолической и диастолической дисфункци-
ей, повышенным риском возникновения аритмий и неблагоприятным прогнозом для 
жизни [45, 57, 60, 61]. 

Кардиальные ТК участвуют в формировании фиброза миокарда: они регулируют 
формирование внеклеточного матрикса, способны прямо и опосредованно влиять на 
фибробласты (табл. 2). Так, гистамин ТК стимулирует пролиферацию фибробластов 
[61, 62, 63]. У мышей с делецией гена Н2-рецепторов к гистамину трансаортальное 
сужение в меньшей степени потенцировало развитие фиброза, чем у мышей дикого 
типа [64]. Гепарин в малых концентрациях и карбоксипептидаза А3 также увеличи-
вают пролиферацию фибробластов и усиливают пролиферативный эффект фактора 
роста фибробластов (FGF2), синтезируемого кардиальными ТК [63]. Цитокин TGFβ1, 
являющийся маркером фиброза и запасаемый в гранулах ТК, способен модулировать 
фенотип и пролиферацию фибробластов. Протеазы триптаза и химаза, фактор роста 
тромбоцитов, PDGF-A, а также TNFα, секретируемые ТК, также способны влиять на 
ремоделирование ткани миокарда и стимулировать фиброз [11]. 

Исследования препаратов сердца человека, а также в экспериментах у крыс демон-
стрируют значимую корреляцию степени фибротических изменений в сердце, уровня 
TGFβ1 и коллагена III с количеством кардиальных ТК и степенью их дегрануляции 
[62]. Применение кромолина, стабилизатора мембран ТК, существенно снижало уро-
вень TGFβ1 и выраженность фиброза в миокарде крыс. В экспериментах на спонтан-
но-гипертензивных крысах применение недокромила, стабилизатора мембран ТК, 
также значительно снижало фиброз миокарда из-за предотвращения рекрутирования 
макрофагов в сердце, что сопровождалось нормализацией уровня цитокинов INF-γ, 
IL-4, IL-6 и IL-10 [11]. Одновременная блокада химазы ТК и катепсина G с помощью 
препарата DCCI также предотвращало развитие фиброза [65]. 

Медиаторы кардиальных ТК: химаза, триптаза, TGFβ1 и гистамин активируют про-
лиферацию и активацию фибробластов и образование коллагена в матриксе ремоде-
лирующего миокарда [7, 11, 63]. Триптаза и химаза ТК также усиливают хемотаксис 
фибробластов, их подвижность [63]. Химаза также активирует дифференцировку фи-
бробластов в миофибробласты, т. е. последние начинают экспрессировать сократитель-
ные белки, например, α-гладкомышечный актин, и участвовать в репарации ткани мио-
карда [65]. В низких концентрациях химаза вызывает пролиферацию фибробластов, 
а в высоких, напротив, активирует апоптоз КМЦ, поэтому ее вклад в ремоделирование 
миокарда неоднозначен. Химаза ТК опосредует развитие фиброза в миокарде через 
продукцию ATII в локальной РАС и образование TGFβ1 кардиальными фибробласта-
ми [11]. А TGFβ1 повышает синтез ингибиторов тканевых протеаз, например, ММП-
1, что способствует сохранению коллагенового матрикса во время ремоделирования 
миокарда [60]. Показано, что химаза ТК также участвует в деградации некоторых ци-
токинов IL-5, IL-6, IL-13, усиливает эффекты IL-33, что приводит к изменению ми-
кроокружения в очаге заживления [63]. Триптаза кардиальных ТК также стимулирует 
фибробласты уже через 24 ч, а увеличивает синтез внеклеточного матрикса через 72 
ч после воздействия. Позже было показано, что эффекты триптазы на фибробласты 
опосредованы активацией PAR2 и индукцией митогенактивируемого протеинкиназно-
го пути MAP-киназы с ERK1/2, который также задействован в преобразовании фибро-
бластов в миофибробласты. Другими факторами, способствующими трансформации 
фибробластов в миофибробласты, являются основной фактор роста фибробластов из 
гранул ТК, экспрессия и отложение фибронектина и матрицеллюлярных белков ма-
трикса, повышенная механическая нагрузка, вызванная нарушением нормальной ма-
тричной сети и отсутствие в микроокружении провоспалительных медиаторов, таких 
как IL-1β, которые ингибируют этот процесс [60]. 

Активированные фибробласты, в свою очередь, продуцируют фактор стволовых 
клеток (SCF), который через рецептор c-kit поддерживает рост и дифференцировку 
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ТК. Кардиальные ТК сами продуцируют SCF и пролиферируют под его воздействи-
ем, что в конечном итоге способствует формированию фиброза в сердце [7]. Однако 
гиперпродукция коллагена и избыточный фиброз матрикса миокарда может ограни-
чить сократительную функцию сердца и привести к хронической сердечной недоста-
точности.

Особенность репаративного процесса в миокарде связана с ритмическим сокраще-
нием сердца и повышенной нагрузкой как на поврежденную ткань, так и ткань, незатро-
нутую повреждением. Поэтому активируются и процессы перестройки внеклеточного 
матрикса, которая осуществляется латентной системой матричных металлопротеиназ 
(ММП) [45]. ММП обеспечивают быструю деградацию коллагена, на месте которого 
фибробласты формируют новый, устойчивый к увеличенным нагрузкам внеклеточный 
матрикс. Кардиальные ТК за счет высвобождения своих протеаз, а также TNF-α при-
нимают непосредственное участие в этом процессе. Триптаза активирует интерстици-
альную коллагеназу (ММП-1), а химаза способна активировать ММП-2 и -9, способ-
ствующие деградации внеклеточного матрикса [63]. Кроме того, сами ТК способны 
синтезировать матричные металлопротеиназы стромелизин (ММП-3) и ММП13.

При моделировании хронической объемной перегрузки желудочков сердца, со-
провождающейся перестройкой внеклеточного матрикса, обнаружено повышение 
плотности ТК, увеличение активности ММП-2 и деградация внеклеточного коллаге-
нового матрикса на 50–60% уже на 3-и – 5-е сутки после установки аорто-кавальной 
фистулы [53]. Применение недокромила, стабилизатора мембран ТК, снижает гипер-
трофию, дилатацию и растяжимость левого желудочка, что сопровождалось лучшей 
выживаемостью животных. Дефицит ТК у генетически-модифицированных линий 
мышей или применение стабилизаторов мембран ТК, например, кромолина, предо-
твращает нежелательные профибротические изменения в миокарде. Получается, что 
с одной стороны, кардиальные ТК через активацию ММП разрушают коллагеновую 
сеть ремоделированной ткани, а с другой – способствуют развитию дилатационной 
кардиомиопатии [7]. Кроме того, ремоделирование ткани миокарда сопровождает-
ся и перестройкой регуляторных влияний ВНС. Учитывая тесное морфологическое 
соседство и функциональное взаимодействие кардиальных ТК и симпатических 
нервных терминалей, были обнаружены исследования на тему их связи с развитием 
фибротических изменений в сердце. Применение нейротоксина – 6-гидроксидофа-
мина (6-OHDA) – у крыс приводило к химической симпатэктомии, которая значи-
тельно увеличивала плотность ТК и долю дегранулирующих ТК [29]. Хроническое 
применение 6-OHDA приводило к повышенному отложению коллагена в миокарде 
и развитию интерстициального фиброза. Применение пропранолола, неселективного 
β-адреноблокатора, также вызывало увеличение активности ТК, но с меньшей степе-
нью приводило к отложению коллагена по сравнению с химической симпатэктомией. 
Эти эксперименты указывают на связь кардиальных ТК, катехоламинергической сис-
темы и отложения коллагена в ткани сердца.

Таким образом, кардиальные ТК задействованы в ремоделировании миокарда, 
однако их роль неоднозначна. Во-первых, это связано как с патогенетическим, так 
и с адаптивным значением медиаторов ТК. Во-вторых, с тем, что созревание кардиаль-
ных ТК и формирование их определенного фенотипа зависит от факторов окружения, 
а фенотип кардиальных ТК определяет их функциональную роль в процессе. В-тре-
тьих, взаимодействие медиаторов ТК с симпатическими терминалями модифицирует 
нейрональное ремоделирование ткани миокарда. От тонкого баланса регуляторных 
влияний кардиальных ТК критически зависят особенности ремоделирования миокарда 
после инфаркта и сохранность сердечной функции.
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Кардиальные ТК в развитии атеросклероза
Атеросклероз представляет собой «тлеющий» хронический воспалительный про-

цесс в сосудистой стенке с единовременным протеканием фаз альтерации, экссудации 
и пролиферации [1]. Кардиальные ТК, расположенные вдоль русла коронарных сосу-
дов, участвуют во всех стадиях атерогенеза [66] (табл. 2). У пациентов с атеросклерозом, 
умерших от коронарной недостаточности, было показано увеличение кардиальных ТК 
в биоптатах и их скопление вблизи атеросклеротических бляшек [1, 53, 67]. Показано, 
что гепарин ТК взаимодействует с апоВ-100 на поверхности липопротеидов низкой плот-
ности (ЛПНП), после чего нейтральные протеазы, химаза и карбоксипептидаза А разру-
шают гидрофильную протеиновую оболочку ЛПНП, а оставшееся липидное ядро по-
глощается макрофагами. Накопление эфиров холестерина в макрофагах приводит к их 
перерождению в пенистые клетки. Кроме того, гепарин может образовывать большие 
нерастворимые комплексы с ЛПНП, которые затем также поглощаются макрофагами 
[68]. Взаимодействие ЛПНП с гепарином и протеазами ТК повышает устойчивость пер-
вых к окислению и к утилизации клетками эндотелия. Кроме того, активированные ТК 
стимулируют миграцию нейтрофилов к очагам воспаления в сосудистой стенке через 
продукцию воспалительных цитокинов IL-6, IL4, TNF-α и IFNγ, что приводит к разрых-
лению структуры и дестабилизации атеросклеротических бляшек [68]. 

Другие медиаторы ТК: гистамин, триптаза, протеогликаны [66–68] также задейст-
вованы в атерогенезе. Триптаза, лейкотриены и гистамин ТК обладают митогенны-
ми факторами для фибробластов. В результате их активации происходит разрастание 
структуры бляшки: она на 30% процентов массы состоит из белков, половину из кото-
рых составляет коллаген. Также гистамин ТК через H1-рецепторы увеличивает прони-
цаемость эндотелия для частиц ЛПНП и липопротеидов высокой плотности (ЛПВП) 
[68]. Триптаза участвует в метаболизме ЛПВП. Показано, что уровень триптазы в сы-
воротке крови выше у пациентов с ишемической болезнью сердца по сравнению со 
здоровыми людьми [68, 69]. Кроме того, триптаза индуцирует секрецию ММП макро-
фагами и активацию ММП, что дестабилизирует атеросклеротическую бляшку [68]. 
А ММП повреждают эндотелий, что приводит к агрегации тромбоцитов и спазму ко-
ронарных сосудов в очаге воспаления. Эндотелиальные клетки продуцируют тканевой 
фактор, вызывающий некроз пенистых клеток. Химаза и TNF-α, выделяемые активи-
рованными ТК, индуцируют апоптоз эндотелиальных клеток, в результате чего может 
быть инициирован разрыв атеросклеротической бляшки [1, 53, 68]. В исследованиях 
на линии мышей ApoE2/2 показано, что введение активаторов ТК сопровождалось 
меньшей стабильностью атеросклеротических бляшек, тогда как стабилизаторы ТК 
уменьшали количество нестабильных поражений [68]. Эпизоды системной активации 
ТК во время прогрессирования атеросклероза у мышей с дефицитом АpoE приводят 
к значительному разрастанию бляшки. Целенаправленная активация периваскуляр-
ных ТК увеличивает частоту кровоизлияний внутри бляшек, апоптоза макрофагов, 
экстравазации сосудов и опосредованного CXCR2/VLA-4 рекрутирования лейкоцитов 
в бляшку. Применение кромолина, стабилизатора ТК, предотвращало неблагоприят-
ные эффекты на состояние атеросклеротической бляшки, вызванные активацией ТК.

Увеличение толщины стенки сосуда в результате образования в ней атеросклеро-
тических изменений приводит к гипоксии внутренних слоев, в результате чего ТК 
индуцируют высвобождение ростовых факторов VEGF-A, bFGF, запускают новообра-
зование кровеносных сосудов и привлекают в очаг ремоделирования фибробласты, 
в результате чего структура атеросклеротической бляшки становится рыхлой и по-
тенциально нестабильной [68]. Новообразованные сосуды с незрелой базальной мем-
браной способствуют утечке протеаз и других сигнальных факторов ТК в глубокие 
слои атеросклеротических отложений, повреждению их структуры, возникновению 
кровоизлияний и микротромбов [1]. Считается, что TNF-α, продуцируемый ТК, так-
же выполняет роль стимулятора ангиогенеза. Есть данные, что клеточные гранулы ТК 
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и гистамин стимулируют пролиферацию клеток эндотелия, а гепарин стимулирует их 
миграцию. Эти эффекты медиаторов указывают на защитную роль ТК от гипоксии. 
Однако в других экспериментах на изолированных сердцах было показано, что химаза 
активированных ТК способна расщеплять АпоА-I – основной белок ЛПВП, облада-
ющий кардиопротекторным действием [70]. Позже в экспериментах in vitro показа-
но, что продукт протеолиза под действием химазы, укороченный с С-конца АпоА-I, 
хуже стимулировал миграцию эндотелиальных клеток коронарной артерии человека 
в исследовании репарационных процессов ран. Таким образом, кардиальные ТК могут 
осложнять репарацию поврежденного эндотелия сосудов, способствовать агрегации 
тромбоцитов и коронароспазму. 

ТК через секрецию вазоконстриктора PgD2 и в комплексе с атеросклерозом могут 
провоцировать резкое ухудшение перфузии тканей сердца и развитие ишемии. Через 
липоксигеназный путь и синтез лейкотриенов ТК способны модулировать активность 
фибробластов, что приводит к ремоделированию сосудистой стенки и затрагивает вне-
клеточный матрикс КМЦ. В посмертных исследованиях коронарных сосудов пациен-
тов показано, что кроме PgD2 и лейкотриенов, эти сосуды интенсивно окрашиваются на 
гистамин, который также задействован в реализации коронароспазма [1].

Роль нейрогенного компонента в активации кардиальных ТК и атеросклерозе также 
интенсивно изучается. Так, например, было показано, что стресс стимулирует ТК через 
активацию высокоаффинных поверхностных рецепторов к кортикотропин-рилизинг 
гормону (КРГ), что приводит к зависимому от КРГ увеличению уровня IL-6 в сыво-
ротке [71]. Нейротензин, секретируемый из периферических нервов, усиливает эффект 
КРГ и стимулирует кардиальные ТК к секреции гистамина и IL-6, уровень которого 
повышен при остром коронарном синдроме и является независимым фактором риска 
ишемии миокарда [47]. Кроме того, нейротензин способен сам провоцировать корона-
роспазм и препятствовать кровотоку, необходимому для обеспечения высоких метабо-
лических потребностей миокарда. Кардиальные ТК сами могут выступать источника-
ми КРГ и урокортина, которые индуцируют высвобождение IL-6 из КМЦ. А наличие 
атеросклероза увеличивает риск активации кардиальных ТК за счет стимулирующе-
го действия липопротеинов и адипоцитокинов. Нейрогенное воспаление, вызванное 
продукцией SP и активацией рецептора нейрокинина 1 на эндотелиальных клетках, 
независимо от эффектов гистамина на проницаемость сосудов, способствует допол-
нительному повреждению эндотелия и дисфункции сосудов. Кроме того, инфузия SP 
в экспериментах приводила к повышению количества и активации адвентициальных 
ТК, что приводило к повышенному кровоизлиянию в атеросклеротических бляшках. 
Применение антагонистов рецепторов к SP или врожденный дефицит ТК у мышей от-
меняли наблюдаемые эффекты [72]. Следовательно, состояние нервной системы прямо 
влияет на активность ТК и риски возникновений осложнений атеросклероза.

Таким образом, кардиальные ТК в патогенезе атеросклероза могут выступать в ка-
честве проатерогенных участников, а также выполнять защитную функцию по ликви-
дации ишемических зон атеросклеротической бляшки, что в конечном счете приводит 
к ее дестабилизации, риску отрыва и эмболии сосуда. Исследование функционального 
фенотипа кардиальных ТК на разных стадиях атерогенеза может иметь перспективное 
значение для поиска мишеней для фармакологического воздействия. Другим важным 
фактором, определяющим фенотип ТК, могут выступать нейрогенные влияния ВНС.

Патогенез заболеваний сердечно-сосудистой системы нередко сопровождается из-
менением регуляторных влияний ВНС в сторону преобладания вклада симпатического 
отдела ВНС [38–41]. Кроме того, ВНС оказывает регуляторное воздействие на реа-
лизацию иммунных функций, которые сопровождают любое повреждение клеточных 
элементов [19]. Высвобождение цитокинов и других медиаторов воспаления воспри-
нимается местными афферентными волокнами, которые в составе блуждающего нерва 
несут информацию в продолговатый мозг, в центры гипоталамо-гипофизарно-надпо-
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чечниковой системы, в передний мозг и на эфферентные преганглинарные нейроны 
парасимпатического отдела ВНС. Через высвобождение ацетилхолина и его взаимо-
действие с α7nAChR происходит подавление экспрессии и высвобождения провоспа-
лительных цитокинов TNFα, IL-1β, IL-6 и переключение провоспалительного ответа 
на процессы пролиферации. Интересно, что ТК экспрессируют на своей поверхности 
целый спектр рецепторов к ацетилхолину: как инотропные, так и метаботропные изо-
формы [35]. Таким образом, ремоделирование вегетативных влияний на сердце, проис-
ходящее во время инфаркта миокарда, предположительно может по-разному отражать-
ся на деятельности местных кардиальных ТК. По результатам нашего исследования 
было показано, что после моделирования инфаркта на всех сроках опыта количество 
ТК отличалось у крыс с разным типом вегетативной регуляции, а исходный тип вегета-
тивной регуляции определял выживаемость и регуляторное ремоделирование сердеч-
ной функции у крыс [43]. 

Кардиальные ТК – как терапевтические мишени заболеваний сердца
Многочисленные эксперименты на животных, посвященные роли ТК в развитии 

патологий сердца, представленные в нашем обзоре литературы, указывают на важную 
роль кардиальных ТК на всех стадиях развития кардиальных заболеваний. Примене-
ние блокаторов кардиальных ТК на начальных этапах развития патологии сопрово-
ждалось, как правило, снижением патогенетического влияния начальных фаз воспали-
тельного ответа, но приводило к нарушению и отставленной пролиферативной фазы, 
что также имело негативные последствия. Таким образом, блокада кардиальных ТК, 
например, через ингибирование с-kit или SCF или ингибирование рецепторов актива-
ции и дегрануляции ТК скорее всего не должна быть оправдана и может нести очень 
отдаленные последствия. 

Более тонким инструментом воздействия может выступать блокировка эффектов 
отдельных медиаторов ТК. Например, для терапии острого инфаркта миокарда вслед-
ствие развития аллергической реакции (синдром Куниса) применяют антигистамин-
ные препараты и гидрокортизон (73, 74). Однако на мышах с дефицитом гистидин-де-
карбоксилазы после инфаркта миокарда показана повышенная смертность, нарушение 
ремоделирования ткани сердца и склонность к фибротическому поражению миокарда 
[50, 53, 75]. В этом случае гистамин оказывал защитное действие, модулируя сердеч-
ный фиброз и ремоделируя постинфарктный миокард [15, 75]. Подобные исследования 
еще раз указывают на ключевую роль ТК в координации функций многих клеток, осо-
бенно при развитии патологического процесса.

Мы предполагаем, что при оценке состояния пациента необходимо учитывать не толь-
ко возможные патогенетические эффекты отдельных медиаторов ТК, но и фазу заболева-
ния, в зависимости от которой меняется профиль секретируемых медиаторов. Кроме того, 
следует учесть тот факт, что привлеченные в очаг иммунные клетки могут так же, как и ТК 
синтезировать и секретировать провоспалительные медиаторы и другие важные факторы. 

Кардиальные ТК как главные координаторы воспалительного ответа, сопровожда-
ющего развитие многих заболеваний сердца, могут выступать в качестве потенциаль-
ной терапевтической мишени. Однако результаты многочисленных экспериментов по-
казывают, насколько важной и сложной является их координирующая роль и насколько 
взвешенным и обдуманным должен стать выбор схемы терапевтического вмешатель-
ства со стороны врача.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ТК являются ключевыми клетками всех тканей организма, они сопровождают про-
цессы его жизнедеятельности от эмбрионального периода развития до смерти. Уни-
кальное расположение ТК вдоль нервов и кровеносных и лимфатических сосудов 
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позволяет им управлять потоками сигнальной информации и корректировать свою 
секреторную активность в ответ на изменение микроокружения. Таким образом, ТК 
являются связующим звеном коммуникации нервной, эндокринной систем и ткани, 
а в случае развития патологического процесса – важным регулятором инициации и раз-
вития воспалительного процесса и ремоделирования ткани как структурного, функци-
онального, так и регуляторного со стороны ВНС. 

ТК являются источником цитокинов воспаления, спектр которых изменяется в зави-
симости от стадии процесса. Реакция воспаления лежит в основе многих заболеваний, 
является врожденным адаптивным ответом на повреждение ткани и направлена на уда-
ление патогена и восстановление целостности ткани. Ярким примером воспалительного 
ответа с разной динамикой процесса и различной ролью ТК служат распространенные 
сердечно-сосудистые заболевания, которые существенно осложняют качество жизни па-
циента и связаны с риском для жизни. Воспалительная составляющая при таких забо-
леваниях в определенной степени обязана кардиальным ТК. Терапевтические подходы, 
влияющие на активность ТК, могут оказаться перспективными в лечении сердечно-со-
судистых заболеваний, поэтому находятся в фокусе внимания ученых и клиницистов.
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The Role of Mast Cell-Neuron Tandem in the Regulation of Cardiac Function  
in Cardiovascular Pathologies
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This review is consisted of new data about participation of mast cells (MCs) in the regula-
tion of cardiac function in the development of some cardiovascular pathologies. In norm 
the number of MCs in the heart is very small compared to their number in barrier tissues. 
They are responsible for homeostasis of cardiac tissue and ensuring the interaction of the 
organ with the nervous and endocrine systems throughout the life of the organism. 
Pathological processes in the heart are accompanied by the development of inflammation 
reaction. MCs fulfil a significant role in the all stages of inflammation. The number of MCs 
significantly increases against the background of myocardial infarction development, fibrotic 
heart disease and vascular atherosclerosis. Their contribution to the pathogenesis of the dis-
ease is ambiguous, because on the one hand it is aimed at tissue adaptation to damage, and 
on the other hand - avalanche-like synthesis and release of mediators from activated MCs 
aggravates the course of the process. As a result, MCs change their secretory profile, inter-
fere in the realization of cardiac functions against the background of inflammation, but at 
the same time modulate afferent information flow from the heart and efferent influences of 
the nervous system. The coordinated work of the system loses its stability, which can lead to 
severe consequences for the vital activity of the whole organism.
The analysis of the current state of the problem indicates that the heart activity depends 
on the functional state of MCs, their complex interaction with the nervous system both in 
the norm and, especially, against the background of pathological processes development.

Keywords: cardiac mast cells, sympathetic nervous system, infarction, fibrosis, atheroscle-
rosis
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В обзоре представлен краткий анализ современных знаний о такой посттрансля-
ционной модификации титина как фосфорилирование, с акцентом на изменения, 
происходящие при развитии сердечных заболеваний. Исследования, проведенные 
с использованием животных моделей заболеваний сердца, а также с использовани-
ем биоматериала сердечной ткани пациентов с различными патологиями, показы-
вают изменения уровня фосфорилирования титина. При развитии патологических 
изменений наблюдается, как правило, гиперфосфорилирование сайта S11878 и ги-
пофосфорилирование сайта S12022 в PEVK-последовательности титина, а также из-
менения уровня фосфорилирования сайтов в N2B-последовательности этого белка. 
Функциональным суммарным эффектом этих изменений является увеличение жест-
кости кардиомиоцитов и сердечной мышцы в целом, в основе которой лежат вязко-
упругие свойства титина, изменение которых, в свою очередь, наблюдается вследст-
вие гипо- или гиперфосфорилирования определенных сайтов этого белка. В обзоре 
представлено описание ряда терапевтических воздействий, способствующих изме-
нению уровня фосфорилирования титина, которые рассматриваются как способ из-
менения вязкоупругих свойств патологического миокарда с целью нормализации его 
сократительной способности. 

Ключевые слова: сердечная мышца, титин, фосфорилирование, кардиомиопатии 
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ВВЕДЕНИЕ 

Исследования механизмов адаптации сердечной ткани и скорости изменений функ-
ционирования сердца в процессе индивидуального развития, при старении, а также 
при развитии дисфункций остаются актуальными и на сегодняшний день. В этой обла-
сти науки многие нюансы остаются до конца не изученными. Например, сложны для 
изучения, особенно in vivo, механизмы сигнальных путей сердечной механотрансдук-
ции, которые взаимосвязаны с процессами увеличения наполнения и давления желу-
дочков [1]. Сигналы гемодинамической (механической) нагрузки, передаваемые через 
стенки сердца, воспринимаются миоцитами, которые реагируют изменениями сокра-
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тительной способности и экспрессии генов. Нарушение хорошо сбалансированного 
механизма восприятия гемодинамической нагрузки вызывает нарушения регуляции, 
ремоделирование сердца и сердечную недостаточность. Узловые точки механочувст-
вительности в кардиомиоцитах могут располагаться в областях Z-диска, I-зоны и М-
линии саркомеров. Продольное соединение/объединение этих областей обеспечивает-
ся гигантским эластичным механочувствительным белком титином (в русскоязычной 
научной литературе используется также название тайтин) [2, 3] (рис. 1). Молекула ти-
тина вследствие гигантских размеров и расположения во всех зонах саркомера (рис. 
1) становится уязвима при развитии сердечно-сосудистых заболеваний: сердечной 
недостаточности, диастолической дисфункции левого желудочка (в том числе вызван-
ной сахарным диабетом), аортального стеноза, ишемического повреждения, а также 
наследственных кардиомиопатий с патогенными вариантами гена титина [4, 5]. Эла-
стичные свойства молекул титина вносят вклад в модуляцию жесткости миокарда. 
Одним из важных молекулярных механизмов регулирования вязкоупругих свойств ти-
тина и вследствие этого жесткости саркомеров и мышцы в целом является изменение 
изоформного состава этого белка, что обеспечивает необходимый уровень пассивной 
жесткости его молекул в течение длительного периода. Известно, что изменения изо-
формного состава титина наблюдаются при патологических состояниях, например, 
при развитии терминальной стадии сердечной недостаточности у человека. Однако 
сердцу также необходим более быстрый и точный контроль над жесткостью молекул 
титина и мышцы в целом. Этого можно добиться за счет посттрансляционных модифи-
каций титина, в частности, фосфорилирования определенных участков его молекулы. 
Цель нашего обзора – проанализировать, как свойства титина могут быть изменены 
посредством его фосфорилирования с акцентом на изменения вязкоупругих свойств 
молекул этого белка при развитии/лечении заболеваний сердца. 

История исследования фосфорилирования титина in vitro и in vivo 
Исследования фосфорилирования последовательностей молекулы титина,  

расположенных в А-зоне и М-линии саркомера

В 1987 г. впервые было показано, что титин фосфорилируется in vivo [6]. Так, че-
рез трое суток после инъекции радиоактивного неорганического фосфата в дорсаль-
ные лимфатические мешки гладкой шпорцевой лягушки (Xenopus laevis) очищенные 
препараты титина икроножной мышцы содержали от 0.92 до 1.7 моля радиоактивного 
фосфосерина на 1 моль титина. Авторы также показали, что очищенные препараты ти-
тина, выделенные из скелетных мышц лягушки, содержали от 5 до 6 молей связанного 
неорганического фосфата на 1 моль белка [6]. В 1988 г. были получены аналогичные 
данные для титина диафрагмальной мышцы мыши [7]. После пятичасовой инкубации 
диафрагмы мыши в растворе, содержащем радиоактивный неорганический фосфат, 
обнаружено, что 1 моль титина содержал 2 моля радиоактивного фосфосерина. При 
этом очищенные препараты титина диафрагмальной мышцы мыши содержали около 
12 молей неорганического фосфата на 1 моль белка [7]. 

В 1992 г. была обнаружена способность бета-коннектина (протеолитического Т2-
фрагмента титина с м. м. ~ 2.2 МДа, взаимодействующего с миозиновыми нитями в А-
зоне саркомера, см. рис. 1), выделенного из скелетной мышцы курицы, аутофосфо-
рилироваться in vitro в присутствии [гамма-32P]-АТФ [8]. При этом такие киназы, как 
киназа легкой цепи миозина, цАМФ-зависимая протеинкиназа А (PKA) и протеинки-
наза С (PKC), не фосфорилировали бета-коннектин in vitro в вышеуказанных условиях. 
Позднее Yamasaki и соавт. выявили способность титина к фосфорилированию после 
24-часовой инкубации скинированных (лишенных мембраны) кардиомиоцитов крысы 
в растворе, содержащем [гамма-32P]-АТФ и протеинкиназу А [9]. Авторы подсчитали, 
что 1 моль титина содержал 0.85–0.89 моля неорганического радиоактивного фосфата. 
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Таким образом, эти авторы впервые показали, что бета-адренергическая стимуляция 
посредством протеинкиназы А приводит к фосфорилированию титина в сердечной 
мышце млекопитающих [9]. 

В 1992 г. Labeit и соавт. выделили кДНК, кодирующие эпитопы части молекулы 
титина, расположенной в А-зоне саркомера, а также определили 30 т. п. н. (1000 кДа) 
первичной структуры титина [10]. Первое, на что обратили внимание эти авторы, было 
наличие каталитического домена серин/треониновой протеинкиназы, расположенного 
вблизи С-конца молекулы титина в М-линии саркомера [10]. Функция киназного доме-
на титина некоторое время была не ясна. Впоследствии было сделано предположение 
о роли киназного домена титина [11], а также способных к фосфорилированию KSP-
последовательностей, расположенных в С-концевой части молекулы титина в М-зоне 
саркомера [12], в миофибриллогенезе. Результаты, полученные в 2006 г. Musa и соавт. 
[13], подтвердили правильность высказанного предположения. С использованием ли-
нии эмбриональных стволовых клеток мыши было показано, что делеция участка гена 
титина (TTN), кодирующего М-область его молекулы, включающую и киназный домен, 
предотвращает формирование саркомеров на ранних стадиях миофибриллогенеза [13]. 
Роль киназного домена титина в зрелых поперечнополосатых мышцах заключается 
в регуляции экспрессии мышечных генов и белкового обмена в саркомерах [14, 15], 
а также в регуляции сократительной функции мышцы [16]. В частности, в статье [16] 
авторы разработали нокаут, с помощью которого можно индуцировать экспрессию ти-
тина с дефицитом М-линии у взрослых мышей, и исследовали роль киназного домена 
титина в функционировании сердечной мышцы. Эксперименты на изолированном сер-
дце показали, что у нокаутных мышей сократительный ответ на бета-адренергические 
агонисты и внеклеточный кальций снижается. В частности, было обнаружено сниже-
ние скорости поглощения кальция, что могло быть связано с уменьшением содержания 
кальмодулина, фосфоламбана и SERCA2. В конечном итоге у нокаутных мышей разви-
валась гипертрофия сердца и сердечная недостаточность, которая, по мнению авторов, 
была связана с активацией сигнального пути протеинкиназы C, но не митоген-акти-
вируемых протеинкиназ. Авторы заключили, что киназный домен титина выступает 
в качестве регулятора сократительной функции сердечной мышцы за счет изменения 
кальциевого гомеостаза и активности протеинкиназ. 

Исследования фосфорилирования последовательностей N-концевой части молекулы титина, 
расположенной в Z-диске саркомера 

Первые данные о последовательности N-концевой части молекулы титина были 
получены Sebestyén и соавт. в 1995 г. [17]. Авторы, используя тотальную мРНК, вы-
деленную из сердечной мышцы кролика, получили кДНК с целью определения по-
следовательности, кодирующей N-концевую часть молекулы титина. Для иденти-
фикации соответствующих клонов авторы использовали моноклональные антитела 
(Т12), связывающиеся с частью молекулы титина, расположенной вблизи Z-диска 
саркомера. Была получена последовательность размером 5.4 т. п. н. [17]. Кодируемый 
полипептид проявлял способность к ERK1-зависимому фосфорилированию in vitro. 
Впоследствии в N-концевой части молекулы титина были идентифицированы сайты, 
богатые серином/пролином, которые фосфорилировались in vitro с помощью ERK-ки-
назы и циклин-зависимой протеинкиназы-2 (CDC2) [18]. Анализ N-концевой после-
довательности титина выявил наличие «Z-повторов», содержащих 45 аминокислот-
ных остатков. Поскольку количество «Z-повторов» титина варьирует в разных типах 
мышц, авторы [17] высказали предположение о роли фосфорилирования сайтов N-кон-
цевой части молекулы титина в сборке Z-дисков различной толщины и механической  
прочности. 
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Исследования фосфорилирования последовательностей молекулы титина, расположенных 
в I-диске саркомера 

Растяжимая часть молекулы титина, расположенная в I-зоне саркомера, имеет мо-
лекулярную массу от ~0.8 до ~1.5 МДа в зависимости от изоформ титина и их изова-
риантов [19]. Эта часть молекулы титина состоит из растяжимых в разной степени 
эластичных последовательностей: проксимальной и дистальной областей иммуно-
глобулин-подобных доменов, а также уникальных последовательностей N2A, N2B 
и PEVK [20] (рис. 1). Альтернативный сплайсинг I-области титина, определяющий раз-
меры PEVK-последовательности и последовательностей иммуноглобулин-подобных 
доменов, является основой разнообразия изоформ титина и их изовариантов. К насто-
ящему времени известно, что в разных отделах сердца взрослых животных и челове-
ка экспрессируются две основные изоформы титина: короткая N2B-изоформа с мо-
лекулярной массой 2970 кДа и длинная N2BA-изоформа с молекулярными массами 
ее вариантов от 3200 до 3350 кДа [21, 22]. Более длинная (менее жесткая) N2BA-изо-
форма содержит N2A и N2B уникальные последовательности, тогда как более корот-
кая (более жесткая) N2B-изоформа содержит соответственно только N2B-уникальную 
последовательность [21–24]. Изоварианты N2BA-изоформы титина имеют также бо-
лее длинную PEVK-последовательность и большее количество растяжимых имму-
ноглобулин-подобных доменов [21, 22]. Функционирование описанных растяжимых 
элементов определяет титин как молекулярную пружину, развивающую вязкоупругое 
напряжение при растяжении саркомера («пассивное напряжение») [25–28] и развиваю-
щую «возвратную силу» при сокращении/сжатии саркомера [29]. Впоследствии было 
установлено, что содержание более эластичной N2BA- и более жесткой N2B-изоформ 
титина различается в разных отделах сердца у млекопитающих, включая человека [24, 
30–34]. Постепенно складывалось представление о том, что неодинаковое содержание 
N2BА- и N2B-изоформ титина и вследствие этого их разное соотношение в миокарде –  
это важная молекулярная детерминанта, определяющая различия жесткости кардио-
миоцитов и сердечной мышцы в целом. 

Научная парадигма, сложившаяся в конце XX века и связывающая вязкоупругие 
свойства титиновых молекул с жесткостью сердечной мышцы, получила развитие 
в XXI веке. Было высказано предположение, что изменения вязкоупругих свойств мо-
лекул титина могут происходить вследствие фосфорилирования/дефосфорилирования 
этого белка, что, в свою очередь, будет иметь последствия для диастолического на-
полнения и последующей систолической функции сердца через механизм, известный 
как закон Франка – Старлинга [35]. В связи с этим последовал цикл работ, связанных 
с фосфорилированием титина и влиянием этой посттрансляционной модификации на 
жесткость сердечной ткани. 

Как упоминалось выше, в 2002 г. Yamasaki и соавт. показали, что фосфорилиро-
вание титина в скинированных кардиомиоцитах крысы наблюдалось после бета-
адренергической стимуляции, активирующей протеинкиназу А [9]. При этом авторы 
обнаружили фосфорилирование только интактных молекул титина-1 (Т1), тогда как 
протеолитические Т2-фрагменты титина не подвергались фосфорилированию. Значи-
мость этой работы в то время была велика, поскольку методически было очень труд-
но оценить фосфорилирование титина вследствие его гигантских размеров, а также 
вследствие высокой деградации этого белка. Кроме того, авторами был получен еще 
один важный результат: опосредованное протеинкиназой А фосфорилирование титина 
значительно снижало пассивное напряжение, развиваемое изолированными кардиоми-
оцитами в ответ на их растяжение [9]. Эксперименты по фосфорилированию in vitro 
рекомбинантных фрагментов титина совместно с данными, полученными методом им-
муноэлектронной микроскопии, позволили Yamasaki и соавт. сделать заключение, что 
протеинкиназа А фосфорилирует N2B-последовательность титина. 
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В 2005 г. Fukuda и соавт. [35] исследовали влияние опосредованного протеинки-
назой А фосфорилирования титина на изменение уровня пассивного напряжения 
скинированных препаратов сердечной ткани разных животных, имеющих различное 
N2BA/N2B соотношение. Обнаружено, что увеличение уровня фосфорилирования ти-
тина сопровождалось уменьшением уровня пассивного напряжения. Это уменьшение 
было более выражено в сердечной ткани с повышенным содержанием более жесткой 
(короткой) N2B-изоформы титина [35]. Авторы предположили, что опосредованное 
протеинкиназой А фосфорилирование титина способствует увеличению эластичности 
молекул титина, что, в свою очередь, способствует наполнению желудочков сердца 
за счет снижения жесткости их стенок. Позднее эти результаты, полученные на сер-
дечной мышце крысы и крупного рогатого скота [9, 35], подтвердились и на сердеч-
ной мышце человека [36]. Авторы [36] также предположили, что базальный уровень 
фосфорилирования титина в интактных мышцах, по-видимому, играет некую роль 
в определении уровня пассивного напряжения в норме [36]. Подобное предположение 
было высказано авторами на основании полученных ими данных, свидетельствующих 
о том, что если до обработки протеинкиназой А проводить дефосфорилирование ми-
офиламентов протеинфосфатазой 1, то последующее фосфорилирование титина было 
более значительным. 

Впоследствии были открыты сайты фосфорилирования в уникальной N2B-после-
довательности (N2Bus) титина. Так, S4185 является первым подтвержденным сайтом 
N2B-последовательности, фосфорилирование которого было опосредовано как про-
теинкиназой А, так и протеинкиназой G [37]. Было изучено влияние протеинкиназы 
G (PKG) на изменение уровня пассивного напряжения скинированных волокон до-
норских сердец и обнаружено значительное снижение этого уровня после обработки 
вышеуказанных мышечных образцов протеинфосфатазой 1. Данные in vitro, получен-
ные на отдельных молекулах титина, показали, что фосфорилирование протеинки-
назой G увеличивает изгибную жесткость N2B-последовательности, что согласуется 
с данными об уменьшении уровня пассивного напряжения скинированных волокон 
[37]. Таким образом, Krüger и соавт. показали, что опосредованное протеинкиназой G 
фосфорилирование титина сопровождается уменьшением жесткости скинированных 
волокон сердечной мышцы человека [37]. 

В 2013 г. Kötter и соавт. создали рекомбинантные конструкции N2B-последователь-
ности титина человека, крысы и собаки и проанализировали их фосфорилирование 
протеинкиназами A и G [38]. Было идентифицировано семь сайтов фосфорилирования 
в N2B-последовательности титина человека и крысы [38]. При этом было показано, 
что часть сайтов (S4010, T4065, S4065) фосфорилируется только протеинкиназой А, 
сайт S4092/S4099 – только протеинкиназой G. Сайты S3744 и S4185 фосфорилируют-
ся обеими протеинкиназами [38]. Сайт S4010 подвергается фосфорилированию также 
и ERK2-киназой [39]. Было высказано предположение, что это фосфорилирование на 
основе ERK2 снижает уровень пассивного напряжения, развиваемого молекулами ти-
тина при их растяжении. При этом авторы показали, что киназа ERK2 может фосфо-
рилировать и другие сайты в N2B-последовательности титина (S3873, S3915 и S3965). 
Известны также данные о фосфорилировании сайта S4062 кальций/кальмодулин-за-
висимой протеинкиназой II (CaMKIIδ) [40]. Фосфорилирование всех вышеуказанных 
сайтов в N2B-последовательности молекул титина сопровождалось уменьшением 
уровня пассивного напряжения кардиомиоцитов при их растяжении [37, 41]. 

Одной из важных киназ, участвующих в процессе фосфорилирования PEVK-по-
следовательности титина, является PKCα – преобладающая изоформа протеинкиназы 
С, экспрессируемая в сердце животных и человека, играющая важную роль в функци-
онировании миофиламентов, а также в развитии сократительной дисфункции и про-
грессировании сердечной недостаточности [42]. Было показано, что фосфорилирование 
PEVK-последовательности титина протеинкиназой С сопровождается увеличением 
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уровня пассивного напряжения, развиваемого кардиомиоцитами при их растяжении 
[43]. Авторы, используя масс-спектрометрию в сочетании с сайт-направленным мута-
генезом, выявили два сайта в области PEVK-последовательности сердечной N2B-изо-
формы, которые фосфорилируются PKCα (S11878 и S12022, или S26 и S170); при этом 
показано, что, когда эти два сайта мутируют на аланин, фосфорилирование эффективно 
прекращается [43]. Связь между PKCα, фосфорилированием PEVK-последовательности 
титина и пассивным напряжением была исследована и в работе других авторов [44]. Они 
показали, что PKCα-опосредованное фосфорилирование не влияло на уровень пассив-
ного напряжения в кардиомиоцитах мышей, у которых были генетически удалены сайты 
PEVK-последовательности титина [44]. Таким образом, данные, полученные в работах 
[43, 44], указывают на то, что опосредованное протеинкиназой С фосфорилирование 
PEVK-последовательности титина приводит к увеличению жесткости молекул этого 
белка и вследствие этого к увеличению жесткости кардиомиоцитов. 

В PEVK-последовательности титина обнаружены сайты, которые подвергаются 
фосфорилированию кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназой II (CaMKIIδ), 
а также протеинкиназой D [45, 46]. И если вклад опосредованного протеинкиназой D 
фосфорилирования титина обсуждается в контексте уменьшения уровня пассивного 
напряжения, то роль фосфорилирования PEVK-последовательности титина кальций/
кальмодулин-зависимой протеинкиназой II до конца не ясна. В 2013 г. Hidalgo и соавт. 
обнаружили, что в присутствии CaMKIIδ, Ca2+/кальмодулина и [γ-32P]-ATP наблюда-
лось фосфорилирование титина в скинированных волокнах левого желудочка сердца 
мыши [45]. Было обнаружено, что эта киназа фосфорилирует как N2B-, так и PEVK-
последовательности титина [40, 45]. Методом масс-спектрометрии [45] было выявлено 
пять сайтов фосфорилирования в PEVK-последовательности титина, распределенные 
более или менее равномерно по всей ее длине (S26, T70, T80, T117 и S170), из которых 
только S26 и S170 были высококонсервативны. Интересно, что мутация сайтов S26 
и S170 одновременно устраняла ~75% включения неорганического фосфата. Именно 
эти два сайта с высокой степенью достоверности подвергаются фосфорилированию 
протеинкиназой PKCα [43] и кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназой II 
[40, 45]. Вполне вероятно, что и CaMKIIδ, и PKCα могут фосфорилировать эти сай-
ты титина. Теоретически совместное фосфорилирование обоих этих сайтов титина 
может не вызвать изменения уровня пассивного напряжения, поскольку механиче-
ские эффекты способны нейтрализовать друг друга. Однако показано, что CaMKII-
опосредованное фосфорилирование титина сопровождалось уменьшением уровня 
пассивного напряжения (в основе которого лежат вязкоупругие свойства титиновых 
молекул) при растяжении кардиомиоцитов [40, 41]. Кроме того, известны данные, 
что уровень пассивного напряжения был выше в кардиомиоцитах мышей с двойным 
нокаутом CaMKIIδ/γ и ниже – в сердце у трансгенных мышей со сверхэкспрессией 
CaMKIIδ по сравнению с кардиомиоцитами мышей дикого типа. Принимая во вни-
мание вышесказанное, можно полагать, что CaMKII-опосредованное фосфорилирова-
ние N2B- и PEVK-последовательностей титина сопровождается уменьшением жест-
кости молекул этого белка и вносит вклад в уменьшение жесткости кардиомиоцитов  
и сердечной ткани в целом. 

В связи с вышесказанным необходимо обратить внимание на следующее. Нельзя 
исключить, что сродство CaMKIIδ может быть разным к N2B- и PEVK-последова-
тельностям титина. Вполне вероятно, что в растянутом саркомере сайты N2B-после-
довательности могут быть более доступными для фосфорилирования CaMKIIδ, чем, 
например, сайты PEVK-последовательности. В подтверждение этих слов можно при-
вести следующие данные. Недавно показано, что CaMKIIδ может фосфорилировать 
иммуноглобулин-подобные домены титина, расположенные в I-части его молекулы, 
при этом фосфорилируются они только после их разворачивания вследствие окисления 
[47]. Таким образом, подходить к интерпретации описанных выше результатов о роли 
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фосфорилирования титина в изменении вязкоупругих свойств его молекул необходимо 
с некой осторожностью. Необходимо также учитывать, что возможно существование 
достаточно большого количества еще не открытых потенциальных сайтов фосфорили-
рования титина, функциональное значение которых еще предстоит выяснить.

ИССЛЕДОВАНИЯ ФОСФОРИЛИРОВАНИЯ ТИТИНА ПРИ СЕРДЕЧНЫХ 
ПАТОЛОГИЯХ 

Фосфорилирование титина является наиболее изученной посттрансляционной мо-
дификацией титина, регулирующей не только жесткость его молекул, но и вследствие 
этого объем фракции сердечного выброса (изгнания) как при нормальной работе сер-
дца, так и при сердечной патологии. Особенно это касается тех пациентов, у которых 
сохраняется систолическая функция и объем фракции выброса левого желудочка, но 
наблюдается диастолическая дисфункция, а именно: замедленное расслабление и по-
вышенное диастолическое давление в левом желудочке. Установлено, что в основе 
этого явления лежит феномен эластической отдачи, который может быть объяснен 
наличием так называемой «возвратной силы», которая отодвигает концы миозиновых 
нитей от Z-линии. Титин и, в частности, наиболее вязкоупругая часть его молекулы – 
N2B-последовательность играют главную роль как в создании пассивного напряжения 
в покое (т. е. при низкой концентрации Са2+), так и в развитии «возвратной силы» в си-
столо-диастолическом переходе, что неоднократно было подтверждено в исследовани-
ях in vitro и in vivo на животных [29, 48, 49]. Впоследствии были обнаружены и кли-
нические корреляции, подтверждающие, что изменения изоформного состава титина 
(соотношения N2BA- и N2B-изоформ) имеют отношение как к диастолической, так 
и к систолической дисфункции левого желудочка у пациентов с сердечной недостаточ-
ностью, возникшей в результате неишемической дилатационной кардиомиопатии [50]. 

Первые сведения об уровне пассивного напряжения и фосфорилировании титина 
протеинкиназой А в кардиомиоцитах пациентов с сердечной патологией 

Надо отметить, что вплоть до 2002 г. исследователи получали противоречивые дан-
ные о жесткости патологического миокарда человека и животных. В частности, работы 
того времени на животных моделях дилатационной кардиомиопатии [51] и на моделях 
перегрузки давлением [31] демонстрировали увеличение жесткости миокарда. В то же 
время было выявлено снижение уровня пассивного напряжения в саркомерах сердеч-
ной мышцы пациентов с ишемической болезнью сердца с высоким конечно-диастоли-
ческим давлением левого желудочка [30]. Дело осложнялось еще разнообразием форм 
кардиомиопатий и отсутствием большого количества биоптатов. В 2004 г. Nagueh 
и соавт. впервые получили данные, свидетельствующие о корреляции между соот-
ношением N2BA- и N2B-изоформ титина и параметрами наполнения камеры левого 
желудочка сердца пациентов с терминальной стадией сердечной недостаточности, воз-
никшей в результате развития неишемической дилатационной кардиомиопатии [50]. 
В частности, авторы обнаружили прямую корреляцию между увеличением доли более 
эластичной N2BA-изоформы титина и уменьшением жесткости препаратов миокарда 
левого желудочка сердца пациентов. Эти изменения наблюдались на фоне увеличения 
конечного диастолического объема и уменьшения конечного систолического объема 
и фракции выброса сердечной мышцы пациентов. Авторы сделали заключение, что 
повышенная экспрессия N2BA-изоформы титина может отрицательно влиять на си-
столическую функцию, способствуя уменьшению конечного систолического объема 
и фракции выброса, но улучшать диастолическую функцию, способствуя увеличению 
эластичности миокарда. 
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Первые работы по исследованию взаимосвязи жесткости миокарда и ее коррекции 
с помощью изменения уровня фосфорилирования титина у пациентов с систоличе-
ской и диастолической дисфункциями были проведены около 20 лет назад [51–53]. Van 
Heerebeek и соавт. пришли к выводу, что пассивное напряжение, обусловленное вязко-
упругими свойствами молекул титина, в кардиомиоцитах пациентов с систолической 
дисфункцией значительно менее чувствительно к обработке протеинкиназой А, чем 
в кардиомиоцитах пациентов с сердечной недостаточностью с сохраненной фракцией 
выброса и диастолической дисфункцией [51]. В дальнейшем, в работе [52] из образ-
цов эндомиокардиальной биопсии двенадцати пациентов с сохраненной фракцией 
выброса (71 ± 11%) и диастолической дисфункцией были выделены одиночные кар-
диомиоциты. Кардиомиоциты, обработанные тритоном Х-100 для удаления мембран, 
растягивали до длины саркомера 2.2 мкм и активировали растворами, содержащими 
различные концентрации ионов Ca2+. По сравнению с кардиомиоцитами контрольной 
группы кардиомиоциты пациентов с диастолической дисфункцией развивали анало-
гичную общую изометрическую силу при максимальной концентрации Са2+, но их 
пассивное напряжение в отсутствие Са2+ (пассивное напряжение покоя) было почти 
в два раза выше. Введение протеинкиназы А в кардиомиоциты пациентов снижало 
уровень пассивного напряжения/жесткости до контрольных значений. Таким образом, 
были впервые получены данные о возможности коррекции жесткости миокардиальной 
ткани путем воздействия на нее протеинкиназы А [52]. Borbely и соавт. [53, 54] оконча-
тельно установили, что жесткость кардиомиоцитов зависит не только от соотношения 
более эластичной N2BA- и более жесткой N2B-изоформ титина, но и от изменений 
уровня фосфорилирования этого белка. Так, у пациентов с сердечной недостаточно-
стью впервые было обнаружено уменьшение уровня фосфорилирования N2B-изофор-
мы титина на фоне повышенной жесткости кардиомиоцитов [53, 54]. 

Итак, приведенные исследования показали, что существуют два отдельных фе-
нотипа сердечной недостаточности с разным ремоделированием левого желудочка: 
концентрическим – с нормальным размером полости левого желудочка, увеличенной 
толщиной стенки и повышенным соотношением массы и объема левого желудочка; 
и эксцентрическим – с дилатацией левого желудочка, нормальной или уменьшенной 
толщиной стенки и низкой фракцией выброса [52–55]. Эти работы позволили сделать 
предположение, что механизмы, ответственные за повышенную диастолическую жест-
кость сердца при диастолической дисфункции, могут различаться. В частности, важно 
было изучить, что является причиной болезни: ишемия, сопровождающаяся увеличе-
нием растяжимости миокарда, либо аортальный стеноз, гипертония и метаболические 
нарушения, требующие увеличения силы сокращений. 

Исследования сайт-специфического фосфорилирования титина в миокарде  
человека и животных при сердечной патологии, вызванной ишемией 

Понимание механизмов, поддерживающих сердечную функцию на ранней стадии 
после ишемии и инфаркта миокарда, и выявление процессов, инициирующих переход 
к дезадаптивному ремоделированию левого желудочка, представляют большой клини-
ческий интерес. Инфаркт миокарда увеличивает напряжение стенки жизнеспособного 
миокарда и инициирует раннее адаптивное ремоделирование в левом желудочке для 
поддержания сердечного выброса. Более поздние процессы ремоделирования вклю-
чают фиброзную реорганизацию, которая в конечном итоге приводит к сердечной не-
достаточности. В пионерской работе Neagoe и соавт., опубликованной в 2002 г. [30], 
было показано, что в левом желудочке пациентов с обширной ишемической болез-
нью сердца наблюдается увеличение доли более эластичной N2BA-изоформы титина 
и уменьшение доли более жесткой N2B-изоформы этого белка, что сопровождалось 
снижением обусловленной титином пассивной жесткости одиночных миофибрилл при 
их растяжении. 
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Исследования фосфорилирования титина при ишемии проводили, как правило, 
в условиях 20-минутной глобальной ишемии с последующей реперфузией, которая, как 
известно, активирует киназу CaMKIIδ [45]. В исследовании Hidalgo и соавт. [45] на изо-
лированном сердце мышей, подвергшихся протоколу ишемии-реперфузии, было обнару-
жено, что киназа CaMKIIδ достигает пика своей активности в течение трех минут после 
начала реперфузии. При этом не было обнаружено каких-либо изменений уровня фосфо-
рилирования сайтов S26 и S170 в PEVK-последовательности титина. Авторы предполо-
жили, что обнаруженное ими гиперфосфорилирование титина in vivo при ишемии может 
быть связано с увеличением уровня фосфорилирования N2B-последовательности этого 
белка. Позднее на модели инфаркта миокарда у мышей, вызванного ишемией с последу-
ющей реперфузией, были получены данные, указывающие на увеличение уровня фос-
форилирования CaMKIIδ-зависимого и PKCα-зависимого сайта S12022, расположен-
ного в PEVK-последовательности титина [56]. Обнаруженную при этом повышенную 
жесткость кардиомиоцитов мышей авторы объяснили как следствием гиперфосфорили-
рования PEVK-последовательности титина, так и следствием гипофосфорилирования 
N2B-последовательности этого белка. Работы последующих лет показали, что ишемия 
и кардиомиопатии имеют общие патомеханизмы, такие как повышение эластичности ти-
тина, однако при ишемии не было обнаружено изменений уровня фосфорилирования 
сайта S4010 в N2B-последовательности титина [57, 58]. 

Исследования сайт-специфического фосфорилирования титина в миокарде  
человека и животных при неишемической дилатационной кардиомиопатии 

Дилатационная кардиомиопатия (ДКМП) является основной причиной неишеми-
ческой сердечной недостаточности. Это заболевание характеризуется увеличением 
конечно-диастолического размера левого желудочка, снижением фракции выброса 
левого желудочка и наличием систолической дисфункции. ДКМП также может воз-
никать вследствие сопутствующих заболеваний, таких как диабет, инфекции, токсины 
(алкоголь и химиотерапевтические препараты) и высокое кровяное давление. Пример-
но в половине случаев развитие ДКМП обусловлено мутациями в более чем 50 генах, 
в основном кодирующих саркомерные и цитоскелетные белки [59]. В работе Makarenko 
и соавт. был проанализирован изоформный состав титина в левом желудочке сердца 
здоровых доноров-людей и в сердце 9 тяжело больных пациентов с ДКМП неишемиче-
ской природы [33]. Обнаружено увеличение доли N2BA-изоформы и уменьшение доли 
N2B-изоформы титина, а также уменьшение общего содержания этого белка в миокар-
де пациентов с ДКМП. Эти изменения сопровождались снижением уровня пассивной 
жесткости пучков волокон сердечной мышцы у пациентов. Авторы заключили, что 
обнаруженные изменения в титине и, в частности, увеличение доли более эластич-
ной N2BA-изоформы этого белка могут вносить вклад в улучшение диастолической 
функции миокарда пациентов с ДКМП, однако эти изменения, в свою очередь, могут 
способствовать ухудшению сократительной способности сердца во время систолы. 

Исследования пациентов с терминальной стадией дилатационной кардиомиопа-
тии выявили дефицит базального уровня фосфорилирования титина в сайтах, которые 
фосфорилируются протеинкиназами A и G [54, 60], по сравнению с донорскими сер-
дцами, что может способствовать диастолической дисфункции при сердечной недоста-
точности. Важно отметить, что ни PKA-зависимое, ни PKG-зависимое фосфорилиро-
вание не помогало снизить до контрольных значений повышенный уровень пассивной 
жесткости кардиомиоцитов у пациентов [54]. Возможно, изменение PKC-зависимого 
уровня фосфорилирования сайтов в PEVK-последовательности титина способствова-
ло поддержанию повышенного уровня пассивной жесткости кардиомиоцитов у паци-
ентов с сердечной патологией. 

Kötter и соавт. [38] в 2013 г. проанализировали влияние фосфорилирования сайтов 
в N2B- и PEVK-последовательностях титина на жесткость миокарда пациентов с дила-
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тационной кардиомиопатией. В этой работе ценно то, что в исследуемых образцах не 
были выявлены изменения в N2BA/N2B соотношении изоформ титина, тогда как были 
обнаружены изменения уровня фосфорилирования N2B- и PEVK-последовательностей 
титина. В частности, на фоне повышенной жесткости препаратов миокарда у пациен-
тов было выявлено гипофосфорилирование S4185, S4010 и S4099 сайтов в N2B-по-
следовательности и гиперфосфорилирование сайта S11878 в PEVK-последовательно-
сти титина. Авторы сделали следующие выводы: во-первых, гипофосфорилирование 
N2B-последовательности и гиперфосфорилирование PEVK-последовательности ти-
тина увеличивают жесткость сердечной мышцы при развитии патологии; во-вторых, 
изменения уровня фосфорилирования доменов титина могут быть важны для точной 
настройки пассивной жесткости миокарда и диастолической функции сердца. Сходные 
результаты были получены в работе Bollen и соавт., которые продемонстрировали ги-
пофосфорилирование PKA/ERK2-зависимого сайта S4010 у пациентов с ДКМП [57]. 

Исследования фосфорилирования титина в миокарде пациентов с ДКМП в целом со-
гласуются с данными, полученными на животных моделях, в том смысле, что в сравне-
нии с сердцами здоровых людей у пациентов наблюдается уменьшение уровня фосфори-
лирования как титина в целом, так и N2B-последовательности этого белка, тогда как по 
сайту S11878 в PEVK-последовательности титина наблюдается гиперфосфорилирова-
ние. В частности, сердечный титин был гипофосфорилирован по сайту S4010 в N2B-по-
следовательности титина в образцах левого желудочка сердца пациентов с тяжелой фор-
мой дилатационной кардиомиопатии [57] и идиопатической кардиомиопатии [58]. Сайт 
S4185 в N2B-последовательности титина был гипофосфорилирован у тяжело больных 
пациентов с ДКМП и диастолической дисфункцией [61, 62]. В большинстве описанных 
случаев эти изменения связаны с повышением жесткости кардиомиоцитов. Lakomkin 
и соавт. в 2020 г. [63] на доксорубициновой модели кардиомиопатии показали, что при 
диастолической дисфункции происходит замедление расслабления, сочетающееся с по-
вышением диастолического давления и мобилизацией анаэробного гликолиза. При этом 
выявлено увеличение общего уровня фосфорилирования титина, что коррелировало 
с почти двукратным увеличением доли более длинной N2BA-изоформы титина [63]. 
Сайт-специфическое гиперфосфорилирование сайта S11878 в PEVK-последовательно-
сти титина наблюдалось в образцах миокарда пациентов с тяжелой ДКМП и диастоличе-
ской дисфункцией [40, 61, 64]. Эти изменения сопровождались увеличением жесткости 
сердечной мышцы. Напротив, уровень фосфорилирования сайта S12022, также располо-
женного в PEVK-последовательности титина, не менялся при диастолической функции 
правого желудочка сердца у пациентов с легочной артериальной гипертензией [65]. 

Вышеуказанные относительно постоянные изменения уровня фосфорилирования 
титина на разных стадиях различных сердечно-сосудистых заболеваний могут казать-
ся несколько неожиданными, однако можно предположить, что эти изменения явля-
ются показателем адаптации сердца к новым условиям при развитии патологии. При 
этом факторов, модулирующих пассивную жесткость миофибрилл, помимо изменения 
изоформного состава титина или уровня его фосфорилирования, может быть больше. 
В частности, недавно показано, что развитие дилатационной кардиомиопатии, детер-
минированной мутациями в гене титина, приводящими к экспрессии укороченных мо-
лекул этого белка, сопровождается уменьшением жесткости миофибрилл сердечной 
мышцы человека [66]. В целом титин у пациентов с ДКМП участвует в механизме 
Франка – Старлинга не столько как пассивный эластичный компонент, сколько как ак-
тивный регулятор актин-миозинового взаимодействия. Возможно, что механизм Фран-
ка – Старлинга может быть одним из наиболее важных факторов патогенеза ДКМП, 
поскольку уменьшение жесткости сердечной мышцы (т. е. увеличение ее эластично-
сти, способности к большему растяжению) приводит к нарушению активации сокра-
щения в зависимости от длины растяжения саркомеров и мышцы в целом, т. е. приво-
дит к нарушению вышеуказанного механизма. 
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Исследования сайт-специфического фосфорилирования титина в миокарде  
человека и животных при гипертрофической кардиомиопатии 

Гипертрофическая кардиомиопатия характеризуется сохранением фракции вы-
броса левого желудочка, наличием диастолической дисфункции и обструкцией вы-
ходных путей. При этой патологии формируется жесткая неподатливая камера левого 
желудочка, которая препятствует диастолическому наполнению и повышает конечное 
диастолическое давление [67]. В конечном счете это заболевание может приводить 
к хронической ишемии миоцитов и их гибели и постепенному развитию систоличе-
ской дисфункции. Вследствие гипертрофии миокарда, как известно, экспрессия про-
теинкиназ А и G снижена, тогда как экспрессия PKCa, ERK2- и CaMKII-киназ, как 
правило, повышена. Raskin и соавт. [39] в 2012 г. в экспериментах in vitro, используя 
рекомбинантную N2B-последовательность титина человека (с 3750 по 4019 аминокис-
лотных остатков), обнаружили, что она является мишенью для ERK2-киназы. Авторы 
также заявили, что у человека мутация в TTN, кодирующем вышеуказанную область 
молекулы титина, сопровождается развитием гипертрофической кардиомиопатии, при 
которой наблюдается увеличение уровня фосфорилирования N2B-последовательно-
сти in vitro [39]. Известны данные [46] об увеличении жесткости сердечной мышцы 
пациентов с развитием гипертрофической кардиомиопатии. Повышенную жесткость 
сердечной мышцы пациентов авторы объясняют увеличением уровня фосфорилирова-
ния сайта S4062 N2B-последовательности и сайта S12022 PEVK-последовательности 
титина, что выявлено на фоне увеличения содержания и активности протеинкиназы 
CaMKII [46]. Авторы впервые продемонстрировали, что ключевой киназой, фосфо-
рилирующей титин при гипертрофической кардиомиопатии, является протеинкиназа 
D (PKD) – серин-треониновая киназа, которая относится к семейству CaMKII-киназ 
[46]. В частности, авторы обнаружили гиперфосфорилирование PKD-зависимого сай-
та S916 титина в миокарде пациентов с гипертрофической кардиомиопатией. Авторы 
также получили веские доказательства того, что введение протеинкиназы D в карди-
омиоциты мышей с нокаутом этой протеинкиназы приводило к снижению пассивной 
жесткости кардиомиоцитов, которая была выше у нокаутных животных [46]. Таким 
образом, авторы впервые выявили ранее неизвестную роль протеинкиназы D в регули-
ровании вязкоупругих свойств титина и вследствие этого жесткости кардиомиоцитов 
и сердечной мышцы в целом. 

Исследования сайт-специфического фосфорилирования титина в миокарде  
человека и животных при диастолической дисфункции неишемической этиологии 
В исследовании van Heerebeek и соавт. [55] на кардиомиоцитах пациентов с сахар-

ным диабетом было показано, что механизмы, ответственные за повышенную диасто-
лическую жесткость диабетического сердца, различаются при систолической и диа-
столической дисфункции: фиброз и возрастные изменения вносят вклад в развитие 
систолической дисфункции, тогда как повышенное пассивное напряжение кардио-
миоцитов в покое вносит вклад в сохранение фракции выброса [55]. Эта работа впо-
следствии дала развитие исследованиям диастолической дисфункции неишемического 
происхождения. За последние 20 лет нарастает объем свидетельств, что этому заболе-
ванию сопутствует высокая распространенность других заболеваний, таких как избы-
точный вес/ожирение, сахарный диабет, хроническая обструктивная болезнь легких 
и солечувствительная гипертензия. Были созданы многочисленные модели на живот-
ных (мышь, крыса, собака, свинья), которые имитируют заболевания сердца человека. 
Такие модели, как миокардит [68], легочная артериальная гипертензия, сужение аорты 
и сахарный диабет 2-го типа [69] позволили понять, в каком направлении происходят 
изменения изоформного состава титина и уровня фосфорилирования этого белка при 
патологических состояниях. 
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При моделировании стеноза аорты у мышей наблюдалось как уменьшение общего 
уровня фосфорилирования титина в сердце по сравнению со здоровыми контрольны-
ми группами [70], так и увеличение уровня фосфорилирования этого белка [71, 72]. 
Очевидно, противоречивые результаты относительно общего уровня фосфорилиро-
вания титина, наблюдаемые на животных моделях, могут быть связаны со стадией 
сердечной недостаточности, индуцированной в соответствующей модели. Например, 
тяжесть сердечной недостаточности может быть разной у мышей [71] и крыс [73], под-
вергшихся сужению аорты, в зависимости от уровня ее сужения. Сужение корня аорты 
или перевязывание аорты как модели для исследования диастолической дисфункции 
обычно приводит к эксцентрической гипертрофии левого желудочка из-за внутрисер-
дечной объемной перегрузки с чрезмерным отеком легких [74]. При стенозе аорты 
значительно повышается конечно-диастолическая жесткость левого желудочка и дав-
ление в нем, однако фракция выброса левого желудочка не снижается. Показано, что 
продолжительный стеноз аорты у мышей усугублял систолическую дисфункцию, что 
в конечном итоге приводило к сердечной недостаточности с низкой фракцией выброса 
[74]. Важно отметить, что подобные изменения редко наблюдаются у людей, а резуль-
таты моделирования длительного стеноза аорты на мышах не соответствуют клиниче-
ским результатам. Следовательно, нужно быть осторожнее, интерпретируя результаты 
моделирования диастолической функции на примере стеноза аорты [75]. Несмотря на 
это, моделирование стеноза аорты выявило некоторые общие тенденции. Так, Borbely 
и соавт. [54] в 2009 г., используя биопсии левого желудочка сердца пациентов со сте-
нозом аорты (без ишемической болезни сердца), обнаружили гипофосфорилирование 
N2B-последовательности титина, которое сопровождалось увеличением жесткости 
кардиомиоцитов при их растяжении в покое. При этом инкубация кардиомиоцитов 
в растворе, содержащем протеинкиназу А, восстанавливала уровень их пассивного 
напряжения. Последующие работы показали гипофосфорилирование PKG-зависимых 
сайтов N2B-последовательности титина: S4099 у собак с диастолической дисфункцией 
[76] и S4080 у крыс, подвергшихся стенозу аорты [73], а также PKA/ERK2-зависимых 
сайтов S4010 у собак с диастолической дисфункцией [76] и S991 у крыс со стенозом 
аорты [73]. В области PEVK-последовательности наблюдалось гиперфосфорилиро-
вание сайта S12884 у крыс со стенозом аорты [73]. Гипофосфорилирование сайтов 
S4099, S4185 и S4010 в N2B-последовательности титина и гиперфосфорилирование 
сайта S11878 в PEVK-последовательности этого белка было обнаружено также и в сер-
дечной ткани пациентов с ДКМП и гипертрофической кардиомиопатией [38]. При этом 
пассивное напряжение, развиваемое скинированными волокнами миокарда пациентов, 
было выше, чем в контроле. Авторы пришли к заключению, что гипофосфорилиро-
вание сайтов N2B-последовательности и гиперфосфорилирование PEVK-последова-
тельности титина могут действовать однонаправленно, повышая пассивное напряже-
ние/жесткость сердечной мышцы человека при развитии патологических изменений 
[38]. Таким образом, ряд исследований указывают на то, что изменения уровня фос-
форилирования в сайтах N2B- и PEVK-последовательностях титина сопровождаются 
увеличением жесткости кардиомиоцитов [38, 40, 73, 76, 77]. При этом инкубация in 
vitro выделенных кардиомиоцитов в растворе, содержащем протеинкиназу А, сопрово-
ждалась уменьшением вышеуказанной жесткости [77]. 

При моделировании стеноза аорты у мышей было показано, что сайты титина, 
фосфорилируемые протеинкиназой C, также могут играть важную роль в измене-
нии вязкоупругих свойств сердечной мышцы [71]. Так, при измерении пассивного 
напряжения миокарда было показано, что увеличение жесткости сердечной мышцы 
у мышей с сердечной недостаточностью связано как с фиброзом, так и с изменением 
вязкоупругих свойств молекул титина. При этом авторы обнаружили противоречащее 
вышеуказанным данным увеличение содержания более растяжимой N2BA-изоформы 
титина и уменьшение содержания более жесткой N2B-изоформы этого белка [71]. Что-
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бы выяснить вклад фосфорилирования титина в изменение вязкоупругих свойств его 
молекул, авторы провели вестерн-блоттинг с использованием антител, специфичных 
к некоторым фосфосайтам титина. В миокарде мышей с сердечной недостаточностью 
обнаружено гиперфосфорилирование сайтов титина, фосфорилируемых протеинкина-
зой А, а также сайта S11878 (S26) в PEVK-последовательности титина, фосфорилиру-
емого протеинкиназой C. При этом сайт S12022 (S170) в PEVK-последовательности 
титина, также фосфорилируемый протеинкиназой C, был гипофосфорилирован [71]. 
Авторы сделали вывод, что диастолическая дисфункция, индуцированная стенозом 
аорты, приводит к увеличению пассивной жесткости миокарда мышей как вследст-
вие фиброза, так и вследствие изменения вязкоупругих свойств молекул титина из-за 
гиперфосфорилирования сайта S11878 в PEVK-последовательности этого белка. При 
этом увеличение N2BA/N2B-соотношения изоформ титина не нормализовало пассив-
ную жесткость кардиомиоцитов мышей. По мнению авторов, изменения вязкоупругих 
свойств молекул титина вследствие фосфорилирования являются основным фактором 
повышения пассивной жесткости миокарда у мышей с сердечной недостаточностью. 

Диастолическая дисфункция у пациентов часто выявляется на фоне других заболе-
ваний, таких как избыточный вес/ожирение, сахарный диабет, хроническая обструк-
тивная болезнь легких и солечувствительная гипертензия. В частности, известно, что 
при стенозе аорты диастолическая дисфункция левого желудочка является чувстви-
тельным маркером дисфункции миокарда, вызванной сахарным диабетом II типа. Так, 
у пациентов c диастолической дисфункцией и повышенной жесткостью кардиомио-
цитов на фоне сахарного диабета II типа обнаружено гипофосфорилирование сайта 
S4099 N2B-последовательности титина из-за снижения активности протеинкиназы G 
и гиперфосфорилирование сайта S11878 в PEVK-последовательности этого белка из-
за повышенной активности протеинкиназы PKCα [64]. Однако важно подчеркнуть, что 
пациенты с диабетом принимали лекарства (инсулин, метформин, β-блокаторы), кото-
рые могли повлиять на изменения уровня фосфорилирования титина. 

Гипертензия также сопутствует диастолической дисфункции. В работе [65] обнару-
жено, что у пациентов с легочной артериальной гипертензией нарушение диастоличе-
ской функции правого желудочка вследствие повышенной жесткости кардиомиоцитов 
сопровождалось гипофосфорилированием следующих сайтов титина: PKA-зависи-
мого сайта S469 в N2B-последовательности и PKCα-зависимого сайта S12022 (S170) 
в PEVK-последовательности. При этом не было выявлено изменений уровня фосфо-
рилирования в PKCα-зависимом сайте S11878 (S26), расположенном в PEVK-после-
довательности титина [65]. В работе [78] показано, что у пациентов с легочной ар-
териальной гипертензией развитие диастолической дисфункции правого желудочка 
развивалось на фоне уменьшения общего уровня фосфорилирования титина, но при 
отсутствии изменений в N2BA/N2B-соотношении изоформ этого белка. 

В связи с тем, что диастолическая дисфункция у пациентов часто выявляется на фоне 
других заболеваний, указанных выше, адекватной моделью диастолической дисфункции 
можно считать модель гипертонической кардиомиопатии и гиперлипидемии у свиней 
[79]. С помощью этой модели авторы выявили развитие гипертрофии левого желудочка 
и дилатацию левого предсердия у свиней. Эти изменения сопровождались уменьшением 
общего уровня фосфорилирования титина и увеличением доли более жесткой N2B-изо-
формы этого белка, что может вносить вклад в увеличение жесткости миокарда. 

Итак, жесткость миокарда, основанная на вязкоупругих свойствах молекул титина, 
определяется соотношением его изоформ, а также уровнем фосфорилирования сайтов 
в эластичной I-части молекулы этого белка. Проведенные исследования показывают, что 
в ситуациях, когда требуется мобилизация растяжения миокарда, соотношение жест-
кость/эластичность сдвигается в сторону увеличения эластичности, а когда требуется 
усиление сокращений сердечной мышцы, то увеличивается жесткость молекул титина. 
При этом изменения уровня фосфорилирования титина все чаще признаются важным 
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молекулярным инструментом, вносящим вклад в патофизиологию заболеваний сердца. 
Эти данные о титине открывают новые терапевтические возможности для нормализации 
сократительной функции миокарда у пациентов с сердечными заболеваниями. 

Фосфорилирование титина как мишень для терапии 
Титин благодаря изменению экспрессии его изоформ и/или уровня его фосфорили-

рования все чаще признается в качестве ключевого молекулярного инструмента в па-
тофизиологии некоторых заболеваний сердца. В связи с этим титин является потен-
циальной мишенью для фармакологических манипуляций, составляя, таким образом, 
новую терапевтическую мишень. Терапевтические воздействия в этом направлении 
могут быть направлены как на изменение соотношения N2BA- и N2B-изоформ титина, 
так и на изменение уровня фосфорилирования этого белка. 

Интересным и многообещающим подходом, предложенным недавно, является ис-
пользование полимеров ламинина в изменении жесткости сердечной мышцы путем 
изменения экспрессии N2BA- и N2B-изоформ титина [80]. Ламинины – это белки 
внеклеточного матрикса базальной мембраны кардиомиоцитов. Авторы [80] показа-
ли, что внутримиокардиальная ex vivo инъекция полиламинина в сердце крысы вы-
зывала увеличение в 1.9 раза экспрессии более эластичной N2BA-изоформы титина 
и уменьшение в 3.9 раза экспрессии более жесткой N2B-изоформы этого белка по  
прошествии 4 ч. 

Что касается парадигмы лечения сердечных заболеваний путем изменения уров-
ня фосфорилирования титина, то следует поговорить о диастолической дисфунк-
ции неишемического происхождения и ее сопутствующих заболеваниях, указанных 
выше, способных вызывать системное воспалительное состояние. Хроническое вос-
паление развивается при хронической обструктивной болезни легких, что является 
одновременно преморбидным признаком диастолической дисфункции [81] и факто-
ром смертности от сердечной недостаточности с сохраненной фракцией выброса [82]. 
При висцеральном ожирении жировая ткань инфильтрируется макрофагами, которые 
вызывают системное воспалительное состояние из-за секреции провоспалительных 
цитокинов [83]. Недавно было показано, что сопутствующие заболевания сопровожда-
ются более значительным ухудшением функции и структуры миокарда при диастоли-
ческой дисфункции, чем при артериальной гипертензии [84]. Это подтверждает до-
полнительное ухудшение диастолической дисфункции за счет таких механизмов, как 
нейроэндокринная активация [85] и недостаток высокоэнергетических фосфатов [86]. 
Было также показано, что системное воспалительное состояние, вызванное этими со-
путствующими заболеваниями, очевидно, проявляется в связи с высокими циркулиру-
ющими уровнями интерлейкина-6 (IL-6) и фактора некроза опухоли α (TNF-α). Уровни 
этих же цитокинов были повышены и у пациентов с диастолической дисфункцией [87]. 
Такое обилие новых данных о структуре, функциях и передаче сигналов в миокарде 
позволяет создать новую парадигму лечения диастолической дисфункции с помощью 
фосфорилирования титина. В частности, есть работы, показавшие, что ингибирование 
рецептора интерлейкина-6 модулирует иммунную реакцию и восстанавливает уровень 
фосфорилирования титина при экспериментальном миокардите. Так, Hirota и соавт. 
[88] продемонстрировали, что одновременная сверхэкспрессия IL-6 и рецептора IL-6 
у мышей вызывает концентрическую гипертрофию, типичную для гипертонической 
сердечной недостаточности. В другом исследовании [68] авторы применили антитела 
к рецептору IL-6 у мышей с целью улучшения сердечной дисфункции, развившейся на 
фоне миокардита, индуцированного вирусом Коксаки типа В. В миокарде пораженных 
мышей было выявлено уменьшение общего уровня фосфорилирования N2BA-изофор-
мы титина, тогда как уровень фосфорилирования N2B-изоформы не изменялся [68]. 
Однократная инъекция антитела MR16-1/tocilizumab к рецептору IL-6 нормализовало 
функцию сердечной мышцы и общий уровень фосфорилирования титина. 
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В связи с накопившимся объемом данных о том, что диастолической дисфункции 
сопутствуют гипертония, гиперлипидемия, и, как следствие, системное провоспали-
тельное состояние и снижение биодоступности оксида азота, становится очевидным, 
что падает содержание циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) и снижается 
активность протеинкиназы G в кардиомиоцитах. В свою очередь, как известно, низ-
кая активность протеинкиназы G способствует развитию гипертрофии и повышению 
жесткости кардиомиоцитов вследствие гипофосфорилирования титина. Нарушение 
регуляции пути цГМФ – протеинкиназа G тесно связано с ремоделированием сердца 
и развитием сердечной патологии. В настоящее время доступно множество веществ, 
которые стимулируют этот путь (см. недавний обзор о роли цГМФ в сердце [89]). Ин-
гибиторы фосфодиэстеразы-5А (такие как силденафил) и натрийуретический пептид 
B-типа, которые повышают уровень цГМФ, показали себя многообещающими в каче-
стве потенциальных средств лечения диастолической дисфункции в доклинических 
испытаниях. В частности, на модели диастолической дисфункции у собак было пока-
зано, что силденафил и натрийуретический пептид B-типа увеличивали уровень фос-
форилирования титина, уменьшали жесткость кардиомиоцитов и повышали растяжи-
мость левого желудочка [90]. 

Однако следует отметить, что несмотря на то, что вышеописанные методы лече-
ния были многообещающими в лабораторных условиях, расхождения в дозировках 
и метаболические различия между животными и людьми часто являются причиной 
неудач клинических испытаний [89]. Подобная ситуация – только одно из многих пре-
пятствий на пути поиска новых эффективных методов лечения сердечной недостаточ-
ности. Кроме того, сложность путей, таких как цГМФ-протеинкиназа G, означает, что 
регуляция промежуточных этапов пути также может быть непреднамеренно изменена 
и противодействовать желаемому эффекту лечения. Вероятно, поэтому использование 
ингибиторов фосфодиэстеразы-5А в исследовании RELAX не выявило значительного 
улучшения диастолической функции у пациентов, получавших лечение [90, 91]. Ана-
логичные испытания проводились с ингибиторами фосфодиэстеразы-9А, целью кото-
рых также было повышение концентрации цГМФ в сердце и улучшение сердечной 
функции [92]. При моделировании диастолической дисфункции у мышей показано, 
что ингибирование фосфодиэстеразы-9А уменьшало диастолическую жесткость лево-
го желудочка сердца [93]. 

Активаторы/стимуляторы растворимой гуанилатциклазы считаются также много-
обещающим средством лечения сердечной недостаточности с сохраненной фракцией 
выброса, поскольку было обнаружено, что они повышают уровни цГМФ, что приводит 
к увеличению активности протеинкиназ А, G и ERK2, и одновременно снижают актив-
ность киназ PKCα и CaMKIIδ [94, 95]. Однако эти результаты не были воспроизведены 
ни в клинических исследованиях VITALITY, ни в SOCRATES, так как не наблюдалось 
улучшения диастолической функции у пациентов с сердечной недостаточностью с со-
храненной фракцией выброса, получавших vericiguat – новый пероральный стимуля-
тор растворимой гуанилатциклазы [96, 97]. Тем не менее считается, что вышеуказан-
ные методы лечения могут быть успешными для подгруппы пациентов с нарушением 
передачи сигналов пути цГМФ – протеинкиназа G. 

В заключительной части этой главы следует остановиться на одном недавнем ис-
следовании, посвященном изучению роли метформина в улучшении диастолической 
функции сердца мыши при моделировании сердечной недостаточности с сохраненной 
фракцией выброса [98]. В частности, авторы использовали операцию по поперечному 
сужению аорты с введением дезоксикортикостерона ацетата для увеличения диастоли-
ческой жесткости сердечной мышцы у мышей, а также с целью достижения неперено-
симости этими животными физических нагрузок. У мышей, получавших метформин 
с питьевой водой, обнаружено уменьшение пассивной жесткости миокарда левого же-
лудочка, а также увеличение устойчивости к физическим нагрузкам. Эти изменения 
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наблюдались на фоне гиперфосфорилирования PKA-зависимых сайтов в N2B-после-
довательности титина, что, как известно, сопровождается уменьшением жесткости 
молекул титина. Уровень фосфорилирования PEVK-последовательности титина в ми-
окарде мышей, получавших метформин, не изменялся [98]. Принимая во внимание 
известные данные, что метформин улучшал диастолическую функцию у пациентов 
с диабетом, авторы сделали осторожное предположение о возможном терапевтиче-
ском использовании этого вещества в лечении диастолической дисфункции и сердеч-
ной недостаточности с сохраненной фракцией выброса [98]. Другими перспективными 
терапевтическими средствами, способствующими уменьшению пассивной жесткости 
миокарда при развитии диабетической кардиомиопатии, считаются инсулин [64] и ней-
регулин-1 (NRG-1) [99].

Таким образом, фосфорилирование титина, изменяющее вязкоупругие свойства 
миокарда, представляет собой потенциальную мишень для терапевтического вмеша-
тельства у пациентов с сердечными патологиями. Данные, приведенные в нашем об-
зоре, демонстрируют положительное влияние на жесткость кардиомиоцитов, в основе 
которой лежат изменения уровня фосфорилирования титина, таких препаратов, как 
силденафил, ингибитор фосфодиэстеразы 5А, натрийуретический пептид головного 
мозга (активатор гуанилатциклазы), метформин, инсулин и нейрегулин-1.
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The review provides a brief analysis of current knowledge about such post-translational 
modification of titin as phosphorylation, with an emphasis on the changes that occur during 
the development of heart diseases. Studies conducted using animal models of heart disease, 
as well as using biomaterial from cardiac tissue from patients with various pathologies, show 
changes in the level of titin phosphorylation in comparison with healthy controls. As a rule, 
hyperphosphorylation of the S11878 site and hypophosphorylation of the S12022 site in the 
PEVK sequence of titin are observed, as well as changes in the level of phosphorylation of 
sites in the N2B sequence of this protein during the development of pathological changes. 
The functional effect of these changes is an increase in the stiffness of cardiomyocytes and 
cardiac muscle as a whole, which is based on the viscoelastic properties of titin, changes in 
which, in turn, are observed due to hypo- or hyperphosphorylation of certain sites of this 
protein. The review also provides a description of a number of therapeutic interventions 
aimed at changing the level of titin phosphorylation, which are considered as a way to 
change the viscoelastic properties of pathological myocardium in order to normalize its 
contractility. 
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Оригинальный метод кластеризации на основе дискретной оптимизации многомер-
ных объектов по множеству разнородных параметров: возрасту, выраженности сте-
ноза сонных артерий (СА), личностных и когнитивных характеристик применялся 
для выявления пред- и послеоперационных особенностей профиля когнитивных 
функций. В исследовании принимали участие 163 кардиохирургических пациен-
та. Определение стенозов СА проводили в дооперационный период с применени-
ем цветного дуплексного сканирования и дальнейшей классификацией поражения. 
Психометрическую оценку личностной и ситуативной тревожности, а также пси-
хомоторных и исполнительных функций, внимания, кратковременной памяти вы-
полняли за 3–5 дней до и на 7–10-е сутки после операции коронарного шунтирова-
ния (КШ). В результате кластеризации массивов 17 нормализованных показателей 
и последующего анализа сформированных таким способом трех групп обнаружена 
разная динамика восстановления профиля когнитивных функций после КШ. Одна 
из групп была обозначена как группа когнитивных резервов согласно лучшим в ней 
показателям селекции информации и памяти как в предоперационный, так и в по-
слеоперационный период. Другая выделенная группа характеризовалась послеопе-
рационным повышением скорости селекции информации, но низкими показателями 
памяти. Третья выделенная группа продемонстрировала тесные взаимосвязи пока-
зателей внимания, памяти и эффективности сложной зрительно-моторной реакции 
с возрастом и степенью стеноза СА вне зависимости от до- или послеоперацион-
ного периода тестирования, что может свидетельствовать об устойчивой дезорга-
низации когнитивных функций у таких пациентов, требующей особого внимания 
при выборе для них программ нейро- и кардиореабилитации. Следовательно, раз-
работанный метод кластеризации позволяет группировать пациентов по множеству 
разнородных параметров для выявления динамики их изменений в ходе лечебного  
воздействия.

Ключевые слова: кластеризация на основе дискретной оптимизации параметров, 
когнитивный статус, операция коронарного шунтирования, стенозы сонных арте-
рий, возраст
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ВВЕДЕНИЕ

Атрофия нейронов, атеросклероз кровеносных сосудов и повышенный риск ког-
нитивных нарушений и сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) сопровождают про-
цесс старения [1–3]. Возрастное снижение наблюдается для скорости селекции ин-
формации и эффективности выполнения сложных задач с множественным выбором 
решения [4], а ССЗ сопровождаются дефицитом во многих областях когнитивной 
деятельности, в том числе нарушениями психомоторных реакций, памяти и испол-
нительных функций [3, 5, 6]. Тесная взаимосвязь этих процессов и их большое раз-
нообразие в динамике развития вследствие использования индивидуальных когнитив-
ных резервов определяет актуальность продолжения исследования закономерностей 
формирования когнитивного дефицита у лиц с ССЗ, несмотря на ранее полученные  
результаты [7–13].

В результате выполненных ранее нами исследований с применением иерархиче-
ского метода кластеризации для массива показателей когнитивного и эмоционально-
го статуса пациентов с ССЗ была выделена группа риска развития послеоперацион-
ной когнитивной дисфункции (ПОКД) после операции коронарного шунтирования  
[15, 16]. Наиболее информативными для выявления ПОКД оказались показатели 
скорости реакции на зрительные стимулы, предъявленные в режиме обратной свя-
зи с экспозицией этих стимулов, и количество кратковременно запоминаемых слов. 
Показана эффективность тестирования кратковременной памяти и устойчивости 
внимания для дифференциации пациентов с разной выраженностью стеноза сонной 
артерии (СА): постоперационное улучшение этих показателей обнаружено в группе 
без стеноза, а снижение – при стенозах СА более 50%, причем пациенты последней 
группы отличались также старшим возрастом и большей личностной тревожностью 
[16]. Однако группы со стенозом менее 50% и без его диагноза в анамнезе характе-
ризовались смешанным соотношением возраста, тревожности и показателей когни-
тивного статуса. Вследствие этого с целью выяснения комплекса этих разнородных 
переменных, наиболее информативного для прогноза риска развития ПОКД, и выделе-
ния групп пациентов с ИБС, различающихся профилем восстановления когнитивных 
функций, как следствия разной индивидуальной динамики восстановления активно-
сти мозга после КШ, нами был использован оригинальный метод кластеризации на 
основе дискретной оптимизации многомерных объектов по множеству разнородных  
параметров [17–19].

Применение этого метода для анализа показателей мощности ЭЭГ позволило ра-
нее выделить группу пациентов с ССЗ, отличающуюся высокочастотной активностью 
мозга [20], которая рассматривается как один из нейрофизиологических показателей 
послеоперационного когнитивного дефицита [21].

В продолжение этого направления исследований для выяснения соотношения пре-
доперационного профиля когнитивных функций и его послеоперационной реоргани-
зации у кардиохирургических пациентов было разработано программное обеспечение 
и выполнены вычисления с применением оптимальной кластеризации многомерных 
объектов по множеству разнородных параметров: возрасту, наличию стеноза СА и ког-
нитивных характеристик. Основной особенностью этого метода является ориентация 
на минимизацию суммарных расстояний между всеми парами объектов, включаемы-
ми в кластер. В отличие от большинства других подходов, включая метод к-центров, 
полученные результаты не зависят от выбора начальных приближений к оптимумам 
и гарантируют максимальную к ним близость.

Вычисления были выполнены с использованием гибридного алгоритма, сочетаю-
щего преимущества точных методов на базе кластеризации в парных расстояниях на 
начальном этапе (была применена одна из модификаций алгоритма муравьиной ко-
лонии) и быстродействия методов решения упрощенных задач с кластеризацией по 
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центрам кластеров на завершающем этапе [19, 22]. Для анализа были взяты перемен-
ные, информативные для прогноза ПОКД [15, 16, 24], и заданы три кластера, учиты-
вая данные клинической классификации стенозов и ранее полученные нами результа-
ты, указывающие на разные формы организации показателей когнитивных функций 
в группах пациентов в до- и послеоперационный период [15, 16]. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследование были включены данные 163 пациентов со стабильной ишемиче-
ской болезнью сердца (ИБС), перенесших изолированное коронарное шунтирование 
или сочетанную операцию коронарного шунтирования с каротидной эндартерэкто-
мией. Более подробно критерии включения пациентов в исследование были описаны 
ранее [14–16]. Определение стенозов СА проводили в дооперационный период с при-
менением цветного дуплексного сканирования с дальнейшей его классификацией по 

Таблица 1. Клинико-анамнестические характеристики пациентов, перенесших коронарное 
шунтирование

Показатели Пациенты n = 163

Возраст, лет, Me [Q25; Q75] 58 [53; 63]

Образование, n (%)
Среднее 132 (81)

Высшее 31 (19)

Курение, n (%) 86 (53)

Длительность анамнеза ИБС, лет, Me [Q25; Q75] 5.5 [3.5; 11]

Наличие артериальной гипертензии, n (%) 143 (88)

Фракция выброса левого желудочка, %, Me [Q25; Q75] 58 [51; 63]

Функциональный класс стенокардии, n (%)
I-II 103 (63)

III 60 (37)

ХСН, функциональный класс, n (%)
I-II 108 (66)

III 55 (34)

Стенозы СА, n (%)

менее 30 % 86 (53)

30–49% 49 (30)

˃ 50 % 28 (17)

Наличие сахарного диабета 2-го типа, n (%) 37 (23)

Инсульт в анамнезе, n (%) 12 (7)

Тип операции, n (%)

Изолированное КШ 135 (83)

Сочетанное 
вмешательство

28 (17)

ИБС – ишемическая болезнь сердца; ХСН – хроническая сердечная недостаточность; СА – сонные артерии; 
Me [Q25; Q75] – обозначение медианы и нижнего и верхнего квартилей для соответствующей переменной.
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NASCET (диаметр просвета сосуда, оставшийся в наиболее узкой части стенозиро-
ванного участка соотносится с диаметром просвета интактного участка внутренней 
сонной артерии дистальнее стеноза) и ECST (диаметр просвета в наиболее узкой части 
стенозированного участка соотносится с расчетной величиной диаметра просвета со-
суда) и выделением трех групп: 1) с отсутствием стенозов или их малой выраженно-
стью (менее 30%), 2) умеренного (30–49%) и 3) выраженного (более 50%). 

Клинико-анамнестические характеристики участников исследования представлены 
в табл. 1. 

Когнитивные функции были оценены на программном психофизиологическом 
комплексе «Status PF» в два этапа: за 3–5 дней до кардиохирургического вмешательст-
ва и на 7–10-е сутки после него. Подробнее процесс психометрического тестирования 
описан ранее [15]. В табл. 2 представлен перечень полученных когнитивных показа-
телей. Для оценки личностной и ситуативной тревожности использовали опросник 
Спилбергера–Ханина.

Таблица 2. Краткие обозначения когнитивных характеристик, использованных при 
кластеризации

Переменная Обозначение

Тест Зрительно-моторная реакция выбора

Время реакции СЗМР-СР 

Количество ошибок СЗМР-КО 

Тест Уровень функциональной подвижности нервных процессов  
(с обратной связью экспозиции стимулов согласно скорости ответов)

Время реакции УФП-СР 

Количество ошибок УФП-КО 

Количество пропущенных сигналов УФП-ППС 

Тест Работоспособность головного мозга  
(с обратной связью экспозиции стимулов согласно скорости ответов,  

фиксированная продолжительность выполнения – 5 мин)

Время реакции РГМ-СР 

Количество ошибок РГМ-КО 

Количество пропущенных сигналов РГМ-ППС 

Тест Корректурная проба Бурдона

Количество символов, обработанных за 1-ю минуту КПБ_1 

Количество символов, обработанных за 4-ю минуту КПБ_4 

Тесты Кратковременное запоминание

Чисел З_ч 

Слогов З_слг 

Слов З_слв 
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Для классификации массива разнородных переменных: показателей возраста, вы-
раженности стеноза СА, тревожности и когнитивных функций применяли разработан-
ный нами гибридный алгоритм, сочетающий преимущества точных методов кластери-
зации в парных расстояниях на начальном этапе с быстродействием методов решения 
упрощенных задач с кластеризацией по центрам кластеров [22, 23]. С применением 
этого алгоритма гибридной оптимальной кластеризации на основе анализа массивов 
17 нормализованных показателей были сформированы 3 кластера из предоперацион-
ных данных и 3 – из послеоперационных.

Последующий статистический анализ специфики кластерной организации показа-
телей когнитивно-эмоционального статуса пациентов, зарегистрированных до и после 
операции коронарного шунтирования, выполняли с применением пакета программ 
Statistica 13.3 (SN: JPZ912J057923 CNET2ACD-K).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В табл. 3 и 4 приведены значения медиан исследованных показателей и уровень 
р для их межгрупповых различий в 3 кластерах, сформированных на основе анализа 
показателей возраста, выраженности стеноза СА, личностной и ситуативной тревож-
ности и когнитивных функций, оцененных в до- и послеоперационный периоды. Срав-
нительный анализ всех переменных в 3 кластерах выполняли с применением непара-
метрического Н-критерия Краскела–Уоллиса. 

Таблица 3. Различия переменных в трех кластерах, сформированных по дооперационным 
данным кардиохирургических пациентов

Переменная

Кластер

Н/p

p-значение

1
стеноз

2
дефицит

3
резервы

р 1_3 р 2_3

Выраженность стеноза СА 1 0 0 111.94/0.000 0.0001 н/з

Личностная тревожность 40 41 37 12.21/0.002 0.018 0.003

Ситуативная тревожность 21 23 19 11.29/0.004 н/з 0.003

УФП-КО 25 25 22 12.97/0.0015 0.012 0.003

УФП-ППС 15 15 19 9.91/0.007 н/з 0.006

РГМ-СР 450 432 416 7.30/0.026 0.020 н/з

РГМ-КО 123 123 104 9.96/0.007 0.014 0.025

РГМ-ППС 57 58 86 17.12/0.002 0.0005 0.002

КПБ_1 66 65 89 30.04/0.000 0.0001 0.0001

КПБ_4 85 91 117 26.54/0.000 0.0001 0.0001

З_ч 4 4 6 27.16/0.000 0.0001 0.0001

З_слг 3 2 4 22.51/0.000 0.032 0.0001
Обозначения, как в табл. 2; приведены медианы каждого показателя; р – значимость результата множест-
венных сравнений между обозначенными кластерами согласно Н-критерию Краскелла – Уоллиса; р 1_3 при 
сравнении 1-го и 3-го кластеров, р 2_3 при сравнении 2-го и 3-го кластеров; н/з – нет значимых различий 
между соответствующими переменными.
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Количество пациентов в выделенных кластерах при вычислениях с дооперацион-
ными показателями составило 57, 53 и 53 человека. Дооперационный Кластер 1 (обо-
значим его как группа Стеноз) включал всех пациентов со стенозом СА более 50% 
и дополнительно тех, кто принадлежал к группе по стенозу менее 50%, но более 30%. 
Эта группа не отличалась по когнитивным характеристикам в сравнении с Кластером 2 
(группа Дефицит), различия наблюдались только в показателе выраженности стеноза 
(Н = 111.94 при p < 0.0001), а при сравнении с Кластером 3 (группа Резервы) различия 
были представлены широким комплексом показателей селекции информации и памя-
ти, указывавшим на дефицит памяти, внимания и скорости реакции при селекции сти-
мулов (0.00001 < p < 0.03 по критерию Краскелла–Уоллиса) (см. табл. 3). 

Кластер 3 (группа Резервы) отличался от Кластеров 1 и 2 меньшими значениями 
личностной и ситуативной тревожности, а также лучшими показателями внимания 
и памяти при меньшем количестве ошибок в сравнении с Кластером 2. Кластеры, 
сформированные на основе группировки данных, зарегистрированных в дооперацион-
ный период, не имели значимых различий ни по возрасту, ни по показателям сложной 
зрительно-моторной реакции, времени реакции при тестировании функциональной 
подвижности нервных процессов с обратной связью экспозиции стимулов согласно 
скорости ответов и кратковременной вербальной памяти.

При кластеризации переменных с включением послеоперационных значений ког-
нитивных показателей были выделены также три кластера, однако с перераспреде-

Таблица 4. Различия переменных в трех кластерах, сформированных по послеоперационным 
показателям когнитивных функций кардиохирургических пациентов 

Переменная

Кластер

Н/p

p-значение

1
стеноз

2
дефицит

3
резервы

р 1_2 р 1_3 р 2_3

Возраст 61 57 57 9.06/0.011 0.04 0.02 н/з

Выраженность 
стеноза СА

1 1 0 49.09/0.000 н/з 0.0001 0.0001

Личностная 
тревожность 

43 38 37 13.51/0001 0.03 0.0001 н/з

СЗМР-СР 554.5 507.0 515.5 11.67/0.003 0.002 н/з н/з

УФП-КО 25.5 27.0 23.0 19.11/0.0001 н/з н/з 0.0001

УФП-ППС 15.0 9.0 14.0 15.31/0.0005 0.001 н/з 0.01

РГМ-СР 435.5 442.0 420.5 10.01/0.007 н/з 0.04 0.01

РГМ-КО 129.5 140.0 115.5 10.13/0.0001 н/з 0.02 0.0001

РГМ-ППС 51.5 31.0 79.0 34.14/0.000 0.02 0.003 0.0001

КПБ_4 87.0 105.0 101.5 6.26/0.044 0.05 н/з н/з

З_ч 5.0 4.0 5.0 15.28/0.0005 0.01 н/з 0.001

З_слг 3.0 2.0 3.5 26.57/0.000 0.004 н/з 0.0001

З_слв 4.0 4.0 5.0 10.14/0.006 н/з н/з 0.007
Обозначения, как в табл. 2 и 3.
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лением пациентов, составивших около 30% в сравнении с количественным составом 
групп, сформированных на основе дооперационных показателей. Подобный эффект 
нестабильности при группировке пациентов с применением иерархического кластер-
ного анализа был отмечен ранее при выяснении наиболее информативных показа-
телей когнитивного статуса пациентов как предикторов риска ПОКД [15]. Медианы 
всех исследованных переменных и результаты их межгрупповых различий согласно 
критерию Краскелла – Уоллиса в сформированных послеоперационных кластерах (со-
ответственно 58, 55 и 50 человек), обозначенных аналогично дооперационным, пред-
ставлены в табл. 4. 

Полученные данные указывают на перемещение в группу Стеноз пациентов стар-
шего возраста с повышенной личностной тревожностью, а в группу Дефицит – тех, 
кто характеризуется стенозом выше 50%. Это обусловливает появление значимых 
межгрупповых различий по этим параметрам (см. табл. 4). Различия в когнитивных по-
казателях, зарегистрированных в послеоперационный период и дифференцирующих 
все три группы, связаны с количеством пропущенных сигналов (РГМ-ППС). Их число 
было наименьшим в группе Дефицит (Кластер 2), однако сопровождалось наиболь-
шим числом ошибок и временем реакции при тестировании работоспособности мозга 
(РГМ-КО и РГМ-СР). 

Кластеры, сформированные на основе группировки данных, зарегистрированных 
в послеоперационный период, не имели значимых различий в ситуативной тревож-
ности, показателях ошибок при выполнении сложной зрительно-моторной реакции 
(СЗМР-КО), начальной скорости селекции букв в пробе Бурдона (КПБ_1) и кратков-
ременной вербальной памяти (З_слв), см. табл. 4. Таким образом, только один показа-

Рис. 1. Взаимосвязь исследованных параметров в трех кластерах, сформированных на основе доопераци-
онных показателей пациентов с ИБС. Обозначения, как в табл. 2. Положительные корреляции обозначены 
сплошными линиями, негативные – пунктиром (0.00001 < p < 0.05 по критерию Спирмена). (a) Кластер 1 – 
группа Стеноз; (b) Кластер 2 – группа Дефицит; (c) Кластер 3 – группа Резервы.
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тель СЗМР-КО из 17 переменных не участвует явно в конечной дифференциации трех 
групп переменных с применением метода дискретной оптимизации.

Особенности взаимосвязи возрастных, клинико-анамнестических, личностных 
и когнитивных характеристик в каждом из выделенных кластеров были исследованы 
с применением непараметрического корреляционного анализа Спирмена. На рис. 1  
схематично изображены корреляционные плеяды в трех выделенных кластерах 
с применением дооперационных данных, а на рис. 2 – послеоперационных. Учиты-
вая множественность переменных, полученные корреляции были скорректированы 
с поправкой Бонферрони и представлены для сравнения на рис. 3 (при р < 0.003) для 
параметров когнитивных функций, зафиксированных до операции (a) и в послеопе-
рационный период (b). Повышение статистической значимости при корреляционном 
анализе переменных в кластерах привело к выделению наиболее устойчивых взаимо-
связей, преимущественно в рамках сходных по своей природе заданий. Наиболее уни-
версальным по своей взаимосвязи с другими показателями когнитивных функций ока-
залось количество ошибок при оценке работоспособности головного мозга (РГМ-КО), 
устойчиво связанное с количеством ошибок при оценке функциональной подвижности 
нервных процессов (УФП-КО) и негативно коррелирующее с разными скоростными 
показателями селекции информации (см. рис. 3), указывая таким образом на ослаб-
ление эффективности тормозных функций префронтальной коры у пациентов с ССЗ  
[6, 10, 13]. 

Коррекция на множественные сравнения переменных, однако, приводит к частич-
ной потере отмеченного ранее функционального значения возраста или стеноза в из-
менениях когнитивных функций у пациентов с ИБС [7, 13, 16], поэтому рассмотрим 
особенности корреляционных плеяд, представленных на рис. 1 и 2.

Как можно видеть на рис. 1, Кластер 1 (группа Стеноз) представляет в первую оче-
редь эффективность скоростных процессов селекции информации в нервной систе-
ме (максимальное число связей для параметров СЗМР-СР и РГМ-КО), которые тесно 
связаны с возрастом и выраженностью стеноза СА у пациентов с ИБС. Неудивитель-
но, что и возраст, и наличие стеноза СА, и повышенная тревожность являются фак-
торами, усиливающими когнитивный дефицит: т. е. большее количество ошибок при 
большем времени выполнения зрительно-моторных реакций в разных условиях их  
тестирования. 

Следует, однако, отметить, что группа Стеноз характеризуется опосредованной воз-
растом положительной связью с показателями выполнения корректурной пробы Бур-
дона (КПБ) при негативной связи с количеством сделанных ошибок КО, что может 
отражать усиление исполнительного контроля при выполнении поставленных задач, 
обеспечивающих, вероятно, компенсаторный эффект при сравнении когнитивных по-
казателей в Кластерах 1 и 2.

Кластер 2 (группа Дефицит) в большей мере отражает эффективность функций 
внимания, в том числе ее снижение с возрастом, о чем свидетельствуют негативные 
связи с показателями КПБ_1 и КПБ_4. Повышению этой эффективности сопутствуют 
более точные зрительно-моторные реакции. Его обозначение как группы с когнитив-
ным дефицитом, отмеченным при сравнении с Кластером 3 (см. табл. 3), можно связать 
с суммацией негативных эффектов: снижением скорости реакции при усилении сте-
ноза СА, замедлением селекции информации при повышении возраста и ухудшением 
памяти с ростом тревожности (см. рис. 1).

Кластер 3 (группа Резервы) также представляет функции внимания: снижение 
скорости селекции при росте тревожности, но увеличение – вместе с улучшением 
исполнительного контроля, на что указывают положительные связи КПБ_1 и КПБ_4 
с показателями СЗМР-СР, РГМ-СР и УФП-СР. Особенностью этого кластера явля-
ется отсутствие влияния возраста и сравнительно слабое значение стеноза СА. При 
этом Кластер 3 характеризуется сравнительно лучшими показателями внимания, 
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Рис. 2. Взаимосвязь исследованных параметров в трех кластерах, сформированных на основе послеопераци-
онных данных пациентов со стабильной ИБС. Обозначения, как на рис. 1. 

памяти и скорости ответа как при их до-, так и послеоперационной оценке, хотя 
с большим числом ошибок при тестировании сложной зрительно-моторной реакции  
(табл. 3 и 4).

Введение поправки на множественные сравнения приводит к потере значимых свя-
зей между показателями когнитивных функций с возрастом или стенозом в 2-х кла-
стерах (в группах Дефицит и Резервы) как в дооперационный, так и послеоперацион-
ный периоды при общем ослаблении связи когнитивных показателей с тревожностью  
(см. рис. 3), что указывает на их широкое индивидуальное разнообразие. Изображен-
ные на рис. 3 корреляции переменных свидетельствуют, что только в одной группе па-
циентов (Кластер 1) стеноз и возраст являются теми устойчивыми характеристиками, 
которые способствуют замедлению селекции информации и принятия решения при 
разных формах тестирования этих когнитивных функций, причем в предоперацион-
ный период этот эффект замедления преимущественно связан с выраженностью стено-
за, а при послеоперационном тестировании – с возрастом (рис. 3b). 

Корреляционные плеяды для кластеров, сформированных на основе послеопераци-
онных данных, имеют ряд специфических особенностей, свидетельствующих о реор-
ганизации когнитивных функций: сравнительно в меньшей степени для группы Сте-
ноз, с усилением связей в группе Дефицит и их ослаблением в группе Резервы. 

Следовательно, только в этой группе (Кластер 3) наблюдается большая по сравне-
нию с дооперационным периодом дифференциация процессов селекции информации 
в разных режимах, поддержания скорости и бдительности внимания в корректурной 
пробе и кратковременного запоминания информации. В пользу такой гипотезы сви-
детельствуют данные о послеоперационной реорганизации активности мозга и улуч-
шении показателей когнитивных функций, однако, с риском возникновения ПОКД  
[9, 14, 18, 24]. 

Сформированные кластеры отражают, по-видимому, разную динамику этих процес-
сов, обусловленную индивидуальными особенностями когнитивных резервов пациен-

(a) (b)

(c)
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тов [8, 10], но при сохранении негативного влияния стеноза на скорость ментальных 
процессов. Это неудивительно, так как вряд ли стоит ожидать полного восстановле-
ния мозгового кровообращения в течение одной недели после КШ. В этом отношении 
Кластер 1 (группа Стеноз) представляет наиболее ригидную группу с сохранившей-
ся в послеоперационный период тесной взаимосвязью показателей внимания, памяти 
и скорости реакции, т. е. максимально представляющей дедифференциацию этих ког-
нитивных функций, а также их связи с возрастом и наличием стеноза СА. 

Кластер 2 (группа Дефицит) характеризуется когнитивным дефицитом по многим 
зафиксированным показателям в сравнении с Кластером 3 (группа Резервы) (см. табл. 
4). Однако наблюдаемая в этом кластере реорганизация взаимосвязи когнитивных 
показателей, представленная восстановлением скоростных характеристик селекции 
информации (СЗМР-СР, УФП-СР) и снижением числа пропущенных стимулов (УФП-
ППС, РГМ-ППС), сопровождающаяся повышением количества ошибок (РГМ-КО 

Рис. 3. Взаимосвязь исследованных параметров в трех кластерах, сформированных на основе дооперацион-
ных (a) и послеоперационных (b) данных пациентов со стабильной ИБС. Обозначения, как в табл. 2. Поло-
жительные корреляции обозначены сплошными линиями, негативные – пунктиром (0.00001 < p < 0.003 по 
критерию Спирмена).

(a) (b)

Cluster 1 – group of stenosis

Cluster 2 – deficit group

Cluster 1 – group of reserves



409ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОФИЛЯ КОГНИТИВНОГО ДЕФИЦИТА

и УФП-КО) и отсутствием улучшения показателей памяти (З_ч и З_слг), позволяет 
только прогнозировать возможность компенсации когнитивного дефицита в дальней-
шем. О сравнительно низком потенциале восстановления когнитивных функций в этой 
группе свидетельствует наблюдаемое послеоперационное усиление их дедифференци-
ации (см. рис. 3b).

Кластер 3 был обозначен как группа Резервы в результате анализа предоперацион-
ного профиля когнитивных функций (табл. 3), что подтвердилось при постоперацион-
ной оценке этих показателей (табл. 4). В этом кластере влияние стеноза СА представ-
лено слабее, чем в других группах пациентов (табл. 4, рис. 1–3). Связь со стенозом 
присутствует только при отсутствии коррекции корреляций на множественные сравне-
ния: в этом случае большая выраженность стеноза СА в группе Резервы способствует 
большему количеству пропущенных сигналов при тестировании работоспособности 
мозга, но меньшему количеству ошибок при оценке функциональной подвижности 
нервных процессов (соответственно РГМ-ППС и УФП-КО на рис. 2). 

Таким образом, применение разработанного программного обеспечения класте-
ризации на основе метода дискретной оптимизации позволяет выделять группы па-
циентов с ССЗ, наиболее или наименее проблемных (соответственно группа Стеноз 
и группа Резервы) в отношении восстановления разных когнитивных функций после 
КШ, и специализированного на этой основе выбора программ нейро- и кардиореа-
билитации. Вследствие обнаруженной нестабильности состава кластеров разработ-
ку рекомендаций для улучшения качества жизни пациентов желательно проводить 
со сравнением результатов до- и послеоперационного тестирования их когнитивного  
статуса. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанный метод кластеризации на основе дискретной оптимизации многомер-
ных объектов по множеству разнородных параметров позволяет группировать пациен-
тов с ССЗ, различающихся возрастными, клинико-анамнестическими, личностными 
и когнитивными характеристиками, зарегистрированными в периоды до- и послеопе-
рационного тестирования. В результате анализа сформированных таким способом кла-
стеров с учетом степени выраженности стеноза сонной артерии выделены три группы 
с разной динамикой восстановления профиля когнитивных функций после операции 
коронарного шунтирования. 

Одна из групп, согласно показателям возраста, степени стеноза, тревожности 
и эффективности селекции информации и кратковременной памяти, характеризова-
лась наличием когнитивных резервов в предоперационный период и их реализацией 
при послеоперационном тестировании. Другая выделенная группа была обозначена 
как дефицитарная из-за сравнительно низких показателей когнитивных функций на 
этапе дооперационного тестирования и только частичного их восстановления после 
операции, однако с возможностью отсроченного этого эффекта в будущем. Такой про-
гноз обусловлен обнаруженной реорганизацией показателей когнитивных процессов 
и литературными данными об улучшении мозгового кровообращения после операции 
коронарного шунтирования. Третья выделенная группа продемонстрировала тесные 
взаимосвязи показателей внимания, памяти и эффективности сложной зрительно-мо-
торной реакции с возрастом и степенью стеноза СА вне зависимости от до- или после-
операционного периода тестирования, что может свидетельствовать об устойчивой де-
зорганизации когнитивных функций у таких пациентов, требующей особого внимания 
при выборе для них программ нейро- и кардиореабилитации. 
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Definition of the Profile of Cognitive Deficit in Cardiac Surgery Patients Using  
the Optimal Clustering Method

O. M. Razumnikovaa, I. V. Tarasovab, *, Yu. A. Mezentseva, P. S. Pavlova,  
and O. A. Trubnikovab

aNovosibirsk State Technical University, Novosibirsk, Russia
bResearch Institute of Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russia

*e-mail: iriz78@mail.ru

An original clustering method based on discrete optimization of multidimensional objects 
according to many heterogeneous parameters: age, severity of carotid artery stenosis 
(CA), personal and cognitive characteristics was used to identify pre- and postoperative 
specificity of the profile of cognitive functions. The study involved 163 cardiac surgery 
patients. Determination of CA stenoses was carried out in the preoperative period using 
color duplex scanning and further classification of the lesion. Psychometric assessment of 
personal and situational anxiety, as well as psychomotor and executive functions, attention, 
short-term memory was performed 3–5 days before and 7–10 days after coronary artery 
bypass surgery (CABG). As a result of clustering arrays of 17 normalized indicators and 
subsequent analysis of three groups formed in this way, different dynamics of restoration 
of the profile of cognitive functions after coronary bypass surgery were discovered. One of 
the groups was designated as a group of cognitive reserves according to its best indicators 
of information selection and memory both in the preoperative and postoperative periods. 
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Another selected group was characterized by a postoperative increase in the speed of 
information selection, but low memory scores. The third selected group demonstrated close 
relationships between indicators of attention, memory and the efficiency of a complex 
visual-motor reaction with age and the degree of stenosis of the CA, regardless of the pre- 
or postoperative testing period, which may indicate persistent disorganization of cognitive 
functions in such patients, requiring special attention when choosing neuro- and cardiac 
rehabilitation programs for them. The developed clustering method makes it possible to 
group patients according to a variety of heterogeneous parameters to identify the dynamics 
of their changes during the course of treatment.
Keywords: clustering based on discrete parameter optimization, cognitive status, coronary 
bypass surgery, carotid artery stenosis, age
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Изучение механизмов ограничения реперфузионного повреждения методом дис- 
тантного ишемического посткондиционирования (RC) представляет интерес в связи 
с эффектами на функциональное восстановление после перенесенной церебральной 
ишемии. Цель исследования – оценка роли изменения концентрации белков плазмы 
крови синдекана-1 (SDC-1) и аннексина-5 (ANXA5) в ограничении ишемически-ре-
перфузионного повреждения в условиях применения RC на модели окклюзии сред-
ней мозговой артерии (MСАо) у крыс. Проводили рандомизированные контролируе-
мые исследования. Ишемию моделировали на крысах-самцах Вистар массой 250 г по 
методу [6] под общей анестезией (Zoletil 100 и Xylazine 2%). Разница концентраций 
SDC-1 в образцах плазмы ложнооперированных животных и животных c ишемией 
составила 30% (30 min МСАо: 41.4 ± 1.3 нг/мл, p < 0.05). В образцах плазмы крови 
животных c ишемией на фоне применения протокола RC содержание SDC-1 по срав-
нению с ложнооперированными животными составила 112% ((30 min МСАо + RC):  
67.8 ± 5.8 нг/мл, p < 0.01). Расчет объема инфаркта в группе с ишемией выя-
вил 31.97 ± 2.5% повреждения мозга; в группе 30 min МCАо + RC объем инфар-
кта составил 13.6 ± 1.3%. Объем отека нервной ткани головного мозга составлял  
16 ± 2.1% в группе 30 min МCАо + RC; а в группе 30 min МCАо 47 ± 3.3% по сравнению 
со всем объемом нервной ткани головного мозга. В группе 30 min МCАо + RC кор-
реляционный анализ показал высокую прямую корреляционную зависимость между 
площадью инфаркта и мышечной силой в правой передней конечности (КК = 0.72;  
p < 0.05). Корреляционный анализ показал в группе 30 min MCАо + RC очень вы-
сокую обратную корреляционную зависимость между площадью инфаркта и ка-
пиллярным кровотоком (r = –0.98, p < 0.01). Обсуждается связь повышения SDC-1 
в плазме крови с механизмами ограничения ишемически-реперфузионного повреж-
дения, а также роль SDC-1 как потенциального мессенджера в процессе функцио-
нального восстановления.

Ключевые слова: МСАо, церебральная ишемия, дистантное ишемическое посткон-
диционирование, синдекан-1, аннексин-5
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ВВЕДЕНИЕ

Дистантное ишемическое посткондиционирование (RC) в постинсультном пери-
оде может рассматриваться как эффективный способ функционального восстановле-
ния после ишемии головного мозга. Изучение сосудистых эффектов RC важно для 
научного обоснования его применения в комплексе с реабилитационными меропри-
ятиями у постинсультных пациентов для раннего функционального восстановления. 
Функциональное восстановление после перенесенного инсульта зависит от вариа-
бельности повреждения и от чувствительности различных популяций нейронов к ги-
поксии. Экспериментальные данные о схемах сигнальных путей при использовании 
фармакологических и нефармакологических методов нейропротекции в эксперимен-
те многочисленны и разнообразны. Несмотря на экспертные данные, которые про-
двинули наше понимание в патофизиологии инсульта, механизмы нейропротекции 
после инсульта остаются недостаточно изученными, в связи с чем ни одно клини-
ческое испытание веществ с нейропротекторным эффектом не продемонстрирова-
ло улучшение результатов при использовании у пациентов с инсультом в клинике 
[2]. Известно, что нарушение молекулярной структуры эндотелиального гликока-
ликса в связи с ишемией нарушает физиологические гемодинамические процессы 
и приводит к гиперпроницаемости микрососудов гематоэнцефалического барьера 
[3]. Следовательно, необходимо продолжать поиск молекулярных механизмов в этом 
направлении для самоограничения повреждения и ускорения функционального вос-
становления в постинсультный период.

Цель настоящего экспериментального исследования – оценка роли изменения кон-
центрации белков синдекана-1 и аннексина-5 в ограничении ишемически-реперфузи-
онного повреждения в условиях применения RC на модели окклюзии средней мозго-
вой артерии (МCАо) у крыс. 

Необходимо уточнить возможности для усиления эндогенных механизмов нейро-
пластичности в случае возникновения ишемии в бассейне средней мозговой артерии. 
Мы предполагаем, что дистантное посткондиционирование, проведенное в ранние 
сроки после краткосрочной ишемии, может повлиять на выраженность ишемиче-
ски-реперфузионного повреждения. В результате дистантное посткондициониро-
вание сопровождается повышением толерантности нервной ткани к ишемическому 
повреждению.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты были проведены на крысах-самцах Вистар (n = 87) массой 250 ± 50 
г из Биоколлекции Института физиологии им. И.П. Павлова РАН. Животные содержа-
лись в стандартных условиях вивария при свободном доступе к воде и пище. Модель 
ишемического инсульта выполняли по стандартной методике [4]. МCАо проводили 
с помощью внутрисосудистой монофиламентной нити под общей анестезией (золетил 
100 VIRBAC, Франция) и ксилазин (Xyla, Xylazine 2%, Interchemiewerken «De Adelaar 
B. V.», Нидерланды)). Смесь вводили внутримышечно в дозе 0.88 мл/кг. Ишемия в тече-
ние 30 мин вызывала нарушение кровообращения в бассейне левой средней мозговой 
артерии. Величина инфаркта мозга являлась достаточной для оценки повреждения [5]. 
Всем животным выполняли ультразвуковую допплеровскую флоуметрию для оценки 
линейной скорости кровотока (Vas (mm/sec) в капиллярах кожи левой задней конечно-
сти (Минимакс, Россия)). В нашем эксперименте использовали протокол дистантного 
кондиционирования (RC). Схема эксперимента приведена на рис. 1. 
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Животные были разделены на 3 группы: ложнооперированные животные (FO); жи-
вотные с 30-минутной ишемией (30 min МCАо); животные с 30-минутной ишемией 
и дистантным посткондиционированием (30 min МСАо + RC). Распределение выборки 
животных по группам осуществлялось случайным образом. 

В схему эксперимента (рис. 1) входила оценка неврологического дефицита, ко-
торую осуществляли с помощью шкалы Гарсия. Оценку проводили с определением 
спонтанной активности в течение 5 мин, симметричности движений конечностей, ре-
акции на прикосновения к каждой стороне туловища и вибриссам, способности заби-
раться по проволочной стенке клетки. Тест по шкале Гарсия использовали для оценки 
неврологического дефицита у животных через 12, 24 и 48 ч после перенесенной ише-
мии. Тест на определение мышечной силы с помощью прибора (Grip Strength Meter, 
Индия) использовали для оценки степени неврологического дефицита (пареза конеч-
ности). Изучение координации движений животного производили на аппарате Ротарод 
(Rotarod Apparatus, Индия) с измерением времени нахождения животного на крутя-
щемся цилиндре прибора. 

Для оценки объема ишемически-реперфузионного повреждения использовали хло-
рид 2,3,5-трифенилтетразолия (ТТС). Крыс эвтаназировали через 48 ч путем экспо-
зиции СО2 под общей анестезией. Мозг осторожно удаляли и погружали в холодный 
фосфатно-солевой раствор в чашку Петри, затем замораживали (при –20°С) в течение 
30 мин, далее разрезали с помощью бритвенных лезвий и готовили срезы толщиной 
2 мм. Затем срезы мозга инкубировали в 2%-ном растворе ТТС (Sigma Aldrich, США) 
при температуре 37°С. Изменение цвета являлось показателем окрашивания ТТС жиз-
неспособных митохондрий в нервной ткани. Инфарктные области, в которых отсутст-
вуют жизнеспособные митохондрии, не меняли цвет и оставались белыми. Участки 
ишемии мозга оценивали с помощью компьютеризированной аналитической системы 
(Karl Storz, Австрия) Image-Pro program (MediaCybernetics, США). Общий объем ин-
фаркта оценивали по всем срезам согласно формуле: 

Объем инфаркта (%) = [V левое полушарие/(2 x V правого полушария)] x 100.

MCAo

RC

10 min

posterior limb
ischemiaMCAo

20 min

reperfusion

MCAo Reperfusion Euthanasia

Sensor and motor
function assessment

Sensor and motor
function assessment

Рис. 1. Схема эксперимента.
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Отек ткани головного мозга рассчитывали по формуле на 2-й день после ишемии-
реперфузии:

Отек ткани (%) = [V левого полушария – V правого полушария/ 
V правого полушария] x 100. 

V – это объем ткани, выраженный в мм3. 
Иммуноферментный анализ (ELISA, RayBiotech, США) использовали для коли-

чественного определения белков плазмы синдекан-1 (SDC-1) и аннексин-5 (ANXA5). 
Для регистрации результатов ELISA (поглощение при 450 нм) использовали планшет-
ный мультимодальный спектрофотометр (Clariostar Plus, Германия). Статистический 
анализ результатов ELISA был основан на биномиальной модели регрессии.

 Статистическую обработку полученных данных проводили в программе Statistica 
v.12. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка, p – зна-
чимость различий между группами. Для сравнения двух выборок с нормальным рас-
пределением использовали однофакторный дисперсионный анализ. Сравнение двух 
независимых групп проводили при помощи U-критерия Манна–Уитни. Различия оце-
нивались как статистически значимые при *p < 0.05, ** p < 0.01. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Иммуноферментный анализ 
При определении концентрации SDC-1 в образцах плазмы крови животных группы 

30 min МCАо разница с FO составила 30% (FO: 31.9 ± 1.1 ng/ml; 30 min МCАо: 41.4 ±  
± 1.3 ng/ml, p < 0.05, рис. 2а). В образцах плазмы животных 30 min МCАо + RC концент-
рация SDC-1 превысила более чем в два раза (FO: 31.9 ± 1.1 ng/ml; 30 min МCАо: 67.8 ±  
± 5.8 ng/ml, p < 0.01). В исследуемых группах не было выявлено разницы по содержа-
нию в крови ANXA5 (рис. 2b).

Ультразвуковая допплеровская флоуметрия 
На вторые сутки после ишемии в группе животных 30 min МCАо капиллярный кро-

воток в задней конечности повысился на 121% (FO: 0.14 ± 0.01 mm/sec; 30 min МCАо: 
0.31 ± 0.05 mm/sec, p < 0.01). На вторые сутки после ишемии в группе животных 30 

Рис. 2. (а) – Результаты измерения концентрации SDC-1 в плазме крови животных на 5-е сутки эксперимента 
(n = 10). (b) – Результаты измерения концентрации ANXA5 в плазме крови животных на 5-е сутки экспе-
римента (n = 10). Данные представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка, (p – значимость 
различий между группами; * – p < 0.05; ** – p < 0.01).
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min МCАо + RC капиллярный кровоток в задней конечности повысился на 142%  
(FО: 0.14 ± 0.01 mm/sec; 30 min МCАо + RC: 0.34 ± 0.01 mm/sec, p < 0.01).

На пятые сутки после ишемии в группе животных 30 min МCАо капиллярный 
кровоток в задней конечности снизился на 17% по сравнению с группой FO (FO:  
0.30 ± 0.01 mm/sec; 30 min МCАо: 0.25 ± 0.02 mm/sec, p < 0.05). На пятые сутки после 
ишемии в группе животных 30 min MCАо + RC капиллярный кровоток в задней конеч-
ности, напротив, повысился на 7% по сравнению с группой FO (FO: 0.30 ± 0.01 mm/sec; 
30 min МCАо + RC: 0.33 ± 0.01 mm/sec, p < 0.05). 

Перед выведением животных из эксперимента через 48 ч после оперативного вме-
шательства линейная скорость кровотока в группе 30 min МCАо не восстанавливалась 
(0.239 ± 0.019 mm/sec, p < 0.05) и была ниже таковой по сравнению с FО на 28% (0.336 ±  
± 0.018 mm/sec). В то же время линейная скорость кровотока перед выведением из экс-
перимента в группах FО и 30 min МCАо + RC составила 0.302 ± 0.017 mm/sec, p < 0.05.

Тест Гарсия 
Исходно у крыс всех экспериментальных групп не наблюдали неврологических 

нарушений, и они имели максимальное количество баллов (18) по шкале Гарсия. Через 
12  ч после ишемии у крыс в группах с ишемией возник неврологический дефицит, 
причем разница с FО составила 37% (FО: 8 баллов; 30 min МCАо: 10.7 баллов). Через 
24 ч после МCAo во всех группах с ишемией неврологический дефицит сохранялся. 
Однако разница с ложнооперированным контролем составляла 36% (FO: 18 баллов;  
30 min МCАо: 11.5 баллов). Через 48 ч разница с ложнооперированным контролем уже 
составляла 14% (FО: 18 баллов; 30 min МCАо: 15.5 баллов).

Тест мышечной силы (grip-test)
По результатам проведенного анализа на вторые сутки после ишемии в группе  

30 min МCАо мышечная сила в левой (ипсилатеральной) передней конечности сни-
зилась на 37% (FO: 4.1 ± 1.4 H; 30 min МCАо: 2.6 ± 0.5 Н, p < 0.05). На вторые сутки 
после ишемии в группе 30 min МCАо мышечная сила в левой передней конечности 
снизилась на 32% (FO: 4.1 ± 1.4 H; 30 min МCАо + RC: 2.8 ± 0.5 Н, p < 0.05). 

На пятые сутки после ишемии в группе животных 30 min МCАо мышечная сила 
в левой (ипсилатеральной) передней конечности восстановилась, однако разница 
с контролем составила 15% (FО: 4.6 ± 1.5 H; 30 min МCАо: 3.9 ± 1.1 Н (p > 0.5). На 
пятые сутки после ишемии в группе животных 30 min МCАо + RC мышечная сила 
в левой передней конечности восстановилась, разница с контролем составила всего 2% 
(FO: 4.6 ± 1.5 H; 30 min MCАо + RC: 4.5 ± 0.7 Н (p > 0.5, рис. 3а). 

На вторые сутки после ишемии в группе животных 30 min МCАо мышечная сила 
в правой (контрлатеральной) передней конечности снизилась на 26% (FО: 3.9 ± 0.5 H; 
30 min МCАо: 2.9 ± 0.3 Н, p < 0.05). На вторые сутки после ишемии в группе животных 
30 min МCАо + RC мышечная сила в правой передней конечности снизилась на 25.7% 
(FО составила 3.9 ± 0.5 H; 30 min МCАо + RC: 2.9 ± 0.7 Н, p < 0.05).

На пятые сутки после ишемии в группе животных 30 min МCАо мышечная сила 
в правой (контрлатеральной) передней конечности уменьшилась на 17% (FО: 5.2 ± 0.9 H;  
30 min МCАо: 4.3 ± 0.2 Н, p > 0.5). На пятые сутки после ишемии в группе животных 
30 min МCАо + RC мышечная сила в правой передней конечности составила 75% по 
сравнению с ложнооперированными животными (FО: 5.2 ± 0.9 H; 30 min МCАо + RC: 
3.9 ± 0.8 Н, p > 0.5, рис. 3b). 

Оценка объема инфаркта
Расчет объема инфаркта в группе с ишемией выявил 32.0 ± 2.5% повреждения моз-

га; в группе 30 min МCАо + RC объем инфаркта составил 13.6 ± 1.3%, p < 0.05). Расчет 
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объема отека ткани головного мозга в группе 30 min МCАо + RC составлял 16 ± 2.1%; 
в группе 30 min МCАо отек достигал 47 ± 3.3%, * p < 0.05 (рис. 4а, b).

В группе 30 min МCАо + RC корреляционный анализ показал высокую прямую 
корреляционную зависимость между площадью инфаркта и мышечной силой в правой 
передней конечности (КК = 0.72; p < 0.05). Корреляционный анализ показал в группе 
30 min МCАо + RC очень высокую обратную корреляционную зависимость между 
площадью инфаркта и капиллярным кровотоком (r = –0.98, p < 0.01, рис. 4c).

Ротарод-тест 
На вторые сутки после ишемии время удержания равновесия на крутящемся ци-

линдре в аппарате Rota Rod в группе животных 30 min МCАо сократилось на 29%  
(FО: 9.82 ± 0.1 sec; 30 min МCАо: 7.02 ± 0.2 sec, p < 0.05). На вторые сутки после 
ишемии в группе животных 30 min МCАо + RC время удержания равновесия на кру-
тящемся цилиндре в аппарате Rota Rod снизилось на 21% (FО: 9.8 ± 0.1 sec; 30 min  
МCАо + RC: 7.8 ± 0.1 sec, p < 0.05). 

На 5-е сутки после ишемии в группе животных 30 min МCАо время удержания рав-
новесия на крутящемся цилиндре в аппарате Rota Rod сократилось на 60% (FO: 13.24 ±  

Рис. 3. (a) – Амплитуда мышечной силы (Н, %) в процентном соотношении в левой (ипсилатеральной) пе-
редней конечности животных в разные сроки после ишемии (1–5 суток), (n = 10). (b) – Влияние 30 min MCАо 
на величину мышечной силы (Н, %) в правой (контрлатеральной) передней конечности животных в разные 
сроки после 30 min МCАо (1–5 суток), (n = 10). 

Рис. 4. (a, b) – Инфаркт мозга в группе 30 min МCАо (a) и в группе 30 min МCАо + RC (b) (2-е сутки),  
(n = 5). (c) – Средние значения времени Ротарод-теста в группах FO, 30 min МCАо, 30 min МCАо + RC 
в каждый день недели эксперимента.
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± 0.9 sec; 30 min МCАо: 5.25 ± 0.1 sec. На 2-е сутки после ишемии в группе животных 
30 min МCАо + RC время удержания равновесия на крутящемся цилиндре в аппарате 
Rota Rod снизилось на 43% (FO: 13.24 ± 0.9 H; 30 min МCАо + RC: 5.7 ± 0.3 sec (рис. 5). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследования на животных с применением протокола RC показали увеличение 
содержания SDC-1 в плазме крови. В образцах плазмы животных из группы 30 min 
МCАо разница с FО составила 30%. В образцах плазмы животных 30 min МCАо + RC 
разница с FО составила 112%. Известно, что ишемия конечности при проведении про-
токола RC оказывает системное влияние на гемодинамику, а само RC, возможно, ог-
раничивает выраженность ишемически-реперфузионного повреждения в мозге, в том 
числе за счет молекулы SDC-1. 

На вторые сутки после ишемии в группе животных 30 min МCАо капиллярный 
кровоток в задней конечности повысился до 121%. На вторые сутки после ишемии 
в группе животных 30 min МCАо + RC капиллярный кровоток в задней конечности 
повысился до 142%. Изменение вазодилататорной активности эндотелия на фоне це-
ребральной ишемии может быть связано с механизмами эндотелий-опосредованной 

Рис. 5. Ротарод-тест: (a) – в группе 30 min МCАо + RC, (b) – в группе 30 min МCАо, (c) – в группе FО в каж-
дый день недели.
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продукции оксида азота ферментными системами. Вероятным механизмом увеличения 
микроциркуляции в коже в контрлатеральной конечности является стимуляция эндоте-
лий-зависимых вазомоторных реакций [6, 7]. 

При сопоставлении площади ишемического повреждения головного мозга и капил-
лярного кровотока в конечности с помощью корреляционного анализа была выявле-
на очень сильная обратная корреляционная связь между двумя показателями в самый 
начальный период реперфузии и в течение последующих 7 дней. В результате, чем 
больше капиллярный кровоток в конечности, тем меньше площадь повреждения го-
ловного мозга. Морфологические изменения в нервной ткани определяются продол-
жительностью гипоперфузии. По данным настоящего исследования в группе 30 min 
МCАо + RC площадь инфаркта была на 18% меньше, чем в группе 30 min МCАо. 
Выживаемость нейронов после фокальной ишемии и толерантность к ишемии опре-
деляется не только объемом повреждения, но и функциональной активностью нейро-
нов зоны «ишемической полутени». Изменения в мозге обусловлены ограничением 
реперфузионного повреждения. Повышение толерантности нервной ткани к ишемии 
обусловлена включением механизмов ограничения реперфузионного повреждения 
за счет ограничения поступления кальция в клетки нейроваскулярной единицы, как 
например, в случае синтеза цитоплазматического белка Iba-1 (кальций-связывающий  
белок) [8].

К сожалению, длительность нашего наблюдения за функциональным восстанов-
лением была ограничена 5 днями, что не позволяет в полной мере избежать иска-
жения результатов тестирования стрессовым влиянием в раннем постинсультном 
периоде. Однако на вторые сутки после ишемии разница с контролем в мышечной 
силе в правой (контрлатеральной) передней конечности между группами животных 
30 min МCАо и 30 min МCАо + RC составила 0.3%; на 5-е сутки различия по тем 
же показателям составили 3%. На 2-е сутки после ишемии различия с контролем 
в мышечной силе в левой (ипсилатеральной) передней конечности между группа-
ми животных 30 min МCАо и 30 min МCАо + RC составили около 5%; на 5-е сут-
ки разница по этим показателям составила 13%. Таким образом, прослеживается 
тенденция восстановления мышечной силы в передней конечности животного под 
влиянием дистантного посткондиционирования. Ограничение ишемически-репер-
фузионного повреждения способствует более раннему функциональному восста-
новлению [9, 10]. Обсуждается, что RC оказывает нейропротективный эффект за 
счет увеличения содержания белка плазмы крови SDC-1, который может участво-
вать в роли мессенджера в механизмах ограничения реперфузионного повреждения  
и нейропластичности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование на животных с применением протокола RC показало, что нейропро-
тективные эффекты RC могут быть связаны с повышением в плазме крови белка SDC-
1, а сам белок может быть в качестве потенциального мессенджера, который участвует 
в ограничении ишемически-реперфузионного повреждения. Это способствует более 
эффективному функциональному восстановлению в первую неделю после перенесен-
ной ишемии в бассейне средней мозговой артерии у крыс. 
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Syndecan-1 as Potential Messenger of Effects of Remote Postconditioning  
in Experiments with Brain Ischemia

M. E. Kolpakovaa, b, *, A. A. Jakovlevab, L. S. Poliakovab, H. El Amgharib, S. Solimanb, 
D. R. Faizullinab, and V. V. Sharoykob

aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Science, Saint-Petersburg, Russia 
bFirst Pavlov State Medical University, Saint-Petersburg, Russia

*e-mail: E-mail: patho@yandex.ru
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The mechanisms of cerebral reperfusion injury restriction by remote conditionig (RC) 
is interesting due to its possible effects on functional recovery after brain ischemia. The 
assessment of the role of syndecan-1 (SDC-1) and annexin-5 (ANXA5) content in blood 
plasma was performed by ischemic-reperfusion injury on middle cerebral artery model in 
rats. We used RC protocol. Randomized controlled trials were conducted. Ischemia had 
been done by MCAo (middle cerebral artery occlusion) by Belayev [6]. Animals used were 
the Wistar rat-males weighting 250 g. under general anesthesia (Zoletil 100 и Xylazine 
2%). MCAo animals had been detected 41.4*±1.3 ng/ml SDC-1 plasma’s level (30%). 
MCAo animals with RC protocol had been detected 67.8**±5.8 ng/ml SDC-1 plasma’s 
level (112%). Infarction volume in MCAo animals’ brain reviled 31.97 ± 2.5% injury; the 
volume of infarction was 13.6 ± 1.3%. Swelling of tissue in МCАо animals with RC was 
16 ± 2.1%; in contrary, in МCАо animals’ swelling of tissue was bigger up to 47 ± 3.3%. 
Correlation analysis in MCAo animals with RC reviled high direct correlation relationship 
between infarction area and muscle strength in the right forelimb (КК=0.72). Correlation 
analysis reviled very high inverse correlation between infarct area and capillary blood flow 
in МCАо animals with RC (p < 0.01; r = -0.98). It is being discussed the SDC-1 protein 
in blood plasma may play role of potential regulator of infarct–limiting effects of remote 
ischemic postconditioning which cause functional recovery. 

Keywords: МСАо, brain ischemia, remote ischemic postconditioning, Syndecan-1, 
Annexine-5
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Предполагается, что астроциты и микроглия и их поляризация могут влиять на раз-
витие эпилепсии. Одним из процессов, влияющих на поляризацию, является нейро- 
воспаление, играющее важную роль в эпилептогенезе. Однако конкретные механизмы 
его участия в сдвиге про- и противовоспалительных состояний астро- и микроглии не 
выяснены. В данном исследовании изучили влияние 7-дневного введения антагониста 
рецептора интерлейкина-1 (анакинра) на поляризацию глиальных клеток в латентную 
фазу литий-пилокарпиновой модели у 7-недельных самцов крыс Вистар. Проанали-
зировали уровень экспрессии мРНК генов: (i) маркеров активации астроглии (S100b) 
и микроглии (Aif1), (ii) белков, участвующих в транспорте и метаболизме глутамата 
(Slc1a3, Glul, Gja1), (iii) провоспалительного пути интерлейкина-1β (Nlrp3, Il1b, Il1rn) 
и трансформирующего фактора роста β1 (Tgfb1), (iv) маркеров поляризации астроглии 
(Lcn2, S100a10, Gbp2, Ptx3) и (v) поляризации микроглии (Nos2 и Arg1) в височной 
коре, дорзальном и вентральном гиппокампе методом ОТ-ПЦР в реальном времени. 
Уровень экспрессии мРНК S100b и Aif1 значимо возрос, и введение анакинры не сни-
зило их гиперэкспрессию. Это свидетельствует об активации астроглии и микроглии 
независимо от проводимого лечения. В гиппокампе возросла экспрессия генов Slc1a3, 
Glul, Gja1, применение анакинры не повлияло на их гиперэкспрессию, но способство-
вало повышению экспрессии Gja1 в височной коре. Во всех структурах увеличилась 
продукция мРНК Lcn2, S100a10, Gbp2, Ptx3, Nlrp3, Il1b, Il1rn и Tgfb1. Применение 
анакинры понизило экспрессию гена Il1b. Среди маркеров поляризации микроглии 
выявлено понижение экспрессии Arg1 в дорзальном гиппокампе и Nos2 в височной 
коре. Введение анакинры усилило снижение экспрессии Nos2 и восстановило уро-
вень экспрессии Arg1 до контрольных значений. Таким образом, введение анакинры 
не повлияло на интенсивность активации астроглии и микроглии, но способствова-
ло восстановлению противовоспалительного состояния активированной микроглии.

Ключевые слова: IL-1Ra, поляризация астроцитов, поляризация микроглии, нейро-
воспаление, эпилептогенез

DOI: 10.31857/S0869813924030074, EDN: CPQDLR



425ЭФФЕКТЫ АНАКРИНЫ ПРИ ЭПИЛЕПТОГЕНЕЗЕ

ВВЕДЕНИЕ

Эпилептогенез – это процесс, приводящий к повышению возбудимости нейрон-
ной сети и возникновению спонтанных эпилептических припадков в результате кас- 
када молекулярных и структурных изменений в головном мозге [1]. Точные меха-
низмы эпилептогенеза до конца не определены, однако в последние годы активно 
изучается участие глиальных клеток в этом процессе [1, 2]. Реактивация астроцитов 
и микроглии, заключающаяся в морфологическом, молекулярном или функциональ-
ном ремоделировании клеток, часто описывается при эпилептогенезе [3, 4]. Глиаль-
ные клетки вовлечены как в процессы воспаления, так и в контроль возбудимости 
нейронов. Однако, несмотря на появление все большего количества данных об их 
роли в патофизиологии эпилептических припадков, конкретные механизмы участия 
астро- и микроглии неясны [5].

По аналогии с периферическими макрофагами, для астро- и микроглии условно 
выделяют два полярных состояния активации при реализации воспалительной реак-
ции, а процесс перехода между этими состояниями называют поляризацией. А1/M1 –  
нейротоксический, или провоспалительный, сопровождается повышением экспрес-
сии провоспалительных генов (Il1b, Tnfa, Il6) и понижением экспрессии генов белков, 
участвующих в транспорте и метаболизме глутамата (Slc1a2, Slc1a3, Glul), что может 
усугублять течение эпилепсии и возможных постсудорожных нервно-психических 
расстройств. A2/M2 – нейрозащитный, или противовоспалительный – активирует ней-
ротрофические (Tgfb1) или противовоспалительные (Il1rn) гены, которые способст-
вуют выживанию и росту нейронов и поддерживают репаративные процессы в мозге  
[6, 7]. Для каждого из полярных состояний существуют специфические маркерные 
гены, по высокой продукции которых можно говорить о функциональном состоянии 
клеток. Так, повышенная продукция мРНК Lcn2 и Gbp2 считается маркером про-
воспалительной активации астроцитов, а увеличенная экспрессия генов S100a10,  
Ptx3 – маркер состояний A2 [7]. Для микроглии гиперэкспрессия гена Nos2 является 
маркером провоспалительной активации, а маркером противовоспалительного состоя-
ния M2 считается повышенная экспрессия гена Arg1 [8–10].

Дисфункциональное и патологическое ремоделирование астроцитов может способ-
ствовать повышению возбудимости нейронов и развитию эпилепсии после эпилепти-
ческого статуса [11, 12]. В частности, астроциты участвуют в регуляции активности 
глутаматергической медиаторной системы, гиперактивность которой лежит в основе 
многих неврологических заболеваний, в том числе эпилепсии [13, 14]. Астроциты 
экспрессируют переносчики возбуждающих аминокислот с высокой аффинностью 
к глутамату EAAT1 и EAAT2, которые осуществляют обратный захват глутамата, 
высвобождаемого пресинапсом [15, 16]. Поглощаемый астроцитами глутамат может 
быть перераспределен между соседними астроцитами с помощью щелевых контактов, 
образованных коннексинами Cx43 и Cx30, соединяясь через которые, астроциты обра-
зуют в мозге подобие синцития, что обеспечивает быстрое перераспределение ионов, 
малых молекул и распространение кальциевых волн [17]. В астроцитах с помощью 
глутаминсинтетазы (GS) происходит синтез глутамина из глутамата. Глутамат-глута-
миновый цикл необходим для нормального функционирования глутаматергического 
синапса [18]. Нарушение работы каждого из перечисленных звеньев может приводить 
к патологическим изменениям и развитию эпилепсии. Так, инактивация GS приводит 
к развитию судорог или нейродегенерации вследствие эксайтотоксичности [18]. Во 
время судорог разобщение каналов, образованных Cx43, приводит к появлению полу-
каналов, в связи с чем повышается выделение астроцитами глутамата, АТФ и других 
соединений, способствующих повышению возбудимости нейронов. В эксперимен-
тальных моделях эпилепсии и у пациентов с эпилепсией было обнаружено повышение 
экспрессии астроцитарных коннексинов, а введение их блокаторов облегчало судорож-



426 ЗАХАРОВА и др. 

ную активность [19]. В моделях эпилепсии также обнаружено снижение экспрессии 
EAAT1 и EAAT2 [20]. Ранее в наших исследованиях было показано, что продукция 
белка EAAT2 снижается через 7 дней после эпилептического статуса, вызванного вве-
дением пилокарпина [21]. Все указанные изменения рассматриваются как возможные 
механизмы эпилептогенеза [22].

Одним из неотъемлемых механизмов эпилептогенеза считается развитие нейро- 
воспаления, способствующего повышению возбудимости нейронов [23]. Централь-
ным механизмом регуляции нейровоспаления является путь IL-1β, опосредующий 
мощный воспалительный ответ. В моделях постстатусной эпилепсии этот путь активи-
руется в числе первых в областях мозга, участвующих в генерации и распространении 
судорог [24]. Показано, что эпилептический статус способствует транскрипционной 
активации элементов пути NLRP3 – одного из основных регуляторов высвобожде-
ния активной формы IL-1β [25]. В свою очередь, высокий уровень экспрессии IL-1β 
характерен для людей с резистентными формами эпилепсии и коррелирует с генера-
цией судорожных приступов у больных эпилепсией [26]. В работах Vezzani и соавт. 
показано на экспериментальных моделях, что введение IL-1β имеет проконвульсант-
ный эффект [27, 28]. IL-1β запускает каскад провоспалительных реакций, связываясь 
с рецептором IL-1R1 – следующим после системы NLRP3 регулятором провоспали-
тельного действия IL-1β. Естественным противовоспалительным фактором на данном 
этапе является антагонист рецептора интерлейкина-1 (IL-1Ra), связывающийся с ре-
цептором IL-1R1 и блокирующий дальнейшую передачу сигнала [29]. При развитии 
воспалительной реакции продукция IL-1β сопровождается экспрессией многократно 
большего количества IL-1Ra, однако во время судорог продукция антагониста в мозге 
значительно запаздывает относительно выброса IL-1β, что может являться причиной 
более серьезных последствий [28, 30]. Применяемый для терапии в виде рекомбинант-
ного белка IL-1Ra (препарат анакинра) демонстрирует высокую селективность и про-
тивовоспалительную эффективность [31, 32]. В экспериментальных моделях также 
показано, что введение IL-1Ra ослабляет острые судороги и меняет течение эпилеп-
тогенеза, в частности, оказывая нейропротекторный эффект и ослабляя поведенческие  
нарушения [33, 34].

В данном исследовании для анализа изменений поляризации глиальных клеток 
в ходе эпилептогенеза была использована литий-пилокарпиновая модель, считающая-
ся одной из лучших моделей височной эпилепсии, в которой эпилептогенез индуциру-
ется эпилептическим статусом [35]. В этой модели эпилептический статус развивается 
после введения хемоконвульсанта пилокарпина, затем следует латентный период, для-
щийся от 1 до 5 недель, когда спонтанные судороги не наблюдаются. Латентный период 
заканчивается с появлением первого спонтанного эпилептического припадка. Основ-
ной структурой мозга, участвующей в эпилептогенезе и претерпевающей сущест- 
венные изменения в латентный период, является гиппокамп, однако молекулярные 
изменения затрагивают также и височную кору [36, 37]. Для модификации эпилеп-
тогенеза в латентный период был использован IL-1Ra (препарат анакинра) с целью 
уточнить роль провоспалительного пути IL-1β в поляризации глиальных клеток при 
эпилептогенезе.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В эксперименте были использованы самцы крыс Вистар в возрасте 7 недель. Раз-

ведение животных осуществлялось виварием Института эволюционной физиологии 
и биохимии им. И.М. Сеченова РАН. Крыс размещали по 4–6 особей в стандартные 
клетки для содержания лабораторных грызунов. На всех этапах эксперимента жи-
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вотным предоставлялся неограниченный доступ к воде и гранулированному сухому 
корму, осуществлялся автоматический контроль освещения с циклом 12-часового  
светового дня. 

Литий-пилокарпиновая модель
За сутки до введения пилокарпина крысам вводили раствор хлорида лития (внутри-

брюшинно – в/б, 127 мг/кг, Sigma-Aldrich, США) [38]. За 30–40 мин до введения пи-
локарпина крысам вводили скополамин метил бромид (в/б, 1 мг/кг, Sigma-Aldrich) для 
снижения активации периферических мускариновых рецепторов [35]. Введение пило-
карпина (Sigma-Aldrich) производили дозами по 10 мг/кг (в/б) каждые полчаса, макси-
мальная суммарная доза достигала 40 мг/кг. Введение пилокарпина прекращали на той 
дозе, после которой у крыс развивались судороги 4-й стадии тяжести (rearing) по моди-
фицированной шкале Racine [39]. Если после введения пилокарпина в суммарной дозе 
40 мг/кг у крыс не развивался эпилептический статус, их исключали из эксперимента. 
Эпилептический статус останавливали через 75 мин введением диазепама (в/б, 10 мг/кг, 
Sigma-Aldrich). Контрольным животным вводили только раствор хлорида лития. В те-
чение первой недели после эпилептического статуса крыс кормили преимущественно 
влажным и сладким кормом (огурцы, хурма, распаренный геркулес с сахаром и расти-
тельным маслом) для облегчения восстановления и улучшения выживаемости.

Схема введения анакинры
После прекращения эпилептического статуса крысы случайным образом были 

поделены на две группы. Одной группе животных вводили антагонист рецептора ин-
терлейкина-1 (IL-1Ra, препарат анакинра, Научно-исследовательский институт особо 
чистых биопрепаратов, Россия), вторая группа получала физиологический раствор. 
Препарат анакинра представляет собой модифицированный белок IL-1Ra (чистота 
99%), к N-концу которого добавлена аминокислота метионин, разведенный в концен-
трации 100 мг/мл. Первая инъекция (100 мг/кг) осуществлялась через час после вве-
дения диазепама. Затем препарат вводили один раз в день по 100 мг/кг первые 5 дней,  
50 мг/кг на шестой день и не вводили на седьмой день перед забором образцов мозга 
для биохимического анализа. Таким образом, было сформировано 3 группы животных: 
(1) контрольные (Ctrl, n = 14); (2) постстатусные без терапии (SE, n = 9), (3) постстатус-
ные с терапией анакинрой (SE+A, n = 10).

Обратная транскрипция с последующей полимеразной цепной реакцией
Через 7 дней после эпилептического статуса крыс декапитировали, мозг быстро из-

влекали и замораживали при температуре –80°С. Дорзальную и вентральную области 
гиппокампа, а также височную кору выделяли с помощью замораживающего микро-
тома OTF5000 (Bright Instruments, Великобритания) в соответствии с атласом мозга 
крыс [40]. Тотальную РНК экстрагировали при помощи реагента ExtractRNA (Евро-
ген, Россия) согласно инструкции производителя. Затем образцы обрабатывали 1 ед. 
RQ1 ДНКазы (Promega, США) для удаления возможных остатков геномной ДНК. Кон-
центрацию и чистоту РНК оценивали спектрофотометрически на основе поглощения 
при 260 нм и коэффициента поглощения 260/280 с использованием спектрофотометра 
NanoDrop™ Lite (Thermo Fisher Scientific, США).

Для синтеза кДНК использовали 1 мкг тотальной РНК, 0.5 мкг олиго-dT праймеров, 
0.25 мкг 9-мерных случайных праймеров (ООО «ДНК-Синтез», Москва, Россия) и 100 
ед. обратной транскриптазы M-MLV (Евроген, Россия) в общем объеме 20 мкл согласно 
инструкции производителя. Все образцы были разбавлены в 10 раз перед стадией ПЦР.

ПЦР проводили в общем объеме 6 мкл с использованием 0.8 мкл кДНК, 0.5 ед. 
TaqM-полимеразы (Алкор Био, Санкт-Петербург, Россия), 3.5 мМ MgCl2, специфичес-
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ких прямого и обратного праймеров и зондов (TaqMan) (см. табл. 1, все нуклеотиды 
синтезированы ООО «ДНК-Синтез», Россия). В ходе работы праймеры подбирались 
с помощью программы Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) 
к последовательностям кДНК генов Tgfb1, Lcn2, S100a10, Nlrp3, Gbp2, Ptx3, S100b, 
Gja1, Glul, полученных из базы данных RefSeq Национального центра биотехноло-
гической информации (NCBI). Для конструирования зондов использовали программу 
Primer3Plus (https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi). Основными параме-
трами при конструировании праймеров были размер продукта (в пределах 50–140 нук-
леотидов), температура отжига (58–63°С) и разница температур отжига (не более 3°С). 
Зонд конструировался с учетом следующих параметров: длина (18–7 нуклеотидов), со-
держание GC (20–80%), отсутствие нуклеотида G на 5’ конце. Температура плавления 
зонда превышала температуру плавления праймеров на 5–10°С.

ПЦР проводили в термоциклере C1000 Touch в сочетании с системой обнару-
жения ПЦР в реальном времени CFX384 Touch™ (BioRad, США) в тетраплетах. 
Были использованы следующие мультиплексы: Nlrp3 + Aif1, Lcn2 + Arg1 + S100a10,  
S100b + Cx43. Отдельно для данной работы были проведены ПЦР для генов: S100b + 
Gja1 + Glul, Tgfb1 + Slc1a3. Эффективность реакций для генов интереса проверяли 
методом серийных разведений [54]. Оптимизированные нами ПЦР показали опти-
мальную эффективность в диапазоне 90–100%. Для генов домашнего хозяйства были 
использованы ранее описанные мультиплексы: Actb + Gapdh + B2m, Rpl13a + Ppia + 
Sdha, Hprt1 + Pgk1 + Ywhaz [42]. 

Относительная экспрессия генов была рассчитана с использованием метода 2−ΔΔCt 
[55]. Данные нормировали по отношению к среднему геометрическому для трех наи-
более стабильных референсных генов: Gapdh, Ywhaz, Pgk1 для дорзального и вент-
рального гиппокампа, Hprt1, Gapdh, Pgk1 для височной коры. Референсные гены для 
нормализации были выбраны на основе ранжирования, полученного с помощью он-
лайн-инструмента RefFinder (https://blooge.cn/RefFinder/).

Статистическая обработка результатов
Статистический анализ был выполнен с помощью SPSS Statistics 23 (IBM, США) 

и GraphPad Prism (GraphPad Software, США). Идентификация выбросов в данных про-
изводилась с помощью квартильного метода. Критерий Шапиро–Уилка использовался 
для проверки нормальности распределения. Однородность дисперсии проверялась ме-
тодом Ливиня. Для нормально распределенных данных использовали ANOVA с апо-
стериорным критерием Тьюки. Дисперсионный анализ Уэлча и апостериорный тест 
Геймса–Хоуэлла использовали при неоднородности дисперсий.

Для всех тестов групповые различия считались статистически значимыми на уров-
не p < 0.05. На графиках данные представлены в логарифмической шкале в виде ин-
дивидуальных значений с минимальным и максимальным значениями (усы ошибок), 
медианой выборки (горизонтальная линия), первым и третьим квартилями.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Литий-пилокарпиновый эпилептический статус приводит к увеличению экспрессии 
генов маркеров активации астроцитов и микроглиальных клеток

Вначале для анализа активации глиальных клеток после длительных судорог 
мы провели оценку относительного уровня продукции мРНК наиболее широко ис-
пользуемых маркеров глиальных клеток: Aif1 для микроглии и S100b для астроглии  
[56, 57]. Во всех исследованных структурах было выявлено достоверное увеличение 
экспрессии двух генов вне зависимости от применения анакинры (рис. 1). Это ука-
зывает на реактивацию астроцитов и микроглиальных клеток. Для ответа на вопрос 

https://blooge.cn/RefFinder/
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о функциональном состоянии реактивных глиальных клеток мы провели анализ экс-
прессии соответствующих генов.

На седьмые сутки после эпилептического статуса в гиппокампе крыс повышается 
экспрессия генов белков, вовлеченных в транспорт и метаболизм глутамата

Для оценки функционального состояния астроцитов в первую очередь мы сосре-
доточились на анализе звеньев, участвующих в транспорте и метаболизме глутамата. 
Глутамат является основной возбуждающей аминокислотой, повышение внеклеточной 
концентрации которой показано в гиппокампе после судорог, вызванных пилокарпи-
ном [58]. Астроциты экспрессируют переносчики возбуждающих аминокислот с вы-
сокой аффинностью к глутамату (EAAT), принадлежащие семейству генов Slc1 [15]. 
В данной работе мы провели анализ экспрессии гена Slc1a3, кодирующего EAAT1, 
и выявили повышение его относительной экспрессии в дорзальном и вентральном гип-
покампе. Применение анакинры не оказало значимого влияния на выявленную гипер-
экспрессию (рис. 2). В связи с этим увеличение экспрессии гена Slc1a3 может свиде-
тельствовать о развитии компенсаторных механизмов, направленных на уменьшение 
концентрации глутамата во внеклеточном веществе.

Далее мы проанализировали изменение экспрессии гена Glul, кодирующего глута-
минсинтетазу (GS), являющуюся ключевым ферментом глутамат-глутаминового цик- 
ла, необходимого для нормального функционирования глутаматергического синапса 
[18]. Было выявлено увеличение экспрессии Glul в дорзальном и вентральном отделах 
гиппокампа. Аналогичные изменения отмечались и в группе SE+A (рис. 2). Это, в свою 

Рис. 1. Относительная экспрессия генов маркеров активации астроцитов (S100b) и микроглиальных клеток 
(Aif1) в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе крыс через 7 дней после эпи-
лептического статуса. * р < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 в ANOVA с апостериорным критерием Тьюки или 
ANOVA с поправкой Уэлча и апостериорным критерием Геймса – Хоуэлла. S100b: TC: F(2, 27) = 12.5, р = 0.002; 
DH: F(2, 23) = 18.9, р < 0.001; VH: F(2, 25) = 60.3, р < 0.001; Aif1: TC: F(2, 11.9) = 31.3, р < 0.001; DH: F(2, 9.6) = 168.6,  
р < 0.001; VH: F(2, 13.4) = 697.7, р < 0.001.
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Рис. 2. Относительная экспрессия генов транспортера глутамата EAAT1 (Slc1a3), глутаминсинтетазы (Glul) 
и белка семейства щелевых контактов коннексина 43 (Gja1) в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вен-
тральном (VH) гиппокампе крыс через 7 дней после эпилептического статуса. * р < 0.05, ** p < 0.01, *** 
p < 0.001 в ANOVA с апостериорным критерием Тьюки или ANOVA с поправкой Уэлча и апостериорным 
критерием Геймса – Хоуэлла. Slc1a3: TC: F(2, 26) = 2.3, р = 0.12; DH: F(2, 23) = 11.3, р < 0.001; VH: F(2, 14.34) = 73.06, 
р < 0.001; Glul: TC: F(2, 25) = 1.36, р = 0.27; DH: F(2, 20) = 20.8, р < 0.001; VH: F(2, 16.25) = 33.56, р < 0.001; Gja1: TC: 
F(2, 12.65) = 9.47, р < 0.01; DH: F(2, 21) = 8.54, р < 0.01; VH: F(2, 29) = 41.8, р < 0.001.
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очередь, также может указывать на компенсаторный механизм, направленный на прео-
бразование глутамата в неактивную форму.

Кроме того, был проведен анализ экспрессии гена коннексина Cx43, участвующе-
го в перераспределении глутамата между астроцитами [17]. Мы выявили повышение 
экспрессии гена Gja1 в дорзальной и вентральной областях гиппокампа через 7 дней 
после эпилептического статуса (рис. 2). В височной коре увеличение продукции мРНК 
гена Gja1 было обнаружено только в группе SE+A по сравнению с контрольными жи-
вотными, но достоверной разницы между группами SE и SE+A выявлено не было. 
Полученные данные могут свидетельствовать о функциональной реорганизации ас-
троцитарного синцития. 

Применение анакинры способствовало снижению гиперэкспрессии гена 
провоспалительного цитокина Il1b

Анализ интенсивности нейровоспаления был проведен с помощью оценки отно-
сительной экспрессии генов цитокинов (Il1b, Il1rn и Tgfb1) и Nlrp3. Во всех иссле-
дованных структурах мозга было обнаружено повышение относительной продукции 
мРНК трех генов: Nlrp3 – гена инфламмасомного белка NLRP3, активация которого 
запускает каскад реакций, приводящий к высвобождению активной формы IL-1β;  
Il1rn – гена противовоспалительного цитокина IL-1Ra, который конкурирует за 
связывание с рецептором IL-1R1 и блокирует передачу воспалительного сигнала;  
Tgfb1 – гена плейотропного цитокина TGF-β1 с разнообразным действием в ЦНС, 



434 ЗАХАРОВА и др. 

включая участие в воспалительной реакции. Применение анакинры не повлияло на 
экспрессию перечисленных генов (рис. 3). После эпилептического статуса в мозге 
крыс во всех исследованных структурах также было выявлено повышение экспрессии 
гена Il1b, кодирующего провоспалительный цитокин IL-1β (рис. 3). Однако в случае 
данного цитокина применение анакинры значительно снижало выявленную гиперэкс-
прессию, особенно в височной коре и вентральном гиппокампе.

Применение анакинры не повлияло на экспрессию генов маркеров поляризации 
астроцитов

Для оценки состояния активации астроглиальных клеток в конце первой недели 
эпилептогенеза мы проанализировали относительную продукцию мРНК маркеров по-
ляризации состояний A1 (Lcn2, Gbp2) и A2 (S100a10, Ptx3). Было выявлено увеличение 
экспрессии всех исследованных генов в трех структурах, при этом применение анакин-
ры не повлияло на продукцию генов поляризации астроцитов (рис. 4). Таким образом, 
можно сделать вывод, что через 7 дней после литий-пилокарпинового SE происходит 
активация обоих типов состояний астроглиальных клеток, а баланс этих состояний не 
зависит от активации пути IL-1β.

Применение анакинры восстановило экспрессию гена маркера 
противовоспалительного состояния микроглиальных клеток

Эффективными маркерами полярных состояний активации микроглии являются 
ферменты, использующие аргинин в качестве субстрата, в частности, индуцибельная 
NO-синтаза (iNOS) и аргиназа-1 [9]. Для М1 характерно повышение продукции гена 
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Рис. 3. Относительная экспрессия генов основного белка инфламмасом Nlrp3, провоспалительного цито-
кина Il1b, противовоспалительного цитокина Il1rn и плейотропного цитокина Tgfb1 в височной коре (TC), 
дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе крыс через 7 дней после эпилептического статуса. * р < 
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 в ANOVA с апостериорным критерием Тьюки или ANOVA с поправкой Уэлча 
и апостериорным критерием Геймса – Хоуэлла. Nlrp3: TC: F(2, 28) = 36.7, р < 0.001; DH: F(2, 21) = 66.1, р < 0.001; 
VH: F(2, 12.2) = 152.9, р < 0.001; Il1b: TC: F(2, 27) = 8.4, р < 0.01; DH: F(2, 19) = 13.85, р < 0.001; VH: F(2, 12.5) = 51.67, р 
< 0.001; Il1rn: TC: F(2, 28) = 10.46, р < 0.001; DH: F(2, 23) = 67.58, р < 0.001; VH: F(2, 13.97) = 326.4, р < 0.001.
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iNOS, синтезирующей NO, участвующий в реакциях окислительного стресса и нейро-
воспаления, имеющих место при эпилептогенезе [8, 9]. Мы оценили относительную 
экспрессию гена Nos2, кодирующего iNOS, и обнаружили снижение его продукции 
в височной коре, при этом применение анакинры способствовало более выраженному 
уменьшению экспрессии данного гена (рис. 5). Маркером состояния М2 является арги-
наза-1, которая эффективно конкурирует с iNOS и превращает аргинин в орнитиновом 
цикле в орнитин и мочевину, что ведет к иммуносупрессии в связи с истощением со-
держания аргинина [10]. При анализе относительной экспрессии гена Arg1, кодирую-
щего аргиназу-1, было выявлено снижение его экспрессии в дорзальном гиппокампе. 
Применение анакинры восстанавливало экспрессию данного гена до контрольных зна-
чений, что может указывать на смещение состояния активации микроглиальных кле-
ток в сторону противовоспалительного фенотипа М2 (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе был проведен анализ экспрессии генов различных астро- и микро-
глиальных белков в латентную фазу литий-пилокарпиновой модели на седьмые сутки 
после эпилептического статуса. Для выяснения роли сигнального пути IL-1β в поля-
ризации глиальных клеток при эпилептогенезе производилось введение анакинры (IL-
1Ra) в течение всего периода после эпилептического статуса и до дня анализа экс-
прессии генов. Для анализа были выбраны гены-маркеры активации астроглии (S100b) 
и микроглии (Aif1), гены белков, участвующих в транспорте и метаболизме глутамата 

Рис. 4. Относительная экспрессия генов маркеров поляризации астроцитов: маркеры состояний А1 (Lcn2, 
Gbp2) и А2 (S100a10, Ptx3) в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе крыс 
через 7 дней после эпилептического статуса. * р < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 в ANOVA с апостериорным 
критерием Тьюки или ANOVA с поправкой Уэлча и апостериорным критерием Геймса – Хоуэлла. Lcn2: TC: 
F(2, 24) = 14.82, р < 0.001; DH: F(2, 21) = 16.0, р < 0.001; VH: F(2, 15.45) = 89.87, р < 0.001; Gbp2: TC: F(2, 27) = 7.58,  
р < 0.01; DH: F(2, 22) = 17.37, р < 0.001; VH: F(2, 12.38) = 101.2, р < 0.001; S100a10: TC: F(2, 28) = 16.65, р < 0.001; 
DH: F(2, 10.25) = 22.68, р < 0.001; VH: F(2, 14.02) = 199.9, р < 0.001; Ptx3: TC: F(2, 13.88) = 17.65, р < 0.001; DH:  
F(2, 9.8) = 12.21, р < 0.01; VH: F(2, 26) = 25.74, р < 0.001.
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(Slc1a3, Glul, Gja1), гены пути IL-1β (Nlrp3, Il1b, Il1rn) и Tgfb1, гены-маркеры поляри-
зации астроглии (Lcn2, Gbp2, S100a10, Ptx3) и микроглии (Arg1, Nos2).

Уровень экспрессии мРНК S100b и Aif1 значимо возрос во всех исследованных 
структурах, и введение анакинры не снизило их гиперэкспрессию. В наших предыду-
щих исследованиях также было выявлено повышение экспрессии Gfap, являющегося 
классическим маркером активации астроглии [59]. В совокупности данные об экспрес-
сии маркеров глиальных клеток позволяют сделать вывод о том, что на седьмые сутки 
после индуцированного пилокарпином эпилептического статуса наблюдается актива-
ция астроглиальных и микроглиальных клеток, что согласуется с литературными дан-
ными о нейровоспалении в период эпилептогенеза [60].

Предполагается, что вызванная эпилептическим статусом реактивация и дисфунк-
циональное ремоделирование астроцитов может являться одной из причин эпилепто-
генных нарушений [5]. В качестве ее основного механизма рассматривается наруше-
ние регуляции работы глутаматергического синапса вследствие снижения поглощения 
синаптического глутамата астроцитами, а также нарушения глутамат-глутаминового 
цикла [14]. Транспортеры глутамата EAAT1 и EAAT2, характерные для астроцитов, 
имеют разную локализацию на мембране клетки. EAAT1 располагается на соме ас-
троцитов и по длине их отростков, а EAAT2 закреплен каркасными белками на пе-
рисинаптической части астроцитарного отростка, непосредственно контактирующей 
с глутаматергическим синапсом, и осуществляет обратный захват глутамата, высво-
бождаемого пресинапсом [16]. Ранее в наших работах было показано снижение про-
дукции белка EAAT2 в дорзальном гиппокампе крыс на седьмые сутки после эпилеп-
тического статуса при отсутствии значимых изменений экспрессии гена Slc1a2 [21], 

Рис. 5. Относительная экспрессия генов маркеров поляризации микроглиальных клеток: маркеры состояний 
М1 (Nos2) и М2 (Arg1) в височной коре (TC), дорзальном (DH) и вентральном (VH) гиппокампе крыс через  
7 дней после эпилептического статуса. * р < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 в ANOVA с апостериорным 
критерием Тьюки или ANOVA с поправкой Уэлча и апостериорным критерием Геймса – Хоуэлла. Nos2:  
TC: F(2, 28) = 11.07, р < 0.001; DH: F(2, 21) = 0.53, р = 0.596; VH: F(2, 23) = 0.063, p = 0.94; Arg1: TC: F(2, 13.96) = 5.183, 
р < 0.05; DH: F(2, 22) = 15.59, р < 0.001; VH: F(2, 28) = 1.322, р = 0.283.
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что может свидетельствовать об ухудшении синаптической функции астроцитов [61]. 
В настоящем исследовании мы провели анализ экспрессии гена Slc1a3, кодирующе-
го белок EAAT1, который располагается в основном на отростках и соме астроцитов, 
и гена глутаминсинтетазы (Glul), осуществляющей превращение глутамата в глута-
мин и локализованной преимущественно в астроцитах. В дорзальном и вентральном 
гиппокампе была выявлена повышенная экспрессия генов Slc1a3 и Glul, что может 
свидетельствовать о развитии общего компенсаторного механизма поглощения и прев-
ращения глутамата астроцитами. Ранее было показано, что продукция белков EAAT1 
и EAAT2 снижается в гиппокампе пациентов с эпилепсией [62, 63]. И хотя в наших 
предыдущих работах введение анакинры приводило к изменению экспрессии Slc1a2 
в вентральном гиппокампе и височной коре, что, как мы предположили, являлось од-
ним из механизмов нейропротекции, в настоящем исследовании введение анакинры не 
оказало значимого влияния на продукцию Slc1a3 и Glul. Это означает, что увеличение 
экспрессии данных генов в латентной фазе литий-пилокарпиновой модели не опре-
деляется активацией пути IL-1β. В то же время IL-1β способствовал снижению экс-
прессии генов глутамат-глутаминового цикла в модели рассеянного склероза [64]. Это 
может указывать на присутствие в эпилептогенезе других механизмов, вклад которых 
в изменение экспрессии Glul оказывается более существенным.

Данные о роли щелевых соединений и коннексинов в эпилептогенезе противоречи-
вы [19]. Функциональные щелевые контакты между астроцитами образованы полука-
налами каждого из двух контактирующих астроцитов. Считается, что в случае тяжело-
го реактивного астроглиоза щелевые контакты распадаются, становясь полуканалами, 
что затрудняет быстрое перераспределение ионов и малых молекул и способствует их 
утечке из астроцитов, что может приводить к повышению возбудимости нейронов [65]. 
Ингибирование Cx43-содержащих щелевых контактов предотвращало эпилептиформ-
ную активность в срезах или снижало ее интенсивность за счет снижения астроци-
тарной синхронизации [66]. При эпилепсии реактивный астроглиоз сопровождается 
ростом экспрессии генов коннексинов Cx43 [19, 22, 67]. В нашей работе также было 
отмечено повышение продукции мРНК Gja1 на седьмые сутки после литий-пилокар-
пинового эпилептического статуса, что может свидетельствовать о функциональной 
реорганизации астроцитарного синцития. При этом введение анакинры не повлияло 
на гиперэкспрессию Gja1 в гиппокампе, но способствовало повышению экспрессии 
Gja1 в височной коре крыс после эпилептического статуса. Можно предположить, что 
активация пути IL-1β оказывает влияние на функционирование Cx43. Подобная связь 
была обнаружена при моделировании болезни Альцгеймера, где обработка IL-1β куль-
туры первичных астроцитов способствовала увеличению уровня дефосфорилирован-
ного Cx43 [68]. Однако по уровню мРНК в ткани можно сделать лишь ограниченные 
выводы о функциональном состоянии щелевых контактов и их вкладе в развитие эпи-
лепсии, так как решающую роль при эпилептогенезе играет структурная организация 
белковых молекул. Совместно с анализом экспрессии Gja1 и Slc1a2/Slc1a3 уместно 
в будущих исследованиях оценить относительную экспрессию генов калиевых кана-
лов Kir4.1 и аквапоринов AQP4, так как перечисленные каналы являются звеньями 
одной системы, участвующей в клиренсе глутамата и K+ и поддержании внеклеточного 
гомеостаза [19].

Для анализа активации провоспалительного пути IL-1β в условиях введения ана-
кинры мы оценили экспрессию генов основных участников данного пути и обнару-
жили увеличение экспрессии Nlrp3, Il1b и Il1rn во всех исследованных структурах 
на седьмые сутки после эпилептического статуса. В результате применения ана-
кинры наблюдалось подавление гиперэкспрессии только гена Il1b в височной коре 
и вентральном гиппокампе. Экспрессия гена Nlrp3 не изменилась в результате сис-
темного введения анакинры, следовательно, снижение экспрессии гена Il1b связано 
с последующими механизмами регуляции провоспалительного ответа, в частности, 
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рецептора IL-1R1. Согласно литературным данным, изменение соотношения IL-1β 
(запуск провоспалительного каскада при связывании с рецептором IL-1R1) и IL-1Ra 
(ингибирование развития противовоспалительного каскада) в пользу второго может 
способствовать снижению интенсивности воспаления и развитию комплекса проти-
вовоспалительных реакций [69]. Следует заметить, что в мозге крыс после эпилепти-
ческого статуса наряду с повышением экспрессии Il1b было выявлено и повышение 
экспрессии Il1rn, что отражает работу собственных механизмов регуляции интенсив-
ности нейровоспаления, которые, по-видимому, оказываются недостаточными после 
литий-пилокарпинового эпилептического статуса для снижения интенсивности вос-
палительных процессов.

Мы также выявили повышение экспрессии гена Tgfb1 в гиппокампе и височной 
коре крыс через 7 дней после эпилептического статуса. Функции TGF-β1 неоднознач-
ны [70], с одной стороны, он рассматривается как плейотропный цитокин, продуциру-
емый микроглией и являющийся маркером состояния M2, с другой стороны, как рос- 
товой фактор. Гиперэкспрессия Tgfb1 может быть звеном компенсаторного механиз-
ма для снижения интенсивности нейровоспалительных реакций, ранее было показано, 
что TGF-β1 регулирует степень пролиферации астроцитов и микроглии [71]. С дру-
гой стороны, при нарушении целостности гематоэнцефалического барьера TGF-β1 
опосредует индуцируемое альбумином патологическое ремоделирование матрикса 
и повышение возбудимости нейронов [72]. Таким образом, выводы о функциональном 
значении гиперэкспрессии Tgfb1 можно делать только на основании комплексных мор-
фологических и молекулярных данных.

На основе анализа генов-маркеров А1/А2 поляризации астроцитов (Lcn2, Gbp2 
и S100a10, Ptx3 соответственно) мы делаем вывод, что на седьмые сутки после SE 
имеет место активация обоих полярных состояний астроцитов. Более того, посколь-
ку введение анакинры не оказало влияния на гиперэкспрессию изучаемых генов, мы 
предполагаем, что баланс этих состояний зависит не от активации пути IL-1β, а опре-
деляется другими механизмами.

Активированная микроглия представлена спектром переходящих состояний, где 
М1/М2 являются обозначениями крайних полярных состояний активации, но редко 
встречаются в чистом виде in vivo [73, 74]. Считается, что на начальных этапах разви-
тия нейровоспаления преобладает провоспалительный или нейротоксический фенотип 
М1, направленный на удаление продуктов клеточной гибели, а также инфекционных 
агентов. На завершающих этапах воспалительных реакций, направленных на пролифе-
рацию клеток и репарацию тканей, происходит переключение на M2 – так называемый 
альтернативный или противовоспалительный фенотип. Однако когда противовоспали-
тельный ответ не дает результата, постоянное присутствие и продолжающаяся продук-
ция провоспалительных цитокинов и активных форм кислорода может привести к гибе-
ли клеток и дальнейшему повреждению тканей [6]. По данным экспрессии маркерных 
генов полярных фенотипов мы можем говорить о равновесии про- и противовос- 
палительных процессов в целом. В нашем исследовании было обнаружено снижение 
экспрессии гена Nos2 в височной коре, что может свидетельствовать об уменьшении 
провоспалительной активации микроглии на седьмые сутки после эпилептического 
статуса. При этом введение анакинры способствовало более выраженному подавлению 
экспрессии данного гена в височной коре. Напротив, в дорзальном гиппокампе – одной 
из основных структур эпилептогенеза в литий-пилокарпиновой модели – было выяв-
лено снижение экспрессии гена Arg1, что может указывать на ослабление противовос- 
палительных процессов, реализуемых микроглией, это способствует эпилептогенезу, 
поскольку ингибирование активности или экспрессии аргиназы приводит к увеличе-
нию продукции NO [8, 9]. Восстановление продукции Arg1 при применении анакинры 
может отражать один из механизмов противоэпилептогенного эффекта IL-1Ra, пока-
занного ранее [59]. Можно предположить, что в совокупности сохранение повышен-
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ной экспрессии противовоспалительных факторов IL-1Ra и TGF-β1, восстановление 
экспрессии гена Arg1 и снижение гиперэкспрессии Il1b могут значимо смещать баланс 
реакций активного нейровоспаления в сторону нейропротекции и репарации нервной 
ткани. Известно, что активация противовоспалительного фенотипа микроглии лежит 
в основе благоприятного исхода болезней, в патогенезе которых ключевую роль играет 
нейровоспаление [6].

Таким образом, системное введение анакинры не повлияло на интенсивность акти-
вации астроглии и микроглии, но позволило сдвинуть баланс между про- и противо-
воспалительными процессами в сторону противовоспалительных реакций в активиро-
ванной микроглии. Это позволяет предположить, что поляризация микроглии зависит 
от активации пути IL-1β, а влияние на этот путь может быть перспективным подходом 
к модификации эпилептогенеза и терапии эпилепсии.

СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ
SE – status epilepticus, эпилептический статус
EAAT1 и EAAT2 – Excitatory Amino Acid Transporter 1 и 2
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Anakinra Promotes M2 Microglia Activation during the Latent Phase  
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Astrocytes and microglia and their polarization are thought to contribute to the progression 
of epilepsy. One of the processes affecting polarization is neuroinflammation, which plays 
an important role in epileptogenesis. However, the specific mechanisms of its involvement 
in shifting the pro- and anti-inflammatory reactivation of astro- and microglia have not 
been clarified. In this study, we examined the effect of 7-day interleukin-1 receptor 
antagonist (anakinra) administration on glial cell polarization during the latent phase of 
the lithium-pilocarpine model in 7-week-old male Wistar rats. In temporal cortex, dorsal 
and ventral hippocampus the mRNA expression levels of the following genes were 
analyzed: (i) markers of astroglia (S100b) and microglia (Aif1) activation, (ii) astrocytic 
proteins involved in glutamate transport and metabolism (Slc1a3, Glul, Gja1), (iii) pro-
inflammatory pathway interleukin-1β (Nlrp3, Il1b, Il1rn) and transforming growth 
factor β1 (Tgfb1), (iv) markers of astroglia polarization (Lcn2, S100a10, Gbp2, Ptx3), 
and (v) microglia polarization (Nos2 and Arg1). The mRNA expression levels of S100b 
and Aif1 were significantly increased, and anakinra administration did not reduce their 
overexpression. This indicates reactivation of astroglia and microglia regardless of the 
anakinra administered. The expression of Slc1a3, Glul, and Gja1 genes increased in 
the hippocampus; anakinra administration did not affect their hyperexpression, but 
promoted increased expression of Gja1 in the temporal cortex. The mRNA production 
of Lcn2, S100a10, Gbp2, Ptx3, Nlrp3, Il1b, Il1rn and Tgfb1 increased in all structures. 
Administration of anakinra reduced the gene expression of Il1b. Among the markers of 
microglia polarization, downregulation of Arg1 expression in the dorsal hippocampus and 
Nos2 expression in the temporal cortex was detected. Anakinra administration enhanced 
the decrease in Nos2 expression and restored the level of Arg1 expression to control values. 
Thus, anakinra administration did not affect the intensity of glial cell reactivation, but 
improved M2 reactivation of microglia.

Keywords: IL-1Ra, epileptogenesis, neuroinflammation, microglia polarization, astroglia 
polarization, TLE
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Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (МСК) применяются для до-
полнительной терапии ишемических и воспалительных заболеваний. При системном 
введении трансмиграция МСК в ткани-мишени сопровождается взаимодействием с ак-
тивированными эндотелиальными клетками (ЭК), выстилающими сосуды в участках 
повреждений. В настоящей работе изучали эффекты активированных ФНО-α эндоте-
лиальных клеток на активность МСК при гипоксии разной степени выраженности. 
Для этого использовали модель краткосрочного контактного сокультивирования МСК 
и предварительно активированных ФНО-α эндотелиальных клеток. После взаимодей-
ствия с активированными ЭК МСК сохраняли свой стромальный фенотип, потенциал 
к мультилинейной дифференцировке. В то же время выявлено изменение экспрессии 
молекул межклеточного взаимодействия, которые участвуют в формировании контак-
тов МСК с другими клетками, матриксом, а также регулируют деградацию внекле-
точного матрикса (ВКМ) и клеточную миграцию. Кроме того, кондиционированная 
среда от активированного эндотелия увеличивала направленную и ненаправленную 
миграцию МСК. Взаимодействие усиливало паракринный ответ МСК и активирован-
ных ЭК за счет увеличения транскрипции и продукции ИЛ-6, ИЛ-8. В совокупности 
эти данные указывают на то, что краткосрочное взаимодействие с активированными 
ЭК способствует формированию миграционного фенотипа МСК, а также увеличи-
вает продукцию плейотропных цитокинов и протеаз/ингибиторов протеаз, которые 
регулируют процессы репарации и ремоделирования ткани. При этом по сравнению 
с физиологическими для МСК условиями (5% О2) острый гипоксический стресс  
(0.1% О2, 24 ч) ослаблял стимулирующее действие эндотелия на МСК. 

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки, эндотели-
альные клетки, гипоксия, провоспалительная активация, сокультивирование
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ВВЕДЕНИЕ

Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) представляют собой клетки, основ-
ными функциями которых считаются поддержание гомеостаза и репарация тканей как 
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путем дифференцировки в различные клеточные типы, так и за счет секреции факто-
ров роста и цитокинов. Благодаря иммуноуклончивости для терапевтических целей 
можно использовать как аутологичные, так и аллогенные клетки [1, 2]. В настоящее 
время в ряде стран одобрено клиническое применение препаратов на основе МСК для 
дополнительной терапии различных заболеваний [2–4]. 

На функционирование МСК существенным образом влияет концентрация О2 
в окружающих тканях. МСК располагаются в тканях периваскулярно, в условиях «фи-
зиологической» гипоксии (от 3 до 10% О2) [5, 6]. Культивирование МСК в условиях, 
близких к «физиологической» гипоксии, модулирует их важнейшие свойства, что спо-
собствует поддержанию их малодифференцированного состояния. In vitro продемон-
стрировано, что при 5% О2 в популяции МСК выявляется больше клеток, способных 
давать клоны – колониеобразующих единиц фибробластов (КОЕ-ф) при лимитирующе 
низкой плотности посадки. При стандартной плотности культивирования такие МСК 
быстрее пролиферируют, менее чувствительны к остео- и адипогенным дифференци-
ровочным стимулам [5, 7].

С другой стороны, значительная депривация О2 и увеличение содержания прово-
спалительных медиаторов могут выступать в качестве стимулов для вовлечения МСК 
в репаративное ремоделирование тканей. Показано, что краткосрочная депривация О2 
(1–72 ч, < 1% O2) приводит к метаболическим изменениям, таким как усиление гли-
колиза [5, 8, 9], наблюдается реорганизация цитоскелета, стимуляция миграции [10, 
11]. Кроме того, гипоксический стресс повышает секрецию паракринных факторов, 
которые оказывают трофическое действие на ткань, регулируя активность других кле-
ток [10, 12, 13]. Установлено, что адаптивные изменения функциональных свойств 
МСК в ответ на гипоксический стресс могут быть обусловлены активацией HIF-1α-
зависимого сигнального пути [8, 14, 15]. 

Ряд доклинических и клинических исследований продемонстрировал, что приме-
нение МСК может улучшать прогноз при различных заболеваниях [16–19]. Показано, 
что после системной трансфузии МСК частично задерживаются в легких, что ограни-
чивает попадание в другие ткани [20, 21]. Однако терапевтический эффект обусловлен 
тем, что циркулирующие по кровеносной системе МСК активно мигрируют через эн-
дотелиальный монослой стенки сосуда в поврежденный орган, клетки которого проду-
цируют медиаторы с хемотактическим действием [20–24]. В связи с этим внутрисосу-
дистое введение МСК часто используется как метод доставки клеток в органы-мишени 
для терапевтических целей. Воспалительные цитокины (ФНО-α, IFNγ, интерлейкины 
и др.) не только служат хемоаттрактантами для МСК, но и активируют эпителиальные 
клетки (ЭК) сосудистой стенки. Активированные ЭК изменяют профиль продуцируе-
мых растворимых медиаторов, а также экспрессируют молекулы адгезии, что необхо-
димо для экстравазации МСК. 

Конечные свойства МСК, используемых для терапии, зависят от параметров ми-
кроокружения, в которое они попадут. По мере миграции в область повреждения МСК 
столкнутся с активированными ЭК и гипоксией разной степени выраженности. Из-
вестно, что концентрация О2 в среде влияет на свойства МСК, однако неизвестно, как 
изменится ответ при взаимодействии с ЭК. Хотя миграция МСК из сосудистого русла 
в ткань занимает несколько часов [19, 25, 26], даже непродолжительный контакт с эн-
дотелием может повлиять на репаративные свойства стромальных клеток. 

Известно, что взаимодействие in vitro МСК и ЭК в течение 24–72 ч индуцирует экс-
прессию генов миогенной дифференцировки и способствует увеличению продукции 
ИЛ-6 [27–29]. Эти данные указывают на изменения функциональных свойств МСК, 
важных для участия в репарации ткани. 

Цель настоящей работы заключалась в изучении эффектов провоспалительно акти-
вированных ЭК на МСК в условиях гипоксии разной степени выраженности.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение и культивирование МСК
Образцы МСК из жировой ткани человека были получены из коллекции Лаборато-

рии клеточной физиологии Института медико-биологических проблем РАН. Культиви-
рование МСК проводили на чашках Петри, используя полную ростовую среду α-МЕМ 
(Gibco, США), с добавлением 10% ФТС (HyClone, США), 50 ед./мл пенициллина  
и 50 мкг/мл стрептомицина (ПанЭко, Россия) при 5% O2 в CO2-инкубаторе (Sanyo, 
Япония), как описано ранее [30]. В экспериментах использовали клетки 3–6 пассажей.

Культивирование ЭК
ЭК из вены пупочного канатика были предоставлены Банком пуповинной крови 

Криоцентра (Москва, Россия) в рамках научного соглашения. ЭК культивировали 
в среде 199 с 2 мМ глютамина, 1 мМ пирувата натрия, 25 мМ HEPES (Gibco, Life 
Technologies, США), 50 ед./мл пенициллина, 50 мкг/мл стрептомицина (ПанЭко, Рос-
сия) с добавлением 10% ФТС (Hyclone, США), 200 мкг/мл фактора роста эндотели-
альных клеток (Sigma-Aldrich, США) при 20% O2 в CO2-инкубаторе (Sanyo, Япония). 
После пассирования клетки культивировали на чашках Петри, покрытых 0.2%-ным 
раствором желатина в полной ростовой среде 199. В экспериментах использовали ЭК 
3–5 пассажей. ЭК активировали с использованием ФНО-α (10 нг/мл) (Abcam, США) 
в течение 24 ч. 

Схема эксперимента
Для оценки эффектов активированных ФНО-α ЭК на МСК при тканевых значени-

ях О2 использовали модель контактного сокультивирования в соответствии со схемой 
(рис. 1). ЭК активировали в состоянии предмонослоя, добавляя среду, содержащую 
10 нг/мл ФНО-α на 24 ч. Далее клетки отмывали от среды с ФНО-α и добавляли су-
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RT-PCR
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Magnetic
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EC TNFα
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Рис. 1. Схема эксперимента по оценке эффектов взаимодействия мезенхимальных стромальных и эндоте-
лиальных клеток.
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спензию МСК к активированным ЭК в соотношении 1:1. Культуральную среду меняли 
во всех чашках на свежую (α-МЕМ и 199 в соотношении 1:1) и инкубировали 24 ч. 
После этого сокультуры и монокультуры клеток трипсинизировали и анализировали 
экспрессию молекул адгезии методом проточной цитометрии. Клеточные сокультуры 
разделяли методом иммуносепарации с использованием микрочастиц, несущих CD31 
антитела (Miltenyi biotec, США). 

Проточная цитометрия 
МСК были охарактеризованы по экспрессии минимального набора поверхностных 

маркеров в соответствии с рекомендациями Международного общества клеточной те-
рапии [31]. Для анализа использовали первичные мышиные моноклональные антитела: 
CD45, CD73, CD90 и CD105 (IgG1) (Immunotech, Франция). В ЭК оценивали экспрессию 
ряда эндотелиальных маркеров CD144, CD106, CD62E, CD54 (Immunotech, Франция). 
В качестве отрицательного контроля (автофлуоресценция) использовали FITC- или PE-
конъюгированные изотипические антитела IgG1 мыши (Immunotech, Франция). 

Для оценки жизнеспособности клеток моно- и сокультуры отделяли с помощью 
трипсина и окрашивали с использованием набора Annexin V – FITC kit (Beckman 
Coulter, Франция). 

Содержание активных форм кислорода (АФК) в клетках определяли с помощью 
красителя H2DCFDA (Sigma, США) (ex/em ~492-495/517-527 нм) в концентрации  
10 мкМ. Продукцию оксида азота (ОА) определяли после окрашивания клеток 5мкМ 
раствором DAF-FM Diacetate (Sigma, США) (ex/em ~495/515 нм). Инкубация клеток 
в среде, содержащей зонд, проводилась 30 мин при 37°С в условиях 5 или 0.1% О2. 
Далее клетки открепляли при помощи трипсина и анализировали на проточном ци-
тофлуориметре Accuri C6 (BD Biosciences, США).

Подсчет КОЕ-ф
Колониеобразующая активность МСК оценивалась после посева клеток в низкой 

плотности на чашки Петри (100 клеток на чашку) диаметром 35 мм. Чашки инкуби-
ровали 14 дней, далее образцы фиксировали и окрашивали в течение 5 мин 0.5%-ным 
раствором кристалл-виолета в метаноле. Чашки с фиксированными клетками высуши-
вали, затем окрашенные колонии подсчитывали.

Направленная миграция МСК
Для определения скорости направленной миграции МСК использовали модифициро-

ванную камеру Бойдена, где в качестве нижней камеры выступает ячейка 24-луночного 
планшета, а верхней камеры – ячейка-вставка (трансвелл, Corning) с полупроницаемой 
мембраной. В лунки планшета добавляли кондиционированную среду от ЭК, контролем 
служила ростовая среда для культивирования эндотелия. 20 тыс. клеток помещали в тран-
свеллы, далее планшеты инкубировали 24 ч в CO2-инкубаторе при 20% О2. Прикрепивши-
еся к мембране МСК фиксировали 4%-ным параформальдегидом и окрашивали 30%-ным 
раствором йодида пропидия в фосфатном буферном растворе. Трансвелл помещали на 
предметное стекло, далее фотографировали 5 случайных полей зрения в режиме флуо-
ресцентной микроскопии. На микрофотографиях с помощью программы ImageJ (Wayne 
Rasband, США) подсчитывали количество ядер, окрашенных йодидом пропидия.

Ненаправленная миграция МСК в модели «рана»
Скорость ненаправленной миграции МСК определяли в модели «рана». МСК вы-

ращивали до состояния монослоя, наносили «рану» путем механического поврежде-
ния и меняли среду для культивирования на кондиционированную среду от ЭК. Далее 
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чашки инкубировали 24 ч при 20% О2. На дне чашки Петри с МСК обозначали 5 слу-
чайных участков для фотографирования «раны». Состояние «раны» фотографировали 
сразу после нанесения механического повреждения (точка 0 ч) и через 24 ч с помощью 
микроскопа Nikon Eclipse Ti-U. С использованием программы NIS-elements AR версии 
3.21 (Nikon, Германия) подсчитывали площадь раны в нулевой точке и через 24 ч, по 
этим показателям оценивали подвижность МСК.

Определение концентрации цитокинов в среде культивирования
Паракринный ответ МСК и ЭК в монокультурах и после взаимодействия изучали 

путем анализа уровня цитокинов в кондиционированной среде методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА). После 72 ч сокультивирования кондиционированную среду 
собирали, затем определяли концентрации медиаторов с использованием наборов для 
ИФА IL-6, IL-8 и набора реагентов BD OptEIA ™ (BD, США) в соответствии с ин-
струкцией производителя. 

ОТ-ПЦР
Для оценки экспрессии генов RUNX2, SOX9, PPARγ, IL6, IL8 клеточные культуры 

трипсинизировали. Сокультуру МСК и ЭК разделяли путем магнитной иммуносепара-
ции. Далее выделяли мРНК с использованием Trizol (Qiagen, США). С использованием 
Quantitech Reverse Transcription Kit (Qiagen, США) на матрице мРНК синтезировали 
кДНК. Экспрессию генов производили методом ОТ-ПЦР на амплификаторе Mx3000P 
(Stratagene, США), используя праймеры к соответствующим генам (Qiagen). Для опре-
деления относительного значения изменения уровня экспрессии целевых генов в каче-
стве контрольного гена использовали значения экспрессии гипоксантингуанинфосфо-
рибозилтрансферазы (HPRT), транскрипция которого постоянна в различном уровне 
О2. Кратность изменения экспрессии генов рассчитывали с использованием метода  
2−ΔΔCt (где Ct – номер порогового цикла). 

Анализ профиля протеаз/ингибиторов, продуцируемых МСК
Для оценки белкового профиля МСК после сокультивирования с ЭК определяли 

содержание соответствующих ферментов в лизатах МСК с использованием наборов 
Human Protease Array/Human Inhibitor Array Kit (R&D Systems, США) в соответствии 
с инструкцией производителя. Детекцию хемилюминесцентного сигнала проводили на 
приборе ChemiDoc МР (Biorad, США).

Статистический анализ
Результаты представлены в виде среднего значения ± стандартного отклонения  

(M ± SD). Статистическую достоверность различий между двумя группами данных 
оценивали с помощью непараметрического критерия Манна–Уитни. В каждой группе 
сравнения количество образцов n ≥ 3. Различия считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

МСК в условиях депривации О2

Прежде чем проводить сокультивирование с ЭК, в МСК охарактеризовали жиз-
неспособность, иммунофенотип и экспрессию генов, кодирующих белки, связанные 
с дифференцировкой, и продукцию плейотропных цитокинов ИЛ-6, ИЛ-8.

МСК как при 5, так и при 0.1% О2 соответствовали минимальным критериям Обще-
ства по клеточной терапии [31]. Клетки прикреплялись к поверхности культурального 
пластика, а также характеризовались фибробластоподобной формой (рис. 2a). Кроме 
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того, независимо от уровня О2 МСК экспрессировали стромальные маркеры (CD90, 
CD73, CD105) и не экспрессировали маркер гемопоэтических клеток (CD45) (табл. 1). 

Независимо от содержания О2 в среде культивирования МСК имели высокую жиз-
неспособность. При 5% О2 жизнеспособность клеток составила 95.3–95.7%. Клетки 
в состоянии раннего апоптоза составили 1.3–2.1%, в состоянии позднего апоптоза – 
1.2–1.6% от общего количества МСК в образцах. В условиях гипоксического стресса 
(0.1% О2) МСК также демонстрировали высокий уровень жизнеспособности (95.4–
96.8%), при этом доля клеток в состоянии раннего и позднего апоптоза составила 1.6–
2.2% и 1.2–1.4% соответственно (рис. 2b). После воздействия гипоксического стресса 
МСК характеризовались в 1.3 раза более высокой продукцией АФК (H2O2) по срав-
нению с клетками, культивируемыми при 5% О2 (рис. 2c). В условиях гипоксическо-
го стресса и при 5% О2 уровень транскрипции генов-регуляторов дифференцировки 
RUNX2, SOX9, PPARγ не отличался (рис. 2d). Оценка паракринной активности не вы-
явила отличий в продукции ИЛ-8, однако продемонстрировала снижение концентра-
ции ИЛ-6 в кондиционированной среде от МСК при действии гипоксического стресса  
(рис. 2e).

ЭК при активации ФНО-α и депривации О2

Также мы оценили влияние ФНО-α и депривации О2 на экспрессию молекул меж-
клеточного взаимодействия, жизнеспособность и продукцию активных форм кислоро-
да в ЭК.

Неактивированные ЭК из пупочной вены демонстрировали эндотелиальный фено-
тип (рис. 3a). Клетки имели округлую и полигональную форму, формировали группы 
по 5–10 клеток при низкой плотности, сохраняли исходную жизнеспособность, экс-
прессировали высокий уровень VE-кадгерина и характеризовались низким уровнем 
VCAM-1, ICAM-1, Е-селектина (рис. 3b; табл. 2).

Активированные ЭК были более вытянутыми (рис. 3a), при этом доля жизнеспособ-
ных клеток составила 88.1–95.1% при 5% О2 и 91.6–93.2% при 0.1% О2, что было сопо-
ставимо с активированными ЭК при 20% О2 (90.3–96.1%) (рис. 3b; табл. 2). Активация 
при различном содержании О2 вызывала увеличение экспрессии маркера провоспали-
тельной активации ICAM-1 в эндотелиальных клетках. Индукция экспрессии Н2О2 на-
блюдалась при действии гипоксического стресса. Сочетанное действие ФНО-α и гипок-
сического стресса вызывало повышение уровня не только Н2О2, но и NО (табл. 2). 

Взаимодействие МСК и активированных ЭК при депривации О2 различной степени
После взаимодействия с активированными ЭК при 5 и 0.1% О2 МСК сохраняли 

стромальный фенотип: имели высокую экспрессию поверхностных стромальных мар-

Таблица 1. Экспрессия стромальных маркеров МСК

Антиген
Условия культивирования

5% O2 0.1% O2, 24 ч

CD90 93.2–98.8 (96.0) 97.3–98.8 (98.1)

CD73 99.0–99.5 (99.3) 99.0–99.9 (99.5)

CD105 97.6–99.3 (98.5) 98.2–99.5 (98.9)

CD45 0.5–1.0 (0.8) 0.7–1.0 (0.9)
Данные представлены как минимальное – максимальное значение и медиана (в скобках), n ≥ 4.
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керов СD90, CD73, СD105 и не экспрессировали маркер CD45, характерный для гемо-
поэтических клеток (табл. 3), а также сохраняли исходное число КОЕ-ф (табл. 4).

Морфологический анализ показал, что через 24 ч после добавления МСК к эндо-
телиальному монослою наблюдалось распределение стромальных клеток между груп-
пами (кластерами) ЭК. Характер распределения клеток в сокультурах был схожим при 
различном уровне О2 в среде (рис. 4a).

Для оценки влияния ЭК на мультилинейный дифференцировочный потенциал 
в МСК определяли уровень транскрипции генов-регуляторов хондрогенной (SOX9), 
остеогенной (RUNX2) и адипогенной (PPARγ) дифференцировок. После сокультивиро-
вания с активированными ЭК в МСК снижался уровень мРНК SOX9 в условиях «фи-
зиологической» гипоксии в 2.5 раза, а после гипоксического стресса в 2 раза (рис. 4b, 
c). Экспрессия RUNX2, PPARγ существенно не изменялась. 

Краткосрочное взаимодействие c активированным эндотелием приводило к зна-
чимому увеличению количества МСК, которые экспрессировали интегрин α1, αVβ3, 
ICAM-1 и снижали количество клеток, экспрессирующих интегрин α4 и N-кадгерин 

Рис. 2. Характеристика культивируемых МСК при различном содержании О2. (a) – репрезентативная микро-
фотография культивируемых МСК при 5% О2, масштабный отрезок 100 мкм; (b) – характеристика жизнеспо-
собности МСК с применением флуоресцентных красителей аннексин/йодид пропидия (Ann/PI); представ-
лены репрезентативные гистограммы (нижний левый квадрант – популяция живых клеток, верхний левый 
квадрант – клетки в состоянии раннего апоптоза, правый верхний квадрант – клетки в состоянии позднего 
апоптоза, нижний правый квадрант – клетки в состоянии некроза); (c) – продукция АФК; (d) – экспрессия 
генов-регуляторов дифференцировки в МСК, представлена кратность изменения экспрессии генов по срав-
нению с монокультурой МСК при 5% О2; (e) – продукция ИЛ-6, ИЛ-8 в МСК. На графиках представлена 
медиана, межквартильный разброс, максимальные и минимальные значения, n ≥ 4, * – p < 0.05 по сравнению 
с монокультурой МСК, культивируемых при 5% О2.
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при «физиологической» гипоксии и при гипоксическом стрессе. Также изменялась 
средняя интенсивность флуоресценции окрашенных антителами интегринов α1, αVβ3, 
α4, ICAM-1 и N-кадгерина. В условиях гипоксического стресса было отмечено возра-
стание средней интенсивности флуоресценции интегрина α5 на МСК в моно- и сокуль-
туре по сравнению с культивируемыми клетками при «физиологической» гипоксии 
(рис. 5). Таким образом, после сокультивирования с ЭК при гипоксии разной степени 
(5, 0.1% O2) наблюдалось изменение экспрессии молекул адгезии МСК, участвующих 
в образовании межклеточных контактов и контактов с компонентами внеклеточного 
матрикса.

Секреция паракринных факторов МСК и активированных ФНО-α ЭК изменялась 
при взаимодействии, о чем свидетельствовало увеличение концентрации плейотроп-
ных цитокинов ИЛ-6, ИЛ-8 в среде от сокультур. В условиях физиологической гипок-
сии уровень ИЛ-6 в кондиционированной среде вырос в 3.4 раза, а уровень ИЛ-8 – в 6.5 

Рис. 3. Влияние активации ФНО-α и депривации О2 на ЭК при различном уровне О2. (a) – интактные 
и ФНО-α активированные ЭК после краткосрочного культивирования при 5% О2, световая микроскопия, 
репрезентативные микрофотографии ЭК при 5% О2, масштабный отрезок 100 мкм; (b) – жизнеспособность 
ЭК, представлены репрезентативные гистограммы (нижний левый квадрант – популяция живых клеток, 
верхний левый квадрант – клетки в состоянии раннего апоптоза, правый верхний квадрант – клетки в состо-
янии позднего апоптоза, нижний правый квадрант – клетки в состоянии некроза); (c) – экспрессия молекул 
адгезии на ЭК при различном уровне О2, репрезентативные гистограммы при 5% О2. ECs – интактные ЭК, 
ECs TNF-α – активированные ЭК, control – клетки, окрашенные изотипическими IgG1 антителами.
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Таблица 2. Характеристика культивируемых ЭК в условиях депривации О2 и активации ФНО-α

Едини-
цы изме-

рения

Показа-
тель

Концентрация О2

20% 20→5%, 24 ч 20→0.1%, 24 ч
ЭК ЭК ЭК+ФНО ЭК ЭК+ФНО

%
 

кл
ет

ок

An-/PI- 
90.0–94.3 

(92.1)
88.6–93.4 

(91.0)
85.0–90.0 

(87.6)
91.1–95.8 

(93.4)
90.0–93.0 

(92.3)

И
Ф

*1
03

VE- 
кадгерин

49.7–81.9 
(51.7)

27.1–117.3 
(55.5)

30.0–117.1 
(54.0)

34.2–119.4 
(41.2)

29.7–111.3 
(49.8)

VCAM-1
9.3–26.9 

(17.3)
11.1–20.1 

(15.1)
23.0–34.5 

(28.3)
12.0–27.7 

(19.8)
18.4–26.7 

(18.6)

ICAM-1
28.0–36.0 

(31.7)
28.0–36.0 

(31.7)
517.0–699.0 

(620.1) *
27.8–28.8 

(28.3)
578.8–755.9 

(668.3) #

Е- 
селектин

18.8–25.4 
(22.0)

25.5–30.1 
(27.3)

30.0–32.3 
(31.4)

20.9–23.2 
(22.9)

27.3–29.6 
(27.8)

А
Ф

К
,  

от
н.

 е
д. H2O2 1

0.4–1.3 
(0.8)

1.6–2.7 
(2.2)

1.7–3.0 
(2.4)*

5.1–8.7 
(6.9) #

NO 1
0.5–1.1 

(0.9)
0.9–1.9 

(1.4)
0.9–2.2 

(1.7)
2.5–2.6 
(2.5) #

ЭК – монокультура интактных ЭК, ЭК ФНО – ФНО-α активированные ЭК. В таблице представлены мини-
мальное, максимальное значение и медиана (в скобках), n ≥ 3. В связи с отличиями в базовых значениях ин-
тенсивности флуоресценции клеток, окрашенных зондом для детекции NO и Н2О2, в таблице этот показатель 
представлен в относительных единицах по отношению к флуоресценции ЭК, постоянно культивируемых 
при 20% О2. * – p < 0.05 по сравнению с ЭК 5% О2, 

# – p < 0.05 по сравнению с ЭК 0.1% О2. ИФ*103 – интен-
сивность флуоресценции на клетку. 

Таблица 3. Характеристика иммунофенотипа МСК после взаимодействия с активированными ЭК

Концентра- 
ция О2

CD90 CD73 CD105 CD44 CD45

5% 
92.7–98.0 

(95.4)
97.9–99.1 

(98.5)
97.4–99.2 

(98.3)
97.0–100.0 

(99.9)
0.9–1.1  

(1.0)

0.1%
93.2–98.0 

(95.6)
96.0–99.0 

(96.1)
98.3–99.2 

(98.8)
99.0–100.0 

(99.9)
0.2–1.5  

(1.0)
Указана доля положительно окрашенных клеток. Данные представлены как минимальное – максимальное 
значение и медиана (в скобках), n ≥ 4. 

Таблица 4. Колониеобразующая способность МСК после взаимодействия с активированными 
ЭК

Параметр
МСК  
5% O2

МСК+ЭК ФНО  
5% O2

МСК  
0.1% O2

МСК+ЭК ФНО 
0.1% O2

КОЕ-ф 190–250 (205) 180–280 (200) 100–250 (170) 150–280 (215)
Указано количество колоний, образованных КОЕ-ф/1000 МСК. Данные представлены как минимальное – 
максимальное значение и медиана (в скобках), n ≥ 3. МСК – монокультура МСК, МСК+ЭК ФНО – МСК 
после 24 ч сокультивирования с активированными ФНО-α ЭК.



454 ЖИДКОВА и др. 

раз по сравнению со средой от монокультуры МСК. После действия краткосрочно-
го гипоксического стресса продукция ИЛ-6 и ИЛ-8 в сокультуре увеличилась в 3.9 
и в 8.7 раз соответственно по сравнению с монокультурой МСК (рис. 6a, b). Анализ 
экспрессии генов цитокинов в МСК и ЭК показал, что сокультивирование индуциро-
вало возрастание уровня мРНК IL6, IL8 в МСК и в активированных ЭК. Наблюдаемое 
возрастание экспрессии IL8 в клетках после сокультивирования было более выражен-
ным при действии гипоксического стресса (0.1% О2, 24 ч). В этих же условиях воз-
растание экспрессии IL6 в обоих типах клеток было менее выраженным (рис. 6c, d). 
Таким образом, сокультивирование индуцировало как транскрипцию генов IL6 и IL8, 
так и продукцию этих цитокинов. Однако после гипоксического стресса в МСК и ЭК 
индукция транскрипции IL8 усиливалась, а индукция IL6 была не такой выраженной 
как при 5% О2.

МСК способны мигрировать в ткани благодаря способности отвечать на хемо-
тактические стимулы, продуцируемые находящимися там клетками. Для оценки 
влияния активированных ЭК на подвижность МСК мы проанализировали эффектив-
ность ненаправленной (в модели рана) и направленной (в системе трансвелл) миг-
рации клеток в кондиционированной среде. При различном содержании кислорода 

(a)

(b) (c)

Рис. 4. Морфология и транскрипционный профиль МСК после взаимодействия с ЭК активированными 
ФНО-α. (a) – вид сокультуры через 24 ч при 5 и 0.1% О2. Представлены репрезентативные изображения, 
полученные путем совмещения микрофотографий, сделанных в режиме фазового контраста и флуоресцен-
ции, эндотелиальные клетки окрашены флуоресцентным красителем PKH27. Масштабный отрезок равен 
100 мкм. Стрелками указаны МСК; (b), (c) – экспрессия дифференцировочных генов МСК после взаимодей-
ствия с ЭК, активированными при пониженном содержании О2. На графиках показана кратность изменения 
экспрессии генов в МСК после сокультивирования по сравнению с монокультурой МСК (пунктирная линия) 
в тех же условиях. Данные представлены как медиана, межквартильный разброс, максимальные и мини-
мальные значения, n ≥ 3. * – p < 0.05 по сравнению с монокультурой МСК, культивируемых при 5% О2. 
MSC+EC TNF-α – МСК после 24 ч сокультивирования с активированными ФНО-α ЭК. 
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(5 и 0.1% О2) среда, полученная от активированных ЭК, по сравнению с обычной 
средой культивирования увеличивала процент закрытия площади эксперименталь-
ной «раны» (рис. 7a, b). Кроме того, количество клеток, мигрировавших через тран-
свелл в кондиционированной среде, в 2.5–3 раза превышало количество МСК, кото-
рые мигрировали в ростовой среде (рис. 7c, d). Таким образом, кондиционированная 
среда, полученная после культивирования активированных ЭК при гипоксии разной 
степени выраженности, увеличивала скорость направленной и ненаправленной миг-
рации МСК.

МСК могут участвовать в ремоделировании внеклеточного матрикса за счет про-
дукции различных протеаз/ингибиторов протеаз. В условиях повреждения и провоспа-
лительного микроокружения это свойство необходимо для вовлечения клеток в про-
цессы репарации ткани [32–35]. Были определены концентрации 32 протеаз, таких как 
металлоэндопептидазы, протеиназы ADAMTS, катепсины, калликреиновые протеазы, 
металлопротеазы и урокиназы (рис. 8, табл. 5). Также были проанализированы уров-
ни 32 белков, обладающих регуляторным действием в отношении протеаз: цистати-

Рис. 5. Экспрессия молекул межклеточного взаимодействия МСК после сокультивирования с ФНО-α акти-
вированными ЭК. На графиках представлена доля положительно окрашенных МСК до и после взаимодейст-
вия с активированными ЭК (медиана, минимальное и максимальное значение). На этих же графиках размер 
пузырьков соответствует значению медианы интенсивности флуоресценции окрашенных клеток, n ≥ 3. * – p 
< 0.05 по сравнению с монокультурой МСК в тех же условиях культивирования. 1 – МСК 5% О2, 2 – МСК 
после сокультивирования с ЭК 5% О2, 3 – МСК 0.1% О2, 4 – МСК после сокультивирования с ЭК 0.1% О2. 
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нов, ингибиторов сериновых протеаз (HAI), индуктора матриксных металлопротеаз 
(EMMPRIN), серпинов, белков семейства Testican, Latexin, ингибиторов тканевого 
фактора, тканевых ингибиторов металлопротеаз (табл. 6). 

Наши данные показали, что сокультивирование с активированными ЭК вызыва-
ло увеличение продукции протеаз, которые участвуют в деградации ВКМ и миграции 
клеток (ADAM8, Cathepsin B, Cathepsin V, MMP-2, ADAM9, ADAMTS1, Cathepsin A, 
Cathepsin C, Cathepsin D, Cathepsin X/Z/P, MMP-1, MMP-3, MMP-10, Urokinase), в 1.5 
и более раз (табл. 5). В пользу потенциального увеличения протеолитической активно-
сти МСК также свидетельствует снижение уровня ингибитора матриксных металло-

Рис. 6. Изменение паракринной активности ЭК и МСК после взаимодействия при пониженном содержании 
О2. (a) – концентрация ИЛ-6 в среде от моно- и сокультур МСК и активированных ЭК; (b) – концентрация 
ИЛ-8 в среде от моно- и сокультур МСК и активированных ЭК; (c) – изменение экспрессии генов IL6 и IL8 
в МСК; (d) – изменение экспрессии генов IL6 и IL8 в ЭК. На графиках представлена кратность отличий 
экспрессии генов интереса в МСК (c) и ЭК (d) после взаимодействия по сравнению с монокультурой клеток 
(пунктирная линия) в тех же условиях культивирования. Данные представлены как медиана, межквартиль-
ный разброс, максимальные и минимальные значения, n = 3, * – p < 0.05 по сравнению с монокультурой 
МСК в тех же условиях культивирования. ** – p < 0.05 по сравнению с монокультурой ЭК в тех же условиях 
культивирования. MSC+EC TNF-α – МСК после взаимодействия с активированными ЭК. EC TNF-α+MSC – 
активированные ЭК после взаимодействия с МСК.
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Рис. 7. Паракринное влияние ЭК на подвижность МСК. (a) – ненаправленная миграция МСК в модели 
«рана» в кондиционированной среде от активированных ЭК. Репрезентативные микрофотографии сразу 
после нанесения «раны» (0 ч) и через сутки (24 ч); (b) – площадь закрытия раны. На графике площадь 
закрытия представлена в % относительно изначальной площади раны; (c) – направленная миграция МСК 
через мембрану трансвелл в кондиционированной среде от активированных ЭК. Репрезентативные микро-
фотографии, сделанные через 24 ч инкубации клеток в лунках планшетов; (d) – на графике представлена 
доля клеток, мигрировавших за 24 ч (соотношение клеток, мигрировавших в кондиционированной среде 
от ЭК, по сравнению с количеством клеток, мигрировавших в ростовой среде). Данные представлены как 
медиана, межквартильный разброс, максимальные и минимальные значения, n = 3. * – p < 0.05 по сравнению 
с количеством клеток, мигрировавших в ростовой среде (Cntrl). CM 5% О2 – кондиционированная среда от 
активированных ЭК, культивируемых при 5% О2. CM 0.1% О2 – кондиционированная среда от активирован-
ных ЭК, культивируемых при 0.1% О2.

Рис. 8. Определение уровня протеаз в лизатах МСК до и после 24 ч сокультивирования с ЭК активирован-
ными ФНО-α. (a) – репрезентативные фотографии мембран; (b), (c) – схема расположения и названия детек-
тирующих антител к различным протеазам.
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протеаз широкого спектра действия TIMP-1 в 1.9 раза и возрастание уровня индуктора 
активности различных металлопротеаз EMMPRIN/CD147. Наблюдалось повышение 
продукции и других белков с регуляторной активностью в отношении протеаз APP/
Protease Nexin II, Latexin, Serpin E1/PAI-1, Testican 1/SPOCK1, Cystatin B, Serpin B6, 
TFPI, TFPI-2 (табл. 6). В условиях гипоксического стресса профиль продуцируемых 
протеаз и ингибиторов в МСК после сокультивирования с ФНО-активированными ЭК 
отличался от такового при «физиологической» гипоксии. Наблюдалась отмена увели-
чения продукции некоторых протеаз (ADAM8, Cathepsin B, Cathepsin X/Z/P, MMP-3) 
(табл. 5) и антипротеаз (Serpin E1/PAI-1, Serpin F1/PEDF) (табл. 6). При этом продук-
ция Serpin B8 возрастала, а TIMP-2 снижалась в МСК. Таким образом, взаимодействие 
с эндотелиальными клетками стимулировало секрецию протеаз МСК, однако в усло-
виях значительной кислородной депривации (0.1% О2) наблюдалось ослабление этого  
эффекта. 

Таблица 5. Влияние ФНО-α активированных ЭК на продукцию протеаз в МСК

Название 
протеазы

5% O
2
  

МСК
5% O

2
  

МСК + ЭК
0.1% O

2
  

МСК
0.1% O

2
  

МСК + ЭК

ADAMTS1
22.4–28.2

(25.3)
58.7–69.1

(63.9)*
27.4–27.6

(27.5)
75.2–78.6
(76.9)**

Cathepsin A
30.1–35.5

(32.8)
70–129.8
(99.9)*

40.0–48.0
(44.0)

93.4–162.6
(128.0)**

Cathepsin B
59.1–65.3

(62.2)
102.0–103.0

(102.5)*
75.8–76.8

(76.3)
77.6–78.0

(77.8)

Cathepsin C
7.8–9.2

(8.5)
24.7–25.9

(25.2)*
7.6–8.8

(8.2)
11.5–14.7

(13.1)

Cathepsin D
23.9–32.1

(28.0)
100.0–103.4

(101.7)* 
36.3–37.5

(36.9)
97.7–117.3
(107.7)**

Cathepsin X/Z/P
35.6–45.6

(40.6)
89.8–136.4

(113.1)*
41.4–49.6

(45.5)
45.6–82.2
(64.0)**

MMP-1
14.3–15.5

(14.9)
52.9–54.7

(53.8)*
11.8–13.8

(12.8)
42.1–43.1
(42.6)**

MMP-2
138.1–173.3

(155.7)
233.6–242.2

(237.9)*
268.0–291.0

(279.5)
231.4–249.8

(240.6)**

MMP-3
61.2–78.4

(69.8)
132.6–153.8

(143.2)*
54.6–80.2

(67.4)
69.3–93.7

(81.5)

MMP-10
4.1–7.1

(5.6)
145.9–175.3

(160.6)*
3.6–5.6

(4.6)
154.6–176.6

(165.6)**

Urokinase
12.4–14.2

(13.3)
78.4–92.6

(85.5)*
8.5–9.5

(9.0)
61.5–76.5
(69.0)**

Данные представлены как минимальное – максимальное значение и медиана (в скобках), n = 3. * – р < 0.05 
по сравнению с монокультурой МСК 5% O2; ** – р < 0.05 по сравнению с монокультурой МСК 0.1% O2, 24 ч.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящей работе проведена оценка функциональных свойств МСК после крат-
косрочного сокультивирования с активированными ЭК при физиологической гипоксии 
(5%) и гипоксическом стрессе О2 (0.1%). 

Мы обнаружили, что сами по себе МСК и ЭК демонстрируют устойчивость к дей-
ствию краткосрочной депривации О2. При контактном взаимодействии активированные 
ЭК не влияли на стромальный фенотип и мультилинейный дифференцировочный по-
тенциал МСК, при этом происходило изменение экспрессии молекул межклеточной ад-
гезии, продукции растворимых медиаторов и протеаз в МСК. Модулирующее действие 
краткосрочного гипоксического стресса выражалось преимущественно в изменении экс-
прессии генов IL6, IL8 по сравнению с условиями физиологической гипоксии (5% О2).

Таблица 6. Влияние сокультивирования c ФНО-α активированными ЭК на продукцию белков-
регуляторов протеаз в МСК

Название  
белка-регулятора

5% O2  
МСК

5% O2  
МСК + ЭК

0.1% O2  
МСК

0.1% O2  
МСК + ЭК

APP/Protease 
Nexin II

97.4–101.0
(99.2)

131.3–251.4
(191.3)*

93.8–101.8
(97.8)

174.4–185.7
(180.1)**

Cystatin B
40.4–55.8

(48.0)
144.4–150.9

(147.6)*
41.8–46.5

(44.1)
157.5–179.3

(168.0)**

EMMPRIN/
CD147

47.7–67.9
(57.8)

121.5–132.3
(126.9)*

45.1–46.7
(45.9)

137.6–174.4
(156.1)**

Serpin B6
59.3–65.1

(62.2)
114.9–143.7

(129.3)*
34.7–42.1

(38.4)
112.1–129.5

(120.8)**

Serpin B8
90.9–102.1

(96.5)
92.6–103.2

(98.0)
43.2–58.4

(50.8)
186.8–202.2

(194.5)**

Serpin E1/PAI-1
104.1–108.5

(106.3)
158.7–179.3

(169.0)*
125.9–183.5

(154.8)
114.8–138.2

(126.5)

Testican 1/
SPOCK1

130.9–136.9
(133.9)

254.1–256.1
(255.1)*

138.2–144.6
(141.4)

244.8–245.8
(245.3)**

TFPI
31.3–31.7

(31.5)
107.1–110.7

(108.9)*
26.6–31.2

(28.9)
114.3–115.1

(114.8)**

TFPI-2
54.5–62.1

(58.3) 
282.2–356.2

(319.2)*
40.6–40.8

(40.7)
352.2–366.4

(359.3)**

TIMP-1
194.3–226.7

(210.5)
94.5–122.5

(108.1)*
134.6–143.8

(139.2)
117.5–121.1

(119.3)

TIMP-2
193.5–211.9

(202.7)
205.8–214.2

(210.0)
259.0–272.6

(265.8)
134.9–149.1

(142.1)**
Данные представлены как минимальное – максимальное значение и медиана (в скобках), n = 3. * – р < 0.05 
по сравнению с монокультурой МСК 5% O2; ** – р < 0.05 по сравнению с монокультурой МСК 0.1% O2, 24 ч.
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Предварительный этап включал оценку возможных неблагоприятных эффектов ги-
поксического стресса (0.1% О2, 24 ч) на МСК и ЭК, а также провоспалительной акти-
вации ФНО-α на ЭК. МСК демонстрировали высокую устойчивость к депривации О2. 
Предполагается, что изменения, которые помогают клеткам адаптироваться к гипок-
сическому стрессу, вызваны работой антиоксидантных систем, возрастанием активно-
сти транскрипционного фактора HIF и транзиторным увеличением экспрессии HIF1A, 
HIF3A [8, 14, 15, 36–38]. 

Анализ эффектов ФНО-α и кислородной депривации разной степени выраженно-
сти на ЭК показал, что краткосрочное воздействие физиологической гипоксии (5% О2) 
и активация ФНО-α в этих условиях существенно не влияли на исследуемые парамет-
ры ЭК по сравнению с культивированием клеток при стандартных условиях (20% О2). 
ЭК демонстрировали морфологические и иммунофенотипические признаки активации 
при действии ФНО-α, что сопоставимо с полученными ранее экспериментальными 
данными [39, 40]. На фоне краткосрочной кислородной депривации (0.1% О2, 24 ч) на-
блюдались признаки окислительного стресса (↑H2O2), а совместно с действием ФНО-α 
выраженность этих признаков усиливалась (↑H2O2 ↑NO). Увеличение продукции эндо-
генных АФК может быть связано с ингибирующим действием NO на фермент каталазу, 
функция которого заключается в деактивации H2O2 [41, 42].  Возможно, устойчивость 
ЭК к действию краткосрочного гипоксического стресса и ФНО-α обусловлена актива-
цией сигнального пути NFkB и возрастанием активности HIF, что помогает клеткам 
адаптироваться к стрессовым факторам среды [43]. 

Анализ эффектов межклеточного взаимодействия при пониженном содержании О2 
показал, что после краткосрочного контакта с активированными ЭК МСК не отлича-
лись от монокультуры клеток по клоногенной активности, экспрессии стромальных 
маркеров, также отсутствовали признаки коммитирования, судя по экспрессии генов-
регуляторов дифференцировки, что может свидетельствовать в пользу сохранения ста-
туса малокоммитированных предшественников. Ранее было показано, что МСК сохра-
няют мультилинейный потенциал несмотря на длительное взаимодействие с ЭК [28], 
что согласуется с нашими данными. 

В настоящей работе оценивались эффекты ЭК на экспрессию поверхностных мо-
лекул МСК, которые участвуют в регуляции межклеточной адгезии, миграции, проли-
ферации и дифференцировке клеток [44, 45]. Взаимодействие вызывало снижение экс-
прессии белка гомотипических межклеточных контактов (N-кадгерина) и интегрина 
α4 в МСК. При этом увеличивалось количество клеток, экспрессирующих молекулы, 
которые участвуют в миграции и формировании гетероклеточных контактов МСК-ЭК, 
МСК-иммунные клетки (интегрин α1 и αVβ3, ICAM-1) [46, 47]. Гипоксический стресс 
способствовал усилению индукции ICAM-1 в МСК после взаимодействия с активи-
рованными ЭК. Как показано для некоторых клеточных линий, в гипоксических усло-
виях (1% О2, 24 ч) происходит протеасомная деградация белка IkB, который является 
цитоплазматическим ингибитором NFkB. Известно, что активация сигнального пути 
NFkB индуцирует экспрессию ICAM-1, что может объяснять наблюдаемые изменения 
[48].

Терапевтическое применение МСК напрямую связано с их способностью мигри-
ровать в поврежденные органы по градиенту цитокинов с хемотактическим действием 
[21, 24]. В настоящем исследовании мы оценили изменение потенциала к направлен-
ной и ненаправленной миграции МСК в кондиционированной среде от активирован-
ных ЭК. Наблюдаемое нами увеличение подвижности МСК в модели направленной 
и ненаправленной миграции свидетельствует о мобилизации МСК в ответ на факторы, 
продуцируемые активированными ЭК. 

МСК оказывают трофическое действие на ткань за счет продукции различных 
цитокинов и факторов роста. Опубликованные ранее экспериментальные данные де-
монстрируют, что при взаимодействии стромальных и эндотелиальных клеток изме-
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нялась транскрипция генов некоторых паракринных медиаторов МСК, однако данные 
о влиянии ЭК на секреторный профиль МСК практически не представлены [49, 50]. 
В настоящем исследовании представлены новые данные о том, что сокультивирова-
ние МСК и активированных ЭК индуцирует не только транскрипцию, но и продукцию 
цитокинов ИЛ-6, ИЛ-8. Известно, что VEGF путем связывания с рецептором VEGFR2 
усиливает транскрипцию генов IL6 и IL8 в ЭК с помощью протеинкиназы D1 [51]. 
Можно предположить, что VEGF-опосредованные сигнальные пути способствовали 
усилению экспрессии генов IL6 и IL8 в совместно культивируемых МСК и ЭК, поддер-
живая повышенную продукцию этих интерлейкинов.

Протеазы участвуют во многих физиологических процессах, таких как репара-
ция ткани, ангиогенез, иммунный ответ, свертывание крови [52–54]. Баланс секре-
тируемых протеаз и их ингибиторов непосредственно контролирует высвобождение 
связанных форм цитокинов и факторов роста, способствует образованию «путей» 
для миграции клеток, опосредует иммунный ответ, что влияет на заживление ран 
и формирование новых сосудов (тканевой гомеостаз/репаративные процессы в тка-
ни) [55–57].

Анализ белкового профиля сокультивируемых МСК показал возрастание протео-
литической активности МСК за счет продукции белков, которые индуцируют локаль-
но опосредованную деградацию компонентов ВКМ и миграцию МСК, таких как мат-
риксные металлопротеазы (MMP-1, -2, -3, -10), катепсины, урокиназа. Формирование 
миграционного фенотипа МСК связано с работой матриксных металлопротеаз, и ЭК 
являются индукторами активности этих ферментов [58, 59]. Продемонстрировано, 
что кондиционированная среда от ЭК повышает уровни ММР-1, ММР-3 и скорость 
миграции МСК [33]. Также известно, что ММР-2 положительно влияет на трансэн-
дотелиальную миграцию МСК. В то же время уменьшение трансэндотелиальной 
миграции МСК связано с ингибированием ММР-2 и возрастанием экспрессии TIMP-
3 [60]. Ries и соавт. показали, что подавление MMP-2 или TIMP-2 снижает клеточную 
подвижность, в то время как подавление экспрессии TIMP-1, наоборот, активизирует 
клеточную подвижность [61]. Катепсины участвуют в неспецифической деградации 
ВКМ и процессинге цитокинов, хемокинов и клеточных рецепторов. Показано, что 
катепсины А, В, D стимулируют миграцию различных типов клеток, в том числе 
МСК [62–65]. 

Избыточная продукция клетками протеолитических ферментов, которые дегра-
дируют ВКМ, может неблагоприятно отражаться на восстановлении поврежденного 
органа. Однако регуляция процесса деградации ВКМ осуществляется за счет белков-
регуляторов, которые ингибируют или стимулируют действие различных протеаз.

Тканевые ингибиторы матриксных металлопротеаз (TIMP) являются регулятора-
ми функциональной активности соответствующих ферментов. В организме TIMPs 
контролируют ремоделирование матрикса при регенерации различных тканей [59, 
66]. Наблюдаемое нами снижение продукции ингибитора металлопротеаз широкого 
спектра действия TIMP-1 и возрастание продукции Emmprin (индуктор внеклеточ-
ной матриксной металлопротеазы), индуцирующего активность металлопротеаз, на-
ряду с возрастанием продукции MMP-1, -2, -3, -10 может свидетельствовать в пользу 
увеличения протеолитической активности МСК. Вместе с этим наблюдалась индук-
ция экспрессии белков, которые оказывают ингибирующее действие на подвижность 
МСК, таких как PAI-1, nexin-1, cystatin B, TFPI, после взаимодействия с активиро-
ванными ЭК [67–69]. 

В настоящем исследовании мы также проанализировали влияние значительной де-
привации О2, характерной для ишемического повреждения ткани, на взаимодействие 
ЭК и МСК.

В условиях гипоксического стресса многие эффекты эндотелия на МСК были 
подобны таковым при «физиологической» гипоксии (рис. 9). Среди отличий можно 



462 ЖИДКОВА и др. 

отметить увеличение экспрессии интегрина α5 как в моно-, так и в сокультуре, зна-
чительное увеличение экспрессии ICAM-1 на МСК после взаимодействия с активи-
рованными ЭК, что может указывать на потенцирующее действие кислородной де-
привации на экспрессию некоторых молекул межклеточного взаимодействия. Ранее 
показано, что краткосрочная кислородная депривация (1–2% О2, 24 ч) приводит к воз-
растанию экспрессии интегрина α5 на поверхности МСК из костного мозга [70, 71], 
что согласуется с нашими результатами. Увеличение экспрессии ICAM-1 наблюдается 
при поляризации МСК в провоспалительный фенотип, что связано с активацией TLR4 
или действием воспалительных цитокинов (ФНО-α, ИФНγ, ИЛ-1β) [72]. ЭК могут син-
тезировать ИЛ-1α, который обладает ИЛ-1β-подобным действием (относится к прово-
спалительным цитокинам), а при гипоксии его секреция увеличивается [73], что может 
обусловливать потенцирующее влияние гипоксического стресса на экспрессию ICAM-
1 в МСК при взаимодействии с ЭК.

При гипоксическом стрессе, как и при «физиологической» гипоксии, концентрации 
ИЛ-6 и ИЛ-8 в среде после сокультивирования МСК и активированных ЭК значитель-
но возрастали. Кроме того, мы наблюдали, что сокультивирование клеток в условиях 
гипоксического стресса индуцировало экспрессию гена IL8 и ослабляло усиление экс-
прессии IL6 в МСК и ЭК по сравнению с «физиологической» гипоксией. Также гипок-
сический стресс отменял увеличение продукции протеаз, стимулирующих клеточную 
миграцию, таких как катепсины, MMP-3, TIMP-2, что может непосредственно влиять 
на подвижность МСК.

Таким образом, мы наблюдали изменение экспрессии поверхностных молекул, 
ответственных за миграцию МСК и образование гомо- и гетероклеточных контактов, 
а также возрастание скорости миграции МСК, что свидетельствует об увеличении 
подвижности клеток. Более высокий уровень транскрипции и трансляции провоспа-
лительных цитокинов ИЛ-6, ИЛ-8 и активация продукции протеолитических белков 
может свидетельствовать в пользу усиления межклеточной коммуникации и ремоде-
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 Рис. 9. Эффекты гипоксического стресса на взаимодействие активированных ЭК и МСК. 
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лирования внеклеточного матрикса. При этом краткосрочная депривация О2 (0.1% О2,  
24 ч) частично отменяла индукцию экспрессии IL6 и некоторых протеаз и ингибиторов 
протеаз при взаимодействии МСК и ЭК.
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Activated Endothelium Changes The Activity Of Multipotent Mesenchymal Stromal 
Cells During Physiological Hypoxia Or Short Hypoxic Stress In Vitro
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Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) are used for supplemental therapy of isch-
emic and inflammatory diseases. After systemic administration, transmigration of MSCs 
to the target tissue is accompanied by interaction with activated endothelial cells (ECs) 
at the site of injury.  In this study, we investigated the influence of TNF-α-activated ECs 
on the functions of MSCs under different levels of hypoxia. For this purpose, MSCs and 
TNF-α activated ECs were cocultured in a direct cell-to-cell setting for a short period of 
time.  MSCs retained their stromal phenotype and multilineage differentiation potential 
after interaction with activated ECs. At the same time, changes in molecules involved in 
MSC-cell and MSC-extracellular matrix interaction were detected. The paracrine activity 
of MSCs and activated ECs after interaction was demonstrated by both upregulated tran-
scription and increased levels of pleiotropic IL-6 and IL-8. Proteases/antiproteases profiles 
were also altered after interaction.  These data suggest that short-term interaction of MSCs 
with activated ECs may play an important role in tissue repair and remodeling processes. 
In particular, it may promote the migratory phenotype of MSCs.  In comparison to physi-
ological hypoxia – 5% O2, acute hypoxic stress (0.1% O2, 24 h) attenuated the stimulatory 
effects of ECs on MSCs.

Keywords: multipotent mesenchymal stromal cells, endothelial cells, hypoxia, proinflam-
matory activation, cocultivation
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В опытах на сегментах верхней брыжеечной артерии (ВБА) крысы в изометрических 
условиях изучалось влияние холода на реактивность этой артерии, оцениваемую по 
величине сократительной реакции ее сегментов на норадреналин (НА) в концентра-
ции 0.01–10.0 мкМ, а также на стимуляцию периваскулярных нервов электрическим 
полем с частотой 3, 10 и 40 Гц как при отсутствии, так и при наличии НА в среде 
и температуре 37°С или 25°С. Было обнаружено, что охлаждение не изменяет тонус 
ВБА, вызванный НА при всех использованных нами концентрациях. В отсутствие 
и на фоне действия НА в низкой концентрации (0.01–0.10 мкМ) охлаждение вызывает 
значительное уменьшение нейрогенного ответа ВБА при всех частотах электрости-
муляции (ЭС), в то время как на фоне НА в высокой концентрации (1–10 мкМ) охла-
ждение не оказывает статистически значимого действия на этот ответ. На фоне НА 
в низкой концентрации охлаждение при низких частотах ЭС не оказывает влияния на 
незначительное изменение нейрогенного ответа ВБА под действием данного гормона, 
а при высокой частоте существенно уменьшает потенцирующее действие НА на этот 
ответ. НА в высокой концентрации в условиях нормальной температуры оказывает уг-
нетающее действие на нейрогенное сокращение при всех частотах ЭС, в то время как 
в условиях охлаждения при низких частотах оказывает на него потенцирующее, а при 
высокой частоте ЭС угнетающее действие. Полученные результаты показывают, что 
наблюдаемое при низкой и исчезающее при высокой концентрации НА угнетающее 
действие холода на нейрогенную констрикцию ВБА крысы, а также на потенциро-
вание НА нейрогенной вазоконстрикции не связано с уменьшением сократительного 
действия НА, являющегося основным нейромедиатором в этой артерии. 

Ключевые слова: верхняя брыжеечная артерия, нейрогенная констрикция, норадре-
налин, холод

DOI: 10.31857/S0869813924030096, EDN: CPGHHZ

ВВЕДЕНИЕ

Такой фактор внешней среды, как холод, с которым живым организмам приходится 
часто встречаться, особенно в северных широтах, может значительно и по-разному 
изменять реактивность различных кровеносных сосудов [1, 2]. Большинство исследо-
ваний на эту тему проводилось на поверхностно расположенных сосудах (см. обзоры 
[3, 4]), которые в большей степени подвержены действию данного фактора. Однако 
при патологической, а также при терапевтической гипотермии, которая у человека ис-
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пользуется в лечебных целях [5, 6], холод могут испытывать и глубоко расположенные 
кровеносные сосуды. Тем не менее работы по выяснению действия холода на реактив-
ность этих сосудов крайне немногочисленны. В частности, на брыжеечных сосудах ис-
следования на эту тему были проведены в единичных работах на собаках [1], кроликах 
[7] и крысах [8, 9]. Имеются также две работы на подвздошной артерии крысы [2, 10]. 
Следует заметить, что влияние холода на нейрогенный тонус глубоко расположенных 
кровеносных сосудов изучалось только в работах Yamamoto и соавт., причем в них 
проводилась перфузия всех сосудов брыжейки. Как известно, нейрогенный тонус со-
судов может значительно изменяться в зависимости от концентрации норадреналина 
[11–13], уровень которого существенно повышается в различных стрессорных ситуа-
циях, включая действие холода [14, 15]. Однако сведения об изменении нейрогенного 
тонуса глубоко расположенных сосудов на фоне действия норадреналина в условиях 
холода отсутствуют. Учитывая все вышесказанное, мы провели данное исследование, 
целью которого было изучить влияние холода на вызванный норадреналином, а также 
нейрогенный тонус изолированной брыжеечной артерии крысы при разной концентра-
ции норадреналина в среде.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Опыты проводили на самцах крыс линии Вистар массой тела 150–200 г, получен-
ных из Центра коллективного пользования Биоколлекция Института физиологии им. 
И.П. Павлова РАН. 

Эвтаназию животных осуществляли посредством CO2. После эвтаназии отпрепари-
ровали верхнюю брыжеечную артерию (ВБА), от которой отрезали кольцевой участок 
длиной 1.2 мм, надеваемый на две вольфрамовые иголочки (диаметром 70 мкм ка-
ждая), одна из которых была соединена со штоком устройства растяжения, а вторая –  
с механотроном 6МХ1С, сигнал от которого, отражающий изменение натяжения 
в стенке сосудистого сегмента, усиливался и поступал на вольтметр самопишущий  
S-Recorder-L (ADSlab, Россия), а далее на ПК для обработки в программе S-Recorder 
(ADSlab, Россия). Наличие функционального эндотелия в наших методических усло-
виях при работе на верхней брыжеечной артерии крысы было показано нами ранее 
при действии ацетилхолина на эту артерию, предсокращенную фенилэфрином [16]. 
Иголочки с кольцевым участком помещали в проточную термостатируемую (37 oC) 
ванночку объемом 10 мл, заполненную бикарбонатным раствором Кребса следующего 
состава (в мМ): NaCl – 115, KCl – 4.7, CaCl2 – 2.6, MgSO4

.7H2O – 1.2, NaHCO3 – 25, 
KH2PO4 – 1.2, глюкоза – 10. рН раствора поддерживали на уровне 7.4 ± 0.05 в тече-
ние всего эксперимента, проводя измерения каждые 15 мин с помощью рН-метра рН-
150МА и, в случае необходимости, пропуская через раствор соответствующее коли-
чество СО2 или комнатного воздуха. После погружения в раствор иголочки миографа 
ступенчато разводили до значения натяжения, при котором наблюдался максимальный 
ответ сосудистого сегмента на стимуляцию электрическим полем (30 В, 3 мс, в течение 
3 с) с частотой 10 Гц, после чего с интервалом 3 мин проводили стимуляцию с часто-
той 3 и 40 Гц. Электростимуляция (ЭС) осуществлялась с помощью двух платиновых 
электродов, расположенных на расстоянии 2 мм от сосудистого сегмента. В течение 
последующих 30 мин сосуд стимулировали через каждые 3 мин с частотой 10 Гц, а по 
прошествии 30 мин с интервалом 3 мин проводили стимуляцию с частотой 3 и 40 Гц, 
после чего на термостате выставляли значение температуры 25°С. Температура рас-
твора в ванночке с сосудом снижалась с 37°С до 25°С за 10 мин. От каждого животного 
брали один сосудистый сегмент. Контрольная серия экспериментов (n = 11, где n –  
количество животных) отличалась от опытной (n = 7) только отсутствием изменения 
температуры. В течение последующих 60 мин, необходимых для стабилизации ответа 
на ЭС после смены температурного режима термостата, сосуд стимулировали через 
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каждые 3 мин с частотой 10 Гц, а по прошествии 60 мин вводили норадреналин битар-
трат (Merck, Германия), концентрацию которого кумулятивно увеличивали от 0.01 до 
10 мкМ (в ванночке). Перед введением норадреналина после стимуляции с частотой 10 
Гц проводили стимуляцию с частотой 3 и 40 Гц, затем ЭС прекращалась, а после до-
стижения максимального (для каждой данной концентрации норадреналина) значения 
тонического напряжения стенки сосуда проводили серию стимуляций с частотой 10, 3 
и 40 Гц с интервалом 3 мин. Ранее в опытах с применением тетродотоксина (0.1 мкМ) 
нами было показано, что в наших методических условиях при указанных параметрах 
ЭС сокращение сосуда происходит преимущественно за счет раздражения его перива-
скулярных нервов, судя по отсутствию сократительного ответа на ЭС после добавле-
ния тетродотоксина в перфузионный раствор [17]. 

При статистическом анализе результатов использовали программу Statistica v. 12. 
Оценку нормальности распределения выборок проводили с помощью критерия Шапи-
ро–Уилка. Вследствие нормальности распределения полученные данные представляли 
в виде среднего значения ± стандартная ошибка среднего. Достоверность отличий ре-
акций сосуда определяли, применяя однофакторный и двухфакторный дисперсионный 
анализ с поправкой Бонферрони при последующем post-hoc анализе. Кроме того, про-
водился линейный корреляционный анализ. Различия считали статистически значимы-
ми при р < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Было обнаружено, что охлаждение не изменяет сократительную реакцию на но-
радреналин при всех использованных нами концентрациях (рис. 1). В частности, реак-
ция на норадреналин, наблюдавшаяся при его максимальной концентрации 10.0 мкМ, 
составляла при температуре 37°С и 25°С 2.9 ± 0.5 и 3.1 ± 0.4 мН (р > 0.05) соответст-
венно.

Понижение температуры приводило к значительному уменьшению нейрогенного 
сократительного ответа на ЭС как в отсутствие норадреналина, так и при его наличии 
в концентрации 0.01–0.1 мкМ при всех использованных нами частотах ЭС (рис. 2). 
Однако при высоких концентрациях норадреналина, равных 0.5–10.0 мкМ для частоты 
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Рис. 1. Величина тонического напряжения, развиваемого сегментом верхней брыжеечной артерии крысы 
в ответ на введение норадреналина (NA) в концентрации 0.01–10.0 мкМ при температуре 37°С (n = 11)  
и 25°С (n = 7).
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Рис. 2. Сократительная реакция сегмента верхней брыжеечной артерии на электростимуляцию с частотой 
3, 10 и 40 Гц через 5–10 мин (С1) и 90 мин (С2) после растяжения этого сегмента в контроле (С), а также на 
фоне действия норадреналина (NA) при температуре 37°С (n = 11) и 25°С (n = 7). Для серии с охлаждением 
данные в точке С1 получены при температуре 37°С, а в точке С2 через 60 мин после начала холодового 
воздействия. Результаты выражены в % к первоначальной величине сокращения на электростимуляцию с ча-
стотой 10 Гц через 5–10 мин после растяжения сегмента. * р < 0.05; ** р < 0.01 при сравнении с соответст-
вующей точкой кривой для 25°С.

Рис. 3. Оригинальная запись изменения напряжения сегмента верхней брыжеечной артерии в ответ на элек-
тростимуляцию (отмечена стрелками) с частотой 3, 10 и 40 Гц до, а также на фоне действия норадреналина 
(NA) при температуре 37°С и 25°С. На врезках показана величина реакции на электростимуляцию при тем-
пературе 37°С через 30 мин после растяжения сегмента.
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3 и 10 Гц и 1.0–10.0 мкМ для частоты 40 Гц, величина нейрогенного сократительно-
го ответа при охлаждении не изменялась, причем для низких частот ЭС наблюдалась 
даже тенденция увеличения этого ответа (рис. 2 и 3). Оригинальные записи опытов, 
приведенные на рис. 3, показывают существенное снижение величины нейрогенного 
сокращения под действием холода по сравнению с имевшейся непосредственно перед 
началом охлаждения и отсутствие какого-либо значительного влияния охлаждения на 
динамику сократительного ответа, вызванного как норадреналином, так и ЭС.

С целью более наглядного отображения направления (угнетающего/потенцирую-
щего) действия норадреналина на нейрогенную констрикцию на основании данных, 
представленных на рис. 2, были построены графики, отражающие изменение вели-
чины нейрогенного ответа артерии после введения норадреналина (рис. 4), которые 
позволяют оценить и сравнить влияние этого гормона на нейрогенную сократитель-
ную реакцию сосуда при разной температуре. 

Из этих графиков видно, что холод, существенно уменьшая нейрогенный ответ 
брыжеечной артерии в отсутствие норадреналина, не оказывает влияния на незначи-
тельное изменение этого ответа под действием низких концентраций данного гормона 
(0.01–0.1 мкМ) и частоте ЭС, равной 3 и 10 Гц. В то же время при высоких концент-
рациях (0.5–10.0 мкМ) норадреналина влияние холода становится существенным: при 
таких концентрациях норадреналин в условиях нормальной температуры значительно 
угнетает нейрогенную реакцию сосуда (о чем, в частности, свидетельствует статисти-
чески значимое отличие отрицательных значений изменения реакции на ЭС с частотой 
3 и 10 Гц при последних двух концентрациях норадреналина по сравнению с поло-
жительными значениями, составлявшими при концентрации норадреналина 0.05 мкМ 
15.0 ± 4.2 и 3.8 ± 7.5% соответственно), а в условиях низкой температуры при частоте 
ЭС, равной 3 и 10 Гц, ее увеличивает (потенцирует), причем угнетение и потенциро-
вание коррелировало с концентрацией норадреналина в соответствующем диапазоне. 
Коэффициент корреляции Пирсона (r), рассчитанный для оценки корреляционной свя-
зи между изменением реакции на ЭС и концентрацией норадреналина, при частоте 
ЭС 3 и 10 Гц в условиях нормальной температуры в диапазоне концентраций 0.1–10 
мкМ был отрицательным и составлял –0.412 (р < 0.01) и –0.414 (р < 0.01), а в услови-
ях низкой температуры в диапазоне концентраций 0.01–1.0 мкМ был положительным 
и составлял 0.399 (р < 0.05) и 0.455 (р < 0.01) соответственно. Таким образом, между 
этими величинами имеется умеренная статистически значимая корреляционная связь, 
которая в условиях нормальной температуры была отрицательной, а в условиях низкой 
температуры – положительной. При частоте ЭС, равной 40 Гц, в условиях нормальной 
температуры и низкой концентрации гормона наблюдалось потенцирующее действие 

Рис. 4. Изменение сократительной реакции сегмента верхней брыжеечной артерии на электростимуляцию 
с частотой 3, 10 и 40 Гц через 90 мин после растяжения этого сегмента в контроле (0), а также на фоне дейст-
вия норадреналина (NA) при температуре 37°С (n = 11) и 25°С (n = 7). Результаты выражены в % изменения 
реакции (в контроле – по сравнению с первоначальной величиной, а на фоне действия NA – по сравнению 
с величиной реакции непосредственно перед его введением). * р < 0.05; ** р < 0.01 при сравнении с соответ-
ствующей точкой кривой для 37°С. # р < 0.05 при сравнении с NА 0.05 мкМ при температуре 37°С.
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норадреналина на нейрогенный ответ (при концентрации 0.01–0.1 мкМ среднее значе-
ние изменения ответа на ЭС было положительным), в то время как при более высоких 
концентрациях, а также в условиях холода при всех концентрациях норадреналин ока-
зывал угнетающее действие на этот ответ, судя по отрицательным значениям величин 
изменения реакции на ЭС.

Для выяснения вопроса о зависимости действия норадреналина на нейрогенный 
ответ от частоты ЭС данные, представленные на рис. 4, были перегруппированы и по-
строены графики (рис. 5), которые наглядно показывают, что в условиях нормальной 
температуры действие норадреналина на нейрогенную сократительную реакцию бры-
жеечной артерии крысы не зависит от частоты ЭС, в то время как в условиях низкой 
температуры при минимальной частоте ЭС норадреналин в диапазоне концентраций 
0.1–10.0 мкМ увеличивает нейрогенный ответ, а при максимальной – его уменьшает, 
и эта разница является статистически значимой.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для холодового воздействия в нашей работе использовалась температура 25°С. 
Аналогичная температура (24–27°С) применялась и в работах других авторов на бры-
жеечной и подвздошной артериях [1, 2, 7–10]. Выбор такой температуры оправдан, 
в частности, тем, что эти артерии могут подвергаться ее воздействию при гипотермии, 
после которой большинство крыс выживает. Было показано, что LD50 (полулеталь-
ная доза) для внутренней температуры тела крысы составляет 23°С [18], а при пре-
кращении ингаляции анестетика изофлурана по достижении ректальной температуры 
25°С у большинства крыс происходило спонтанное возвращение ректальной темпера-
туры до нормы [19], хотя согласно имеющимся данным даже после снижения ректаль-
ной температуры крыс до 13.5–17°С повышение температуры окружающей среды до 
комнатной приводило к возвращению ректальной температуры до нормы [18, 19].

Нами было показано отсутствие какого-либо значительного изменения сократи-
тельной реакции брыжеечной артерии крысы на норадреналин под действием холода, 
в то время как в экспериментах на хвостовой артерии крысы, поставленных нами [20], 
а также другими авторами [2, 21] в аналогичных условиях наблюдалось значительное 
усиление реакции на адреномиметики. Эта разница физиологически оправдана необ-
ходимостью уменьшения тепловыделения за счет сокращения поверхностных сосудов 

Рис. 5. Зависимость действия норадреналина (NA) на сократительную реакцию сегмента верхней брыжееч-
ной артерии крысы, вызванную электростимуляцией, от частоты стимуляции через 90 мин после растяжения 
этого сегмента в контроле (0), а также на фоне действия NA при температуре 37°С (n = 11) и 25°С (n = 7). 
Результаты выражены в % изменения реакции (в контроле – по сравнению с первоначальной величиной, а на 
фоне действия NA – по сравнению с величиной реакции непосредственно перед его введением). * р < 0.05 
при сравнении 3 Hz c 40 Hz.

0 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 10.0

NA, µM

C
ha

n
ge

 i
n
 r

es
po

n
se

, 
%

-60

-40

-20

0

20

40

60

3 Hz

-80

37°C

3 Hz 10 Hz 40 Hz

0 0.01 0.05 0.1 0.5 1.0 10.0

NA, µM

-60

-40

-20

0

20

40

60

3 Hz

-80

25°C

3 Hz 10 Hz 40 Hz



475ВЛИЯНИЕ ХОЛОДА НА АДРЕНОРЕАКТИВНОСТЬ АРТЕРИИ

и связанного с этим перераспределения крови, которому способствует отсутствие со-
кращения сосудов, расположенных глубоко. В опытах на подвздошной артерии крысы 
[2] и брыжеечной артерии собаки [1] понижение температуры до 24–27°С приводило 
даже к угнетению сокращения, вызванного фенилэфрином и метоксамином соответст-
венно, которые, в отличие от норадреналина, действуют только на α1-адренорецепторы, 
что, в частности, может объяснять отличие этих данных от полученных нами. В опы-
тах на брыжеечной артерии кролика [7] охлаждение повышало чувствительность этой 
артерии к норадреналину, однако, как и в наших опытах, не приводило к изменению 
величины сократительной реакции на высокие концентрации данного вещества.

Увеличение сократительной реакции поверхностных артерий на норадреналин 
в условиях холода связано с транслокацией α2-адренорецепторов из аппарата Гольд-
жи в мембрану гладкомышечных клеток [3, 4]. Следует заметить, что в условиях нор-
мальной температуры реакция как хвостовой, так и брыжеечной артерии крысы на 
норадреналин обуславливается в основном активацией α1-адренорецепторов, однако 
в брыжеечной артерии, судя по действию блокатора этих рецепторов – празозина, их 
вклад в эту реакцию выше, чем в хвостовой артерии [22]. Хотя α2-адренорецепторы 
на поверхности гладкомышечных клеток брыжеечной артерии крысы присутствуют 
и обеспечивают значительную констрикцию этой артерии при их стимуляции соот-
ветствующими агонистами [23], однако, судя по отсутствию усиления ответа брыже-
ечной артерии на норадреналин при снижении температуры, в ней при этом не про-
исходит увеличения общего количества α-адренорецепторов за счет транслокации 
α2-адренорецепторов из аппарата Гольджи.

Нами было показано, что холод значительно ослабляет нейрогенную вазоконстрик-
цию при всех частотах ЭС в условиях как отсутствия, так и наличия норадреналина 
в концентрации 0.01–0.1 мкМ. Аналогичные данные были нами получены на хвосто-
вой артерии крысы [24], а также другими исследователями на центральной ушной [25] 
и сонной [26] артериях кролика в условиях отсутствия норадреналина. Такое ослабле-
ние нейрогенной вазоконстрикции под действием холода может быть связано со сни-
жением образования норадреналина в нервных окончаниях, а также его выброса из 
этих окончаний [9, 4]. 

В опытах, поставленных Yamamoto и соавт. на перфузируемом участке кишечника 
крысы, было показано значительное усиление сократительной реакции кровеносных 
сосудов этого участка на ЭС сосудодвигательных нервов в условиях холода. Отличие 
от результатов, полученных нами, может объясняться тем, что в указанных опытах 
в реакции кроме брыжеечной артерии участвовали и другие, в том числе венозные 
участки сосудистого русла, сократительная реакция которых на норадреналин при ох-
лаждении усиливается [27]. Кроме того, усиление вазоконстрикции в тех опытах было 
связано с уменьшением обратного захвата норадреналина, выделяющегося из нервных 
окончаний, который в наших экспериментах на изолированном сегменте брыжеечной 
артерии мог легче вымываться из этого сегмента длиной 1.2 мм, чем из сосудов, лежа-
щих в ткани перфузируемого участка кишечника крысы, и в меньшей степени влиять 
на сократительный ответ вследствие значительно меньшего количества норадренали-
на, выделяющегося из периваскулярных нервов в сегменте, чем в участке кишечника. 
Как и другими авторами [8, 9], нами не было отмечено какого-либо значительного вли-
яния охлаждения на динамику сократительного ответа брыжеечной артерии крысы, 
вызванного как норадреналином, так и ЭС, однако для точной оценки этого влияния 
требуется проведение дополнительного исследования.

Нами было показано, что при высоких концентрациях норадреналина холод пере-
стает оказывать угнетающее действие на нейрогенный тонус брыжеечной (рис. 2), но 
продолжает его оказывать на тонус хвостовой артерии крысы, который значительно 
уменьшается [24], что должно приводить к констрикции брыжеечной и дилатации хво-
стовой артерии. Можно предположить, что это служит для перераспределения крови 
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к поверхности тела в целях предотвращения отморожения конечностей при низкой 
температуре, сопровождающейся значительным повышением концентрации норадре-
налина в крови [14, 15].

В наших опытах на брыжеечной артерии крысы норадреналин в небольших кон-
центрациях не оказывал влияния на нейрогенное сокращение этого сосуда в условиях 
как нормальной, так и низкой температуры при всех частотах ЭС, за исключением мак-
симальной. При высоких же концентрациях норадреналин значительно уменьшал ней-
рогенное сокращение в условиях нормальной температуры, но увеличивал его в усло-
виях холода. Во всех предыдущих исследованиях, за исключением работы Su [11], 
норадреналин в условиях нормальной температуры уменьшал нейрогенную констрик-
цию различных сосудов либо вызывал появление нейрогенной дилатации. В частно-
сти, он уменьшал констрикцию хвостовой артерии крысы [28], желудочно-сальнико-
вой [13] и маточной [12] артерий человека, причем у последней реакция становилась 
двухфазной. Известно, что экзогенный норадреналин уменьшает выброс эндогенного 
норадреналина из нервных окончаний [29]. Кроме того, такое изменение нейрогенно-
го сокращения под действием норадреналина связывали с уменьшением чувствитель-
ности постсинаптических рецепторов [28], а также с выделением оксида азота [13], 
что может являться также причиной отмеченного нами снижения нейрогенного ответа 
в условиях нормальной температуры.

В опытах на брыжеечной артерии кролика в условиях нормальной температуры 
было отмечено вызванное норадреналином в концентрации 0.3–3 мкМ увеличение 
нейрогенной констрикции [11], которое сопровождалось уменьшением его выброса из 
нервных окончаний и не зависело от обратного захвата норадреналина, а также от пре-
синаптических β-адренорецепторов. Автор делает вывод о том, что возможной при-
чиной описанного потенцирующего эффекта норадреналина является частичная де-
поляризация мембраны гладкомышечных клеток артерии, облегчающая нейрогенное 
сокращение этих клеток. Не исключено, что этот же механизм может лежать в основе 
отмеченного нами увеличения нейрогенной констрикции брыжеечной артерии крысы 
в условиях холода.

Угнетающее действие норадреналина на нейрогенное сокращение при температуре 
25°С и высокой частоте ЭС, не наблюдаемое при минимальной частоте ЭС (рис. 4), 
вероятно, обусловлено его связыванием с пресинаптическими α2-адренорецепторами, 
вызывающими угнетение выброса норадреналина, являющегося основным нейроме-
диатором при высокой частоте ЭС, в то время как при низкой частоте ЭС значительно 
возрастает доля другого медиатора – АТФ [30].

Таким образом, нами впервые показано, что в присутствии норадреналина в низких 
концентрациях холод значительно уменьшает нейрогенное сокращение брыжеечной 
артерии крысы и не изменяет действие норадреналина на это сокращение при частоте 
ЭС, не достигающей 40 Гц, в то время как при высоких концентрациях норадреналина 
холод не изменяет величину такого сокращения и значительно усиливает потенцирую-
щее действие норадреналина на него. Это может иметь значение для терморегуляции, 
так как способствует оттоку крови с поверхности вглубь тела при низкой температуре 
и отсутствии сильного стрессорного воздействия, в то время как при наличии такого 
воздействия, сопровождающегося значительным повышением концентрации норадре-
налина в крови, обнаруженные реакции способствуют перераспределению крови в бо-
лее жизненно важные области.
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Effects of Cold on the Adrenoreactivity of the Rat Superior Mesenteric Artery

V. N. Yartseva, *
aPavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russia
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In experiments on segments of the rat superior mesenteric artery (SMA) under isometric 
conditions, the effect of cold on the reactivity of this artery, estimated by the magnitude 
of the contractile reaction of its segments to noradrenaline (NA) at a concentration of 
0.01–10.0 µM, as well as to electrical field stimulation (EFS) of perivascular nerves with 
a frequency of 3, 10 and 40 Hz in the absence and presence of NA in the medium and at 
a temperature of 37 oC or 25 oC was studied. Cooling was found not to change the tone 
of the SMA caused by NA at all the concentrations used. In the absence and presence of 
NA at a low concentration (0.01–0.10 µM), cooling leads to a significant decrease in the 
neurogenic response of the SMA at all frequencies of EFS, while in the presence of NA 
at a high concentration (1–10 µM), cooling has no statistically significant effect on this 
response. In the presence of NA at a low concentration, cooling at low EFS frequencies 
insignificantly, and at high frequency significantly reduces the potentiating effect of NA 
on neurogenic contraction of SMA. NA at a high concentration under normal temperature 
conditions, reduces the neurogenic contraction at all EFS frequencies, while under cooling 
conditions at low frequencies it has a potentiating effect, and at high EFS frequency it 
has a depressing effect. The results obtained show that the depressing effect of cold on 
the neurogenic constriction of the rat SMA, observed at low and disappearing at high 
concentrations of NA, as well as on the NA-evoked potentiation of the neurogenic 
vasoconstriction, is not associated with a decrease in the contractile effect of NA, which is 
the main neurotransmitter in this artery. These effects can contribute to the redistribution 
of blood from the surface deep into the body, thus reducing heat loss and improve 
thermoregulation.

Keywords: superior mesenteric artery, neurogenic constriction, noradrenaline, cold
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Нарушения в работе нейромедиаторных систем при моделировании развития височ-
ной эпилепсии наиболее детально изучены в структурах переднего мозга – в ви-
сочной коре, амигдале и гиппокампе. Известно, что в ходе формирования височной 
эпилепсии в модели аудиогенного киндлинга наблюдается распространение эпилеп-
тиформной активности из стволовых отделов в вышележащие отделы мозга. Однако 
молекулярные механизмы нарушения регуляции нейротрансмиссии в нижних буграх 
четверохолмия у грызунов с генетической предрасположенностью к аудиогенным 
судорожным припадкам в ходе эпилептогенеза остаются неизученными. Изменения 
в работе нейромедиаторных систем нижних бугров четверохолмия на начальных эта-
пах эпилептогенеза может вносить существенный вклад в эпилептизацию структур 
переднего мозга. В настоящей работе проведен комплексный анализ маркеров актив-
ности глутамат- и ГАМКергических нейронов в нижних буграх четверохолмия крыс 
Крушинского – Молодкиной (КМ), генетически предрасположенных к аудиогенным 
судорожным припадкам. Для моделирования ранних этапов развития височной пар-
циальной эпилепсии был использован модифицированный протокол аудиогенного 
киндлинга, в ходе которого крыс подвергали ежедневным аудиогенным судорожным 
припадкам в течение семи дней. В качестве контроля использовали наивных крыс 
КМ. Несмотря на то, что предрасположенность к аудиогенным судорожным при-
падкам у грызунов часто связывают с нарушениями в ГАМКергической передаче 
сигнала, нам не удалось выявить значимых изменений в экспрессии ферментов син-
теза ГАМК и субъединицы α1 GABAA-рецептора у крыс линии КМ ни через сутки, 
ни через неделю после завершения последнего судорожного припадка. При этом 
через сутки после завершения эксперимента наблюдалось усиление глутаматерги-
ческой трансмиссии в нижних буграх четверохолмия: повышался уровень актив-
ности ERK1/2-киназ и белка экзоцитоза синапсина 1, а также экспрессия VGLUT1 
и VGLUT2 и синаптического белка SV2B. Через неделю после последнего припадка 
наблюдалось только повышенное содержание VGLUT1 в нижних буграх четверо-
холмия, это свидетельствует о том, что устойчивые изменения затрагивают нейроны 
вышележащих структур, в частности, височной коры. 

Ключевые слова: эпилепсия, нижние бугры четверохолмия, ГАМК, глутамат, крысы 
линии Крушинского – Молодкиной, аудиогенные судорожные припадки
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ВВЕДЕНИЕ

Прогнозы течения и тяжести височной эпилепсии во многом зависят от сроков, 
в которые начато медикаментозное лечение, а также от этиологии эпилептиформной 
активности. Такие факторы как большое количество приступов до начала лечения, по-
вторение приступов в первый месяц заболевания и отсутствие ответа на первый про-
тивосудорожный препарат являются критичными для пациентов с впервые диагности-
рованной эпилепсией [1–3]. Одной из актуальных задач при исследованиях эпилепсии 
является изучение патологических процессов, происходящих на начальных этапах раз-
вития заболевания. Для изучения механизмов, лежащих в основе хронических форм 
эпилепсии, а также для изучения эффектов и механизмов действия противосудорож-
ных препаратов используют различные химические, травматические, электрические 
и генетические животные модели [4].

Генетической моделью рефлекторной эпилепсии являются грызуны, демонстри-
рующие аудиогенные судорожные припадки (АСП), в том числе крысы линий Wistar 
Audiogenic Rat (WAR), Genetically Epilepsy Prone Rat (GEPR), Крушинского – Молод-
киной (КМ). АСП, возникающие при воздействии звукового стимула, сопровождают-
ся возбуждением в нижних буграх четверохолмия (НБЧ), что было доказано многими 
авторами на крысах с аудиогенной эпилепсией разных линий GEPR [5, 6], WAR [7, 8] 
и на мышах линии DBA/2 [9], а также в экспериментах с использованием введения 
в четверохолмие агонистов и антагонистов рецепторов глутамата и ГАМК [5, 10]. Из 
НБЧ сигнал передается в верхние бугры четверохолмия, что приводит к началу судо-
рожного припадка, включающему в себя дикий бег, клонические или клонико-тониче-
ские судороги. Известно, что для реализации АСП достаточно повышения активности 
глутаматергической иннервации НБЧ, тогда как перерезка путей в вышележащие от-
делы не предотвращает развитие АСП [11]. О минорном вовлечении вышележащих 
отделов мозга на ранних этапах эпилептизации (1–3 последовательных эпизода АСП) 
свидетельствует также тот факт, что на фоне значительных изменений ЭЭГ в стволо-
вых отделах мозга изменения в коре при первых нескольких АСП или не отмечаются 
или незначительны [12, 13].

Для исследования механизмов формирования височной эпилепсии широко исполь-
зуется модель аудиогенного киндлинга. Повторные предъявления звукового стимула 
крысам, демонстрирующим АСП, постепенно приводят к генерализации эпилепти-
формной активности и формированию посттонических судорог, что является резуль-
татом распространения эпилептиформной активности на структуры переднего мозга 
(гиппокамп, амигдалу, неокортекс) [13, 14]. У крыс линии КМ уже после первых cеми 
припадков мы наблюдали первые признаки генерализации эпилептиформной активно-
сти, которые проявлялись в виде посттонического припадка и сопровождались апопто-
тическими процессами в гиппокампе [15]. После 14 ежедневных АСП у крыс изменя-
ется характер протекания судорожного припадка, добавляется стадия посттонических 
судорог, что характерно для височной эпилепсии. Кроме того, ранее было показано 
возникновение устойчивых нарушений в регуляции глутаматергических нейронов 
гиппокампа при 14- и 21-дневном аудиогенном киндлинге [16].

Нарушения в работе нейромедиаторных систем при развитии височной эпилепсии 
наиболее детально изучены в структурах переднего мозга – в височной коре, амигдале 
и гиппокампе [17, 18]. Однако вопрос о молекулярных механизмах нарушений регуля-
ции нейротрансмиссии в НБЧ у крыс КМ в ходе эпилептогенеза остается открытым, 
а данные крайне малочисленны. При этом очевидно, что возникновение нарушений 
в работе НБЧ при аудиогенной эпилепсии сами по себе могут приводить к дальней-
шему усилению эпилептиформной активности, ее распространению в другие отделы 
мозга и формированию лимбических генерализованных судорог, характерных для ви-
сочной эпилепсии.
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Для выявления нарушений в регуляции нейромедиаторных систем НБЧ в настоя-
щей работе мы использовали крыс линии КМ, которых подвергали ежедневным звуко-
вым стимуляциям в течение 7 дней, что позволило рассматривать такой семидневный 
киндлинг как начальную стадию формирования височной эпилепсии. Целью настоя-
щей работы являлось исследование изменений в регуляции глутамат- и ГАМКергиче-
ских нейронов в НБЧ после 7 АСП. В работе оценивали как краткосрочные изменения 
в биохимических показателях активности ГАМК- и глутаматергических систем в НБЧ 
через 1 день после последней звуковой стимуляции, так и хронические, сохраняющие-
ся через неделю после последнего АСП и, возможно, приводящие к распространению 
эпилептиформной активности в высшие отделы мозга. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
В экспериментах использовали взрослых крыс линии КМ (Московский государст-

венный университет, Россия) в возрасте 4–6-ти месяцев (с полностью сформированной 
судорожной готовностью). Крыс содержали по 4–5 животных в клетке при цикле день/
ночь 12 ч/12 ч со свободным доступом к пище и воде. Общее количество животных 
в экспериментах – 24.

Экспериментальные группы
Для оценки изменений в ГАМК- и глутаматергической нейротрансмиссии в НБЧ на 

начальной стадии эпилептизации мозга была использована модифицированная модель 
аудиогенного киндлинга. Крыс в течение 7 дней подвергали ежедневным звуковым 
стимуляциям. Звуковой стимул генерировался с помощью компьютерной программы 
NCH Tone Generator (© NCH Software, Австралия), параметры звука: 50 дБ, 10 кГц. 
Каждую крысу помещали в тестовую камеру для адаптации на 5 мин и затем подвер-
гали воздействию акустического стимула. Звук выключали, как только крыса начина-
ла демонстрировать судорожный припадок. С помощью видеокамеры регистрировали 
наличие и продолжительность стадий судорожного припадка, включающих латентный 
период, дикий бег, клонические и тонические судороги. Если в течение 1 мин стимуля-
ции у животного не возникало судорог, его исключали из эксперимента, но доля таких 
животных составляла меньше одного процента (по результатам многолетних наблюде-
ний). После повторных звуковых раздражений у животных появлялась дополнитель-
ная стадия судорожного припадка, посттонический (лимбический) клонус, что свиде-
тельствовало о распространении эпилептиформной активности в передний мозг [19]. 

Были проведены две независимые серии экспериментов. 
В первой серии экспериментов крыс КМ подвергали 7 АСП, что соответствует 

стадии начала развития лимбических генерализованных припадков. Первую группу 
крыс выводили из эксперимента через сутки после седьмого АСП (группа 7 + 1) (n = 
8), вторую – через 7 дней (период отдыха) после последнего припадка (группа 7 + 7) 
(n = 8). В качестве контрольной группы использовали крыс КМ без опыта АСП (n = 
8) – наивная группа. Для того, чтобы все животные были выведены из эксперимента 
одновременно, крыс 1-й группы начинали подвергать звуковым стимуляциям на 7 дней 
позже, чем крыс 2-й группы. 

Половину крыс наркотизировали смесью золетил/ксилазин (60 мг/кг + 10 мг/кг; 
Virbac, Франция). Затем животных перфузировали транскардиально охлажденным 
0.01 М фосфатно-буферным солевым раствором (PBS: (мМ) 137 NaCl, 2.7 KCl, 10 
Na2HPO4, 1.76 KH2PO4, pH 7.4), затем 5%-ным формалином (в PBS) в течение 15 мин. 
Животных декапитировали, мозг всех животных извлекали и фиксировали в 5%-ном 
формалине при 4°C в течение 5 дней, затем погружали в 20%-ный раствор сахарозы/
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PBS для криозащиты (4°C, 3 дня), далее замораживали и хранили при –80°C до даль-
нейшего использования. Вторую половину крыс быстро декапитировали, из мозга вы-
деляли НБЧ и гомогенизировали в тризоле для ПЦР в реальном времени анализа мРНК 
белков интереса. 

Во второй серии экспериментов также использовали 7-дневную экспозицию дейст-
вия звука. В первом эксперименте крыс КМ подвергали 7 АСП и выводили из экспе-
римента через сутки после последнего припадка (группа 7 + 1) (n = 5) одновременно 
с соответствующей контрольной группой крыс КМ без опыта АСП (n = 5). Во втором 
эксперименте крыс КМ подвергали 7 АСП и выводили из эксперимента через 7 дней 
(период отдыха) после последнего припадка (группа 7 + 7) (n = 4) одновременно с со-
ответствующей контрольной группой крыс КМ без опыта АСП (n = 6). В этой серии 
экспериментов животных быстро декапитировали, НБЧ препарировали и гомогенизи-
ровали для дальнейшего биохимического анализа. Экспрессию и активность белков, 
регулирующих активность ГАМК- и глутаматергических нейронов, исследовали с по-
мощью Вестерн-блот анализа.

Гистологический анализ 
Срезы НБЧ крыс из 1–3-й групп первого эксперимента толщиной 10 мкм были из-

готовлены с помощью криостата (Leica, Германия). Изготавливали 15 чередующихся 
серий препаратов, содержащих фронтальные срезы НБЧ на одном уровне в ростро-
каудальном направлении. После стандартных предварительных процедур срезы одной 
из 15 серий инкубировали с первичными антителами к каждому исследуемому белку 
(табл. 1). Затем срезы промывали в PBS и инкубировали в течение 1 ч с биотинилиро-
ванными вторичными антителами (1:300, Vector Laboratories Inc.), после чего следо-
вала часовая инкубация со стрептавидин-пероксидазным комплексом (1:500, Supelco, 
#S2438). Пероксидазную реакцию выявляли в буфере, содержащем 0.05% 3.3′-диами-
нобензидина (DAB, Sigma-Aldrich, #D5637) и перекись водорода (0.01%). 

Содержание фосфо-ERK1/2, VGLUT1 и GLUT2. Обработку срезов проводили 
в стандартных условиях в каждом эксперименте, т. е. контрольные и эксперименталь-
ные группы в каждом эксперименте собирали, фиксировали и обрабатывали одновре-
менно. Для изучения специфичности иммуноокрашивания проводили отрицательный 
контроль (тот же протокол без первичных антител), который не показал иммуноре-
активности. Анализ срезов проводили с микроскопа Zeiss Axio Imager A1 (Carl Zeiss 
Microscopy GmbH) и программного обеспечения PhotoM.

Изменения, вызванные судорожной активностью, анализировали в центральном 
ядре НБЧ. Для каждого животного анализировали пять срезов на одном уровне ис-
следуемой зоны. Для этого фотографии переводили в 8-битный формат с помощью 
PhotoshopCS6. Количество фосфо-ERK1/2 иммуномеченых клеток в центральном ядре 
НБЧ считали вручную. Данные представлены в виде количества клеток на 0.2 мм2. 
Поскольку VGLUT 1 и VGLUT2 локализованы преимущественно на пресинаптиче-
ских окончаниях, их содержание в центральном ядре НБЧ (область интереса выделяли 
вручную) оценивали по оптической плотности метки в области интереса как разницу 
между уровнем серого в центральном ядре НБЧ за вычетом уровня серого на участ-
ке препарата, не содержащем иммунореактивное вещество. Результаты представлены 
в относительных единицах оптической площади на мкм2.

Вестерн-блот анализ 
Экспрессию и активность белков, регулирующих активность ГАМК- и глутаматер-

гических нейронов, исследовали с помощью Вестерн-блот анализа. НБЧ гомогенизи-
ровали в буфере для лизиса при 4°C (20 мМ Tris pH 7.5, 1% Triton-X100, 100 мМ NaCl, 
1 мМ ЭДТА, 1 мМ ЭГТА) с ингибиторами протеаз (Sigma-Aldrich, #P8340) и фосфатаз 
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Таблица 1. Список использованных антител 

Белок
Использованные 
первичные ан-

титела

Ис- 
точ-
ник

Разве-
дение 
пер-
вич-
ных 

анти-
тел

Разведение 
вторичных 

антител, 
конъюги-

рованных с 
пероксида-

зой

Разведе-
ние вто-
ричных 
биоти-

нилиро-
ванных 
антител

Разве-
дение 

стрепта-
видин-

перокси-
дазного 
комп-
лекса

α,β-Tubulin Cell Signaling 
#2148 rabbit WB 

1:2000 WB 1:10000 - -

GAPDH Abcam ab8245 mouse WB 
1:1000 WB 1:40000 - -

GAD65/67 Santa Cruz sc-
365180 mouse WB 

1:500 WB 1:40000 - -

GABAARα1 NovusBio 
NB300-191 rabbit WB 

1:1000 WB 1:10000 - -

VGLUT1 Merck 
#MAB5502 mouse

WB 
1:1000

IHC 
1:250

WB 1:40000 IHC 
1:500

IHC 
1:1000

VGLUT2 Merck MAB5504 mouse

WB 
1:1000

IHC 
1:250

WB 1:40000 IHC 
1:500

IHC 
1:1000

NKCC1 DSHB 
Hybridoma # t4. mouse WB 

1:500 WB 1:40000

phospho-KCC2 
(Ser940)

PhosphoSolutions 
p1551-940 rabbit WB 

1:1000 WB 1:10000

Total-KCC2 Merck 07-432 rabbit WB 
1:1000 WB 1:10000

phospho-
ERK1/2
(Thr204/
Tyr202)

Cell Signaling 
#4376 rabbit

WB 
1:1000

IHC 
1:100

WB 1:10000 IHC 
1:300

IHC 
1:500

Total-ERK1/2 Cell signaling 
#9102 rabbit WB 

1:1000 WB 1:10000

phospho-Syn1 
(Ser 62,Ser 67) Merck AB9848 rabbit WB 

1:750 WB 1:10000

Total-Syn1 Millipore 
AB1543P rabbit WB 

1:1000 WB 1:10000

SV2A DSHB 
AB_2315387 mouse WB 

1:1000 WB 1:40000

SV2B BiossAntibodies 
bs-11365R rabbit WB 

1:750 WB 1:10000
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(Roche, #04 906 837 001). Нерастворимый осадок удаляли центрифугированием. Об-
щее содержание белка в образцах определяли методом Лоури с бычьим сывороточ-
ным альбумином (БСА) в качестве стандарта. Супернатант смешивали в соотношении 
2:1 с загрузочным буфером (0.2 М Трис-HCl pH 6.7, 6% додецилсульфата натрия, 15% 
глицерина, 0.003% бромфенолового синего и 10% β-меркаптоэтанола) и инкубирова-
ли в течение 10 мин при 96°С. Равные количества проб (10 мкг белка на линию) за-
гружали для электрофореза. Белки разделяли в 10- или 12%-ном полиакриламидном 
геле, а затем переносили на нитроцеллюлозную мембрану (Santa Cruz Biotechnology, 
#sc-3718). Мембраны инкубировали в 5%-ном обезжиренном молоке или 3%-ном БСА 
в Tris буфере с добавлением Tween 20 (TBST; 0.1% Tween 20, 20 мМ Tris, 137 мМ NaCl; 
pH 7.4) в течение 1 ч и затем инкубировали в течение ночи с первичными антителами 
против исследуемых белков (табл. 1). Затем мембраны промывали в буфере TBST и ин-
кубировали со вторичными поликлональными (1:10000; Sigma-Aldrich, #A5420) или 
моноклональными (1:40000; Sigma-Aldrich, #A9044) антителами в течение 1 ч при ком-
натной температуре. Специфические белки визуализировали с помощью хемилюми-
несцентной реакции с субстратом SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate 
(ThermoFisher Scientific, #34075) с использованием ChemiDoc MP Imaging System 
(#12003154, Bio-Rad). Относительную плотность каждой белковой полосы оценивали 
по соотношению каждого исследуемого белка к GAPDH или α,β-тубулину с помощью 
программного обеспечения ImageLab (версия 6.0; Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 
Калифорния, США). 

Таблица 2. Использованные праймеры

Ген
Номер в базе 
данных NCBI

Последовательность 
левого праймера

Стар-
товая 

позиция 
левого 

праймера

Последовательность 
правого праймера

Стар-
товая 

позиция 
правого 

праймера

gabaAα1 NM_183326.2 agcctgcatttaagaacaga 2726 gcaacagtgaagttatgagc 2830

gad65 NM_012563.2 gtacgccatgctcattgccc 818 agagaggatcaaaagccccg 1115

gad67 NM_017007.2 gctggaaggcatggaaggtttta 615 acgggtgcaatttcatatgtgaacata 836

nkcc1 NM_031798.2 tcgtgagaggaggaggagcatac 1137 agatgcccagaagaaccaccac 1370

kcc2 NM_001393675 tgatggggactggatattct 4986 aacagaaactttgctcttgc 5208

s18 NM_213557.1 cctgcgagtactcaacacca 81 ctgctttcctcaacaccaca 190

gapdh NM_017008.4 tccctcaagattgtcagcaa 496 agatccacaacggatacatt 803
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Анализ мРНК с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени
Тотальную РНК выделяли из образцов НБЧ с помощью реагента для выделения РНК 

PureZOL™ (BioRad, #732-6890). Концентрацию РНК определяли на спектрофотометре 
CLARIOstar Plus (BMG LABTECH) по стандартной методике. Чистоту образцов РНК про-
веряли по соотношению оптической плотности A260/A280 > 1.8. Два мкг тотальной РНК 
использовали для синтеза кДНК с помощью набора RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Kit (Thermo Scientific, #K1622). Количественную ОТ-ПЦР в реальном времени проводили 
с использованием Evrogen 5x qPCR mix-HS SYBR (Evrogen, #PK147L). Праймеры (табл. 2) 
были сконструированы с помощью программы Primer-BLAST (NCBI, США). 

Для ПЦР в реальном времени использовали систему LightCycler 96 (Roche). Пара-
метры ПЦР были следующими: начальная денатурация – один цикл при 95°C в течение 
5 мин; 45 циклов денатурации, амплификации и количественной оценки (95°C в тече-
ние 10 с, 53°C в течение 15 с и 72°C в течение 30 с); кривая плавления – начало при 
65°C и постепенное повышение до 95°C. Пороговые значения циклов нормировали по 
отношению к среднему геометрическому референсных генов s18 и gapdh. Экспрессия 
в контрольных НБЧ оценивалась как «1». Относительную кратность экспрессии генов 
рассчитывали по методу 2-ΔΔCt. Результаты представлены в виде гистограмм. Каждое 
значение было объединено из 3 независимых ПЦР-реплик для каждого образца кДНК.

Статистический анализ 
Статистическую обработку данных проводили с помощью U-теста Манна–Уитни 

и теста Краскела–Уоллиса с последующим апостериорным тестом Данна при p < 0.05. 
Статистический анализ данных проводился с использованием программного обеспе-
чения GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism Software Inc., Сан-Диего, Калифорния). Все 
результаты представлены как среднее значение ± стандартная ошибка среднего (SEM). 
Различия считались достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценка ГАМКергической нейротрансмиссии в НБЧ крыс линии КМ после киндлинга
ГАМКергическую нейротрансмиссию оценивали по двум параметрам: оценка со-

держания ферментов синтеза ГАМК глутаматдекарбоксилазы 65 и 67 (GAD65 и GAD67) 
использована как показатель продукции ГАМК в НБЧ, а содержание α1-субъединицы 
GABAA-рецептора использовали как маркер чувствительности нейронов НБЧ к дейст-
вию ГАМК-опосредованной нейротрансмиссии, поскольку именно α1 является одной 
из основных субъединиц, присутствующих в центральном ядре НБЧ наряду с β2- и γ2- 
субъединицами GABAA-рецептора [20]. Оказалось, что после семи судорог уровень 
экспрессии ферментов синтеза ГАМК остается неизменным: мы не обнаружили ста-
тистически значимых различий ни в экспрессии мРНК GAD65 и 67 (рис. 1a, b), ни 
в содержании белка (рис. 1c). Уровень экспрессии α1-субъединицы GABAA-рецептора, 
также оцениваемый методами ОТ-ПЦР (рис. 1d) и Вестерн-блот анализа (рис. 1e, f), 
остался на уровне контроля.

Оценка активности регуляторов внутриклеточной концентрации хлорид-ионов 
в НБЧ после киндлинга

Поскольку GABAА-рецепторы являются каналами для ионов хлора, изменение кон-
центрации хлорид-ионов в нейронах может изменить функциональные свойства ре-
цепторов [21]. Ключевыми регуляторами внутриклеточной концентрации хлора в ней-
ронах являются два котранспортера: натрий-калий-два-хлор котранспортер (NKCC1) 
и калий-хлор-котранспортер (KCC2) [22]. Сравнив экспрессию NKCC1 и KCC2 в НБЧ 
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крыс через сутки и спустя неделю после семидневного киндлинга, мы показали, что 
экспрессия белка и мРНК NKCC1 остается неизменной через сутки после семидневно-
го киндлинга и остается на том же уровне после недели отдыха (рис. 2a, c, e). Экспрес-
сия мРНК KCC2 (рис. 2b) и общее содержание белка оставались на том же уровне, что 
и у контрольных животных (рис. 2f, j). Анализ содержания фосфорилированной (по 
Ser940) формы KCC2 в НБЧ показал, что семикратное предъявление звукового стимула 
вызывает достоверное увеличение фосфорилированной (активной) формы KCC2 спу-
стя сутки после киндлинга (рис. 2h, j). Через неделю уровень экспрессии мРНК KCC2 
и NKCC1 (рис. 2a, b) и содержание белков KCC2 и NKCC1, а также фосфорилирован-
ного KCC2 не отличались от контрольных значений (рис. 2g, i, k).

Оценка активности глутаматергической нейротрансмиссии в НБЧ крыс линии КМ 
после киндлинга

Для оценки активности глутаматергической системы мы оценивали экспрессию ве-
зикулярных транспортеров глутамата VGLUT1 и VGLUT2. Повторяющиеся судороги 
приводили к увеличению содержания VGLUT1 в центральном ядре НБЧ, оцениваемо-

Рис. 1. Анализ белков, участвующих в ГАМКергической нейротрансмиссии в НБЧ крыс линии КМ после 
7-дневного киндлинга: экспрессия мРНК GAD67 (a) и GAD65 (b) в НБЧ у наивных животных и у крыс 
через 24 ч и через 7 дней после киндлинга не отличалась; Вестерн-блот анализ не выявил изменений в со-
держании белков GAD65 и GAD67 в НБЧ у крыс КМ через 24 ч после киндлинга (c, f); экспрессия мРНК 
α1-субъединицы рецептора GABAA в НБЧ у наивных животных и через 24 ч после киндлинга не отличалась 
(d); Вестерн-блот анализ не выявил изменений в содержании α1-субъединицы рецептора GABAA через 24 ч 
и через 7 суток после киндлинга (e, f). Репрезентативные изображения иммуноблота (f). Графики результа-
тов анализа ПЦР в реальном времени показывают изменение экспрессии мРНК по сравнению с наивными 
животными. Значения нормированы на среднее геометрическое референсных генов. Графики результатов 
Вестерн-блот анализа показывают оптическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные еди-
ницы (a. u.). Данные представлены как среднее ± SEM.
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го иммуногистохимически, через 24 ч после последнего судорожного припадка (рис. 
3a, b). Аналогичные результаты для этой временной точки были получены методом 
Вестерн-блот анализа (рис. 3c, e). Повышенный уровень экспрессии белка VGLUT1 
сохранялся спустя неделю после последнего АСП (рис. 3d, e). Содержание белка 
VGLUT2 в НБЧ также было выше после серии припадков как при выявлении методом 
ИГХ (рис. 3i, j), так и при оценке экспрессии белка методом Вестерн-блот анализа (рис. 
3f, h). В отличие от VGLUT1 содержание VGLUT2 через неделю после киндлинга уже 
не отличалось от контрольных значений (рис. 3g, h).

Рис. 2. Анализ котранспортеров Cl- в НБЧ крыс линии КМ после 7-дневного киндлинга: содержание мРНК 
NKCC1 (a) и мРНК KCC2 (b) в НБЧ у наивных животных через 24 ч и через 7 суток после киндлинга не 
отличалось; содержание белка NKCC1 (c, d, e) и KCC2 (f, g, j, k) в НБЧ у наивных животных через 24 ч и че-
рез 7 суток после киндлинга не отличалось; содержание фосфорилированного KCC2 увеличивалось через 
сутки после киндлинга (h, j); содержание общего белка KCC2 в НБЧ у наивных животных через 24 ч и через 
7 суток после киндлинга не отличалось (i, k). Репрезентативные изображения иммуноблота (e, j, k). Графи-
ки результатов анализа ПЦР в реальном времени показывают изменение экспрессии мРНК по сравнению 
с наивными животными. Значения нормированы на среднее геометрическое референсных генов. Графики 
результатов Вестерн-блот анализа показывают оптическую плотность иммунопозитивного вещества, про-
извольные единицы (a. u.). Данные представлены как среднее ± SEM. * р < 0.05 по сравнению с контролем.
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Рис. 3. Анализ содержания транспортеров глутамата VGLUT1 и VGLUT2 в НБЧ крыс линии КМ после 
7-дневного киндлинга: содержание белков VGLUT2 и VGLUT1 оценивали по оптической плотности 
VGLUT1 (a); VGLUT2 (i) иммунореактивного вещества на гистологических препаратах НБЧ. Репрезента-
тивные изображения НБЧ: VGLUT1 (b); VGLUT2 (j). Также оценку содержания везикулярных транспор-
теров проводили методом Вестерн-блот анализа: VGLUT1 (c, d); VGLUT2 (f, g). Графики показывают оп-
тическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные единицы (a. u.). Репрезентативные изо-
бражения иммуноблотов (e) и (h) соответственно. Данные представлены как среднее ± SEM. * – р < 0.05 по 
сравнению с контролем.
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Оценка активности ERK1/2-киназ в НБЧ крыс линии КМ после киндлинга
ERK1/2 сигнальный каскад является важнейшим посредником в глутаматергиче-

ской нейротрансмиссии [23]. Активность ERK1/2 опосредованной регуляции актив-
ности нейронов НБЧ определяли по экспрессии и содержанию активных (фосфори-
лированных) форм ERK1/2-киназ. Методом Вестерн-блот анализа было показано, что 
после серии из семи АСП увеличивается содержание активной (фосфорилированной 
по Thr204/Tyr202) формы белка ERK1/2 (рис. 4a, c) при неизменяющемся содержании 
неактивной формы киназ (рис. 4b, c). Чтобы оценить, насколько устойчивы эти изме-
нения, мы сравнили содержание фосфо-ERK1/2 у контрольных животных через сутки 
после семидневного киндлинга и спустя неделю. Иммуногистохимическое окраши-
вание показало значительное увеличение фосфо-ERK1/2-иммунопозитивных клеток 
через 24 ч после последней судороги, через 7 дней после последнего припадка коли-
чество нейронов, содержащих фосфо-ERK1/2, в центральном ядре НБЧ снижается до 
контрольных значений (риc. 4d, e). 

Оценка активности экзоцитоза в нижних буграх четверохолмия
Экзоцитоз является одним из механизмов регуляции глутаматергической нейро-

трансмиссии, в том числе за счет регуляции ERK1/2-киназами активности белка си-

Рис. 4. Анализ содержания фосфо-ERK1/2 в НБЧ крыс линий КМ после 7-дневного киндлинга. На графиках 
представлены результаты Вестерн-блот анализа фосфорилированного (a) и общего белка ERK1/2 (b) в НБЧ 
наивных крыс линии КМ и через 24 ч после окончания последнего припадка. Графики показывают увели-
чение оптической плотности фосфо-ERK1/2-киназ, произвольные единицы (a. u.). Репрезентативные изо-
бражения иммуноблотов (c). Иммуногистохимическим методом показано увеличение числа фосфо-ERK1/2 
иммунопозитивных клеток в НБЧ крыс линии КМ через 24 ч после киндлинга (d). Репрезентативные изо-
бражения фосфо-ERK1/2–иммунореактивного вещества на гистологических препаратах НБЧ (e). Данные 
представлены как среднее ± SEM. *р < 0.05 по сравнению с контролем, ** p ˂ 0.01 отличия между группами 
крыс, декапитированных через сутки и через 7 дней после последнего припадка.
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напсин 1. Кроме того, показано, что эпилептиформная активность связана с повышен-
ным уровнем фосфорилирования синапсина 1 в положении Ser62/Ser67, регулируемого 
киназами ERK1/2 [24–26]. Мы сравнили экспрессию и фосфорилирование (по Ser62/
Ser67) синаптического белка синапсина 1 и везикулярных синаптических белков SV2A 
и SV2B у контрольных животных и у животных через 24 ч после последней судороги. 
Оказалось, что содержание фосфорилированного синапсина 1 (Syn1(Ser62/Ser67)) зна-
чительно повышалось после семи судорожных припадков, в то время как общее содер-
жание синапсина 1 в НБЧ оставалось неизменным (рис. 5a, b, c). Помимо экспрессии 
и уровня фосфорилирования синапсина 1, мы оценивали содержание в НБЧ синапти-
ческих гликопротеинов SV2A и SV2B, для которых показано изменение экспрессии 
при височной эпилепсии [27, 28]. При сравнении экспрессии белков SV2A и SV2B 
в НБЧ у крыс, перенесших 7 АСП, и контрольных животных мы обнаружили, что экс-
прессия SV2A оставалась неизменной (рис. 5d, f), а содержание белка SV2B, характер-
ного для глутаматергических нейронов, возрастало в результате киндлинга (рис. 5e, f), 
что также свидетельствует об усиленном выбросе глутамата.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

1. Семидневный киндлинг не вызывает изменений в синтезе ГАМК и экспрессии GABAAα1

В последнее время появляется все больше доказательств того, что эпилептогенез 
возникает в первую очередь из-за дефицита торможения, опосредованного ГАМК 

Рис. 5. Анализ содержания синаптических белков синапсина 1, SV2A и SV2B в НБЧ крыс линии КМ после 
7-дневного киндлинга. На графиках представлены результаты Вестерн-блот анализа фосфорилированного 
(a) и общего белка синапсина 1 (b, c), SV2A (d, f) и SV2B (e, f) в НБЧ наивных крыс линии КМ и через 24 ч 
после киндлинга. Графики показывают оптическую плотность иммунопозитивного вещества, произвольные 
единицы (a. u.). Репрезентативное изображение иммуноблотов (f). Данные представлены как среднее ± SEM. 
*р < 0.05 по сравнению с контролем.
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[29, 30] и вызванного снижением экспрессии субъединиц рецепторов ГАМК и поте-
рей ГАМКергических интернейронов [30, 31]. ГАМКергическая система в НБЧ иг-
рает важную роль в предрасположенности к аудиогенной эпилепсии. Однако данные 
о количестве ГАМКергических нейронов, уровне экспрессии глутаматдекарбоксилазы 
и чувствительности рецепторов к ГАМК разнятся. Так, у крыс линии GEPR после 3 
судорожных припадков показано увеличение количества ГАМКергических нейронов 
в НБЧ [32]. У наивных крыс линии КМ количество ГАМКергических клеток в НБЧ 
не отличается от такового у крыс КМ 0, устойчивых к действию звука, однако уро-
вень экспрессии GAD67 выше, чем у контрольных животных [33]. В нашей лабора-
тории было показано, что у крыс линии КМ на ранних этапах онтогенеза активность 
ГАМКергической системы, оцениваемая по экспрессии кальций-связывающего белка 
парвальбумина в клетках, содержащих GAD67, в НБЧ достоверно выше, чем у крыс 
линии Вистар [34]. Однако у взрослых крыс КМ экспрессия парвальбумина и GAD67 
падает значительно ниже уровня, характерного для взрослых крыс линии Вистар, 
и такой дефицит ГАМКергического торможения, вероятно, является одним из условий 
формирования судорожной готовности и возникновения стабильных судорог в ответ 
на звуковой стимул [34]. Предполагая, что развитие височной эпилепсии в результате 
аудиогенного киндлинга может быть связано с дальнейшим угнетением активности 
ГАМКергических нейронов в НБЧ, мы оценили их активность после семидневного 
киндлинга. Оказалось, что через сутки после семи АСП уровень экспрессии фермен-
тов синтеза ГАМК остается неизменным: мы не обнаружили статистически значимых 
различий ни в содержании белка, ни в экспрессии мРНК GAD65 и 67. При этом мы 
показали, что и через сутки, и через 7 суток после семи АСП уровень экспрессии α1-
субъединицы GABAA-рецептора также остался на уровне контроля. Это подтверждает 
полученные ранее данные, свидетельствующие о том, что под влиянием трех кратков-
ременных эпилептических припадков не изменяется уровень экспрессии субъединиц 
α1 и α4 GABAA-рецептора, однако ГАМК-опосредованные моносинаптические тор-
мозные постсинаптические токи (IPSC) снижаются на 55%. Причиной этого сниже-
ния, вероятно, является изменение состава субъединиц рецепторов за счет снижения 
уровня субъединицы γ2 [35]. 

Семидневный киндлинг вызывает кратковременное повышение активности KCC2 
и не влияет на экспрессию KCC2 и NKCC1

Роль ГАМК в передаче сигнала ГАМКергическими рецепторами зависит от вну-
триклеточной концентрации ионов хлора, которая определяет реверсивный потенциал 
для токов. Если внутриклеточная концентрация ионов хлора низкая, то поток хлора 
будет направлен внутрь клетки, вызывая гиперполяризацию мембраны и ингибируя 
проведение нервного импульса; в противном случае, когда концентрация ионов хлора 
повышена, поток хлора изменяет свое направление, и GABAA-рецепторы вместо тор-
мозной выполняют возбуждающую функцию. В норме в зрелых нейронах поддержива-
ется низкая концентрация ионов хлора, что позволяет мембране быть гиперполяризо-
ванной. Деполяризующие потенциалы ГАМК наблюдаются у новорожденных, а также 
при таких патофизиологических состояниях, как травма, инсульт или эпилепсия [36]. 
Таким образом, баланс хлора крайне важен для обеспечения эффективного торможе-
ния. Ключевыми регуляторами внутриклеточной концентрации ионов хлора в нейро-
нах являются два котранспортера: NKCC1 и KCC2.

Известно, что изменения в экспрессии и активности NKCC1 и KCC2 наблюдают-
ся при ряде неврологических и психических заболеваний, в том числе у пациентов 
с диагнозом эпилепсия, а также при моделировании эпилепсии на животных. Причем 
в литературе встречаются данные как о снижении экспрессии KCC2 и повышении 
NKCC1 [37, 38], так и наоборот: в ряде работ показано повышенное содержание KCC2 
в отдельных структурах мозга у пациентов с височной эпилепсией, а также на экспери-
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ментальных моделях эпилептиформных состояний. Так, было показано, что у хомяков 
с аудиогенной эпилепсией в продолговатом мозге экспрессия КСС2 увеличена, но по-
нижена в НБЧ и гиппокампе [39, 40]. Предположив, что баланс хлорид-ионов может 
быть нарушен и в ходе формирования височной эпилепсии у крыс линии КМ, мы оце-
нивали экспрессию NKCC1 и KCC2 в НБЧ мозга крыс через сутки и спустя неделю по-
сле семидневного киндлинга. Мы показали, что экспрессия мРНК КСС2 и NKCC1 не 
отличалась у наивных и подвергнутых звуковой стимуляции крыс КМ. Также экспрес-
сия белка NKCC1 не изменяется через сутки после семидневного киндлинга и остает-
ся на том же уровне после недели отдыха. Анализ KCC2 в четверохолмии животных 
после киндлинга показал, что семикратное предъявление звукового стимула вызывает 
достоверное увеличение фосфорилированной (активной) формы KCC2 спустя сутки 
после семидневного киндлинга. Через неделю уровень фосфорилированного KCC2 не 
отличался от контрольного. Неизменность экспрессии NKCC1 и увеличение фосфо-
рилированной формы KCC2 позволяют предположить, что изменяется соотношение 
транспорта ионов хлора двумя котранспортерами, это может приводить к некоторому 
снижению, но никак не к повышению внутриклеточной концентрации ионов хлора. 
То есть при семидневном киндлинге мембрана остается гиперполяризованной, синтез 
ГАМК и экспрессия α1-субъединицы GABAA-рецептора не изменяется, и ГАМК по-
прежнему продолжает оказывать тормозящее действие.

2. Киндлинг вызывает изменения экспрессии везикулярных транспортеров глутамата VGLUT1 
и VGLUT2 в нижних буграх четверохолмия

Одним из маркеров активности глутаматергических нейронов являются везикуляр-
ные транспортеры глутамата VGLUT1 и VGLUT2, отвечающие за захват нейротранс-
миттера синаптическими везикулами, что подготавливает их к выведению. В четверо-
холмии обнаруживаются везикулярные транспортеры глутамата VGLUT1 и VGLUT2. 
Глутаматергические нейроны, иннервирующие НБЧ, в которых экспрессируется 
VGLUT2, в основном локализованы в нижележащих отделах головного мозга, а так-
же в самих НБЧ. А VGLUT1, выявляемый в НБЧ, экспрессируется главным образом 
в клетках слуховой коры [41]. Мы показали, что повторяющиеся судороги приводят 
к увеличению экспрессии VGLUT2 в НБЧ через сутки после окончания последнего 
припадка. Содержание VGLUT2 в НБЧ через неделю после семидневного киндлинга 
уже не отличалось от контрольных значений. Содержание белка VGLUT1 также повы-
шалось после семи АСП и, в отличие от VGLUT2, сохранялось повышенным спустя 
неделю после последней судороги. Изменения в экспрессии обоих транспортеров глу-
тамата свидетельствуют об усилении глутаматергической трансмиссии в НБЧ после 
семидневного киндлинга. Ранее нами было показано, что после семи АСП уже проис-
ходит активация механизмов, отвечающих за структурную перестройку гиппокампа, 
наблюдаемую при более продолжительном аудиогенном киндлинге [15]. Повышенное 
содержание VGLUT1 в четверохолмии через неделю после семи припадков позволя-
ет предположить устойчивое повышение продукции VGLUT1 глутаматергическими 
нейронами слуховой коры, что может быть биохимическим субстратом генерализации 
эпилептиформной активности мозга вследствие семи перенесенных АСП.

3. Киндлинг вызывает увеличение активности ERK1/2

Известно, что одним из факторов, участвующих в реализации судорожной актив-
ности и влияющих на экспрессию везикулярного транспортера глутамата VGLUT2, 
является активность ERK1/2-киназ, которые выявляются в глутаматергических ней-
ронах, экспрессирующих VGLUT2 [23]. Уровень экспрессии и фосфорилирования 
ERK1/2-киназ позволяет судить об активности нейронов в НБЧ. Мы показали, что че-
рез сутки после серии из семи АСП содержание активной фосфорилированной фор-
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мы белка ERK1/2 в ткани НБЧ увеличивается при неменяющемся уровне экспрессии 
этого белка. Также в центральном ядре НБЧ через сутки после окончания киндлинга 
увеличилось число нейронов, содержащих фосфорилированные ERK1/2-киназы, что 
свидетельствует об усилении активности большего числа нейронов. Чтобы оценить, 
насколько устойчивы эти изменения, мы сравнили содержание фосфорилированных 
ERK1/2-киназ у контрольных животных спустя неделю после семидневного киндлинга. 
Оказалось, что через 7 дней после последнего припадка число нейронов, содержащих 
активную форму ERK1/2-киназ, снижается и уже не отличается от контрольных значе-
ний. Показанное нами транзиторное повышение активности ERK1/2-киназ в четверо-
холмии хорошо согласуется с кратковременным же повышением содержания VGLUT2 
в этой структуре и указывает на то, что семидневный аудиогенный киндлинг вызывает 
непродолжительную активацию глутаматергической нейротрансмиссии в НБЧ.

4. Семидневный киндлинг приводит к активации синаптических белков в нижних буграх 
четверохолмия

Экзоцитоз является одним из важнейших механизмов работы химического синапса, 
определяющих активность секреции нейромедиаторов через пресинаптическую мем-
брану в синаптическую щель. Чтобы оценить активность экзоцитоза в нейронах НБЧ 
у крыс после перенесенного киндлинга, мы сравнили экспрессию и фосфорилирова-
ние синапсина 1, одного из ключевых белков, участвующих в регуляции высвобожде-
ния нейромедиаторов. Активность синапсина 1 зависит от уровня его фосфорилирова-
ния, в том числе обусловленного работой ERK1/2-киназ, фосфорилирующих синапсин 
1 по Ser62/Ser67 [26]. Известно, что синапсин 1 экспрессируется в тех же нервных окон-
чаниях, что и транспортеры глутамата [42]. Мы показали, что содержание фосфорили-
рованного по Ser62/Ser67 синапсина 1 в НБЧ значительно повышалось после семи АСП, 
в то время как общее содержание синапсина 1 оставалось неизменным. Мы предпола-
гаем, что повышенная активность синапсина 1, вероятно, способствует интенсивному 
выбросу глутамата у животных после серии аудиогенных припадков.

Помимо активности синапсина 1, мы оценивали такие показатели активности экзо-
цитоза, как везикулярные синаптические белки SV2A и SV2B. Обе изоформы экспрес-
сируются в четверохолмии. Известно, что SV2A может экспрессироваться как в глута-
матергических, так и в ГАМКергических нейронах, в то время как экспрессия SV2B 
характерна преимущественно для глутаматергических нейронов [43, 44]. Сравнив экс-
прессию этих белков в НБЧ у крыс, перенесших 7 АСП, и контрольных животных, мы 
обнаружили, что экспрессия SV2A оставалась неизменной, а содержание белка SV2B, 
характерного для глутаматергических нейронов, возрастало в результате киндлинга, 
что также свидетельствует об усиленном выбросе глутамата. Увеличение содержания 
белка SV2B и фосфорилированного синапсина 1 может быть одной из причин патоло-
гического повышения глутамат-опосредованной синаптической пластичности на ран-
них этапах эпилептогенеза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Несмотря на то, что предрасположенность к аудиогенным судорогам у грызу-
нов часто связывают с нарушениями в ГАМКергической передаче сигнала, нам не 
удалось выявить значимых изменений в экспрессии ферментов синтеза ГАМК и α1-
субъединицы GABAA-рецептора у крыс линии КМ после семидневного киндлинга на 
начальном этапе формирования эпилепсии. При этом у крыс линии КМ на начальной 
стадии формирования височной эпилепсии наблюдается усиление глутаматергической 
трансмиссии в НБЧ – повышается уровень экспрессии VGLUT1 и VGLUT2 , а также 
экспрессия синаптического белка SV2B и активность синапсина 1. Повышенное со-
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держание VGLUT1 в НБЧ через неделю после последнего припадка свидетельствует 
об устойчивых изменениях, затрагивающих нейроны вышележащих структур, в част-
ности, височной коры.
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Analysis of the State of Glutamate- and Gaba-Ergic Neurons in the Inferior Colliculi  
of Krushinsky – Molodkina Strain Rats at Early Stages of Epileptogenesis

S. D. Nikolaevaa, *, L. S. Nikitinaa, M. V. Glazovaa, V. T. Bakhteevaa,  
and E. V. Chernigovskayaa

aInstitute of Evolutionary Physiology and Biochemistry of the Russian Academy of Sciences,  
St. Petersburg, Russia
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Disturbances in the neurotransmitter systems during the development of temporal lobe 
epilepsy have been most detailed studied in forebrain structures – in the temporal cortex, 
amygdala, and hippocampus [1, 2]. It is known that during the formation of temporal 
lobe epilepsy in the model of audiogenic kindling there is a spread of epileptiform 
activity from brainstem to forebrain structures. However, the molecular mechanisms of 
neurotransmission dysregulation in the inferior colliculi in rodents with genetic prone to 
audiogenic seizures during epileptogenesis remain unknown. Changes in neurotransmitter 
systems of inferior colliculi may contribute significantly to the recruitment of forebrain 
structures during the initial stages of epileptogenesis.
The current work provides a comprehensive analysis of activity markers of glutamate- and 
GABA-ergic neurons in inferior colliculi of Krushinsky – Molodkina (KM) rats genetically 
prone to audiogenic seizures. A modified audiogenic kindling protocol was used to model 
the early stages of temporal lobe epilepsy development. In this protocol rats were subjected 
to daily audiogenic seizures for seven days. Naive KM rats were used as controls.
Although the rodent’s predisposition to audiogenic seizures is often associated with 
disruptions in GABAergic transmission, no significant changes were found in the 
expression of GABA synthesis enzymes or the α1 subunit of the GABAA receptor in the 
brains of KM rats, either 24 hours or a week after their last convulsive seizure. However, 
24 hours after the last audiogenic seizure, an increase in glutamatergic transmission in the 
inferior colliculi was observed: the activity of ERK 1/2 kinases and the exocytosis protein 
synapsin 1 increased, as well as the expression of VGLUT1 and VGLUT2 and the synaptic 
protein SV2B. One week after the last seizure, only an increase in VGLUT1 content in the 
inferior colliculi was observed, suggesting that persistent changes occur in the neurons of 
forebrain structures, in particular, the temporal cortex.

Keywords: epilepsy, inferior colliculi, GABA, glutamate, rat, Krushinsky – Molodkina 
strain, audiogenic convulsive seizures
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Аквапорин-4 (AQP4) является основным водным каналом в центральной нервной 
системе. Его высокая экспрессия в структурах головного мозга предполагает важную 
роль в транспорте воды в норме и при патологии. Исследовалось влияние изменения 
питьевого режима (водная депривация и гипергидратация) и наследственной арте-
риальной гипертензии на экспрессию гена водного канала AQP4 в гипоталамусе –  
центре регуляции висцеральных функций. Показано, что уровень мРНК Aqp4 у ги-
пергидратированных животных более чем в 1.5 раза ниже, чем у животных с водной 
депривацией. Такое изменение экспрессии гена Aqp4 в гипоталамусе может быть 
связано с возможностью предотвращения цитотоксического отека при повышенном 
поступлении жидкости в организм. Крысы с наследственной артериальной гипер-
тензией характеризуются повышенным уровнем мРНК Aqp4 в гипоталамусе, что 
позволяет предполагать вовлеченность этого канала в процессы, связанные с осо-
бенностями регуляции водного баланса мозга при артериальной гипертензии и пре-
дотвращения вазогенного отека. Таким образом, представительство водного канала 
AQP4 в мозге, связанное с защитой клеток мозга, функционально обусловлено со-
стоянием организма, о чем могут свидетельствовать разнонаправленные изменения 
экспрессии гена Aqp4 при гипергидратации и артериальной гипертензии.

Ключевые слова: AQP4, экспрессия генов, гипоталамус, водная депривация, гипер-
гидратация, артериальная гипертензия
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ВВЕДЕНИЕ

Регуляция водно-солевого обмена является важнейшей гомеостатической функци-
ей организма. Молекулярные механизмы трансмембранного движения воды находятся 
под пристальным вниманием исследователей. Еще в середине прошлого века было по-
казано существование водных пор, пронизывающих липидный бислой [1, 2]. Прогресс 
в изучении молекулярной природы водных каналов был достигнут после открытия 
внутримембранного белка CHIP-28 (channel-forming integral protein, 28 kDa). В даль-
нейшем CHIP-28 был функционально идентифицирован как белок водных каналов 
и назван аквапорином-1 (AQP1) [3, 4]. У человека было клонировано и охарактеризо-
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вано 13 аквапоринов. Нумерация аквапоринов, начиная с AQP1, связана с последова-
тельностью их идентификации [5]. 

Аквапорины (AQPs) представляют собой гидрофобные мембранные белки. Эти 
белки имеют внутриклеточные N- и C-концевые участки, 6 трансмембранных доме-
нов и 5 петель, две из которых участвуют в формировании поры канала. В мембране 
аквапорины формируют гомотетрамеры, при этом каждый мономер образует собст-
венную функциональную водную пору [6]. В зависимости от структуры и проницае-
мости у млекопитающих в настоящее время различают три подсемейства аквапоринов:  
1) строго специфичные AQP (AQP0, 1, 2, 4, 5, 6 и 8), проницаемы только для воды; 2) 
«акваглицеропорины» (AQP3, 7, 9 и 10), проницаемы для воды, глицерина и некоторых 
небольших растворенных веществ; 3) «супераквапорины» (AQP11, AQP12), проницае-
мы для воды, глицерина и перекиси водорода [5, 7]. Транспорт воды и небольших рас-
творенных веществ через клеточную мембрану с участием аквапоринов управляется 
осмотическим или концентрационным градиентом [6, 8]. Основная роль аквапоринов –  
поддержание водного баланса в клетках и тканях организма [6, 9].

Важное физиологическое и клиническое значение имеет водный гомеостаз го-
ловного мозга. Преобладающим аквапорином головного мозга является аквапорин-4 
(aquaporin-4, AQP4). AQP4 наиболее распространен в астроцитах и эпендимальных 
клетках, выстилающих желудочки, с наибольшей экспрессией на периваскулярных 
концах астроцитов, которые окружают кровеносные сосуды [10, 11]. Такое распре-
деление предполагает участие AQP4 в двустороннем движении воды между кровью 
и паренхимой мозга, а также между паренхимой мозга и спинномозговой жидкостью 
[6, 8, 12]. По мнению ряда исследователей, AQP4 является важной частью гематоэнце-
фалического барьера, а его основная роль в центральной нервной системе заключается 
в поддержании водного баланса клеток мозга [13–15]. Имеется большое количество ра-
бот, указывающих на важное значение этого водного канала при цереброваскулярных 
[16, 17] и нейродегенеративных [18, 19] заболеваниях. Однако роль AQP4 в поддер-
жании водного баланса мозга при физиологических воздействиях, приводящих к из-
менению водно-солевого обмена, таких как алиментарная гипо- (водная депривация) 
и гипергидратация, не исследовалась, хотя изменения водного режима (водная депри-
вация или гипергидратация) могут привести к изменениям функционирования водного 
канала AQP4 в структурах мозга. 

Нарушение водно-солевого баланса может наблюдаться при ряде заболеваний, 
в частности, при артериальной гипертензии [20–22]. Признанной в мире оригинальной 
моделью гипертонической болезни человека является линия крыс с наследственной 
индуцированной стрессом артериальной гипертензией (НИСАГ) [23, 24], полученная 
путем многолетнего отбора в Институте цитологии и генетики СО РАН (Новосибирск) 
[25]. Известно, что у крыс линии НИСАГ в почках наблюдается изменение экспрессии 
некоторых генов, белки которых участвуют в контроле водно-электролитного баланса 
[22]. Как упоминалось выше, поддержание водного баланса клеток и тканей осуществ-
ляется в том числе с участием водного канала AQP4, который у крыс с наследственной 
стресс-индуцированной артериальной гипертензией (НИСАГ) ранее не исследовался. 

Важнейшим отделом головного мозга, участвующим в регуляции целого ряда веге-
тативных функций, в том числе осморегуляции и кровяного давления – является гипо-
таламус. Можно предположить, что изменение водного режима у животных, а также 
состояние повышенного артериального давления приведут к изменениям количества 
AQP4 в гипоталамусе, что, в свою очередь, должно найти отражение в изменении экс-
прессии гена, кодирующего этот канал. 

Таким образом, целью настоящего исследования являлась оценка экспрессии гена 
водного канала AQP4 в гипоталамусе – центре регуляции висцеральных функций при 
изменении водного режима (водной депривации и гипергидратации) и при наследст-
венной артериальной гипертензии у крыс.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные серии
1. Влияние водной депривации и гипергидратации на экспрессию гена Aqp4 в ги-

поталамусе крыс. Эксперименты выполнялись на самцах крыс линии Wistar (n = 30) 
в возрасте 3-х месяцев и массой тела 250–300 г. В течение эксперимента (6 дней) жи-
вотные содержались в индивидуальных клетках при температуре окружающей сре-
ды 22–24°C и 12-часовом цикле темноты/света. На седьмые сутки животные были 
выведены из эксперимента путем декапитации, после чего забирался биологический 
материал (кровь – для определения осмоляльности плазмы, гипоталамус – для ПЦР 
анализа).

Группы животных. Контроль (n = 10). Животные контрольной группы имели сво-
бодный доступ к воде и сухому корму. На протяжении эксперимента контролировалось 
количество выпитой воды в сутки. Водная депривация (n = 10). В течение первых трех 
дней животные находились в стандартных условиях со свободным доступом к воде 
и корму, а далее в течение трех дней были лишены воды и питались только сухим кор-
мом. Гипергидратация (n = 10). Животные лишались твердой пищи на 6 дней. Вместо 
сухого корма без ограничения животным предлагался 4%-ный раствор сахарозы. На 
протяжении эксперимента контролировалось количество выпитого раствора сахарозы 
в сутки. 

Регистрируемые параметры. Количество потребляемой жидкости регистрировали 
ежедневно в двух группах животных – «контроль» и «гипергидратация». Регистрация 
производилась гравиметрически (Scout Pro SPU601; OHAUS Corporation).

Осмоляльность плазмы крови определяли криоскопическим методом на осмометре 
ОСКР-1М (КИВИ-осмометрия, РФ).

2. Влияние артериальной гипертензии на экспрессию гена Aqp4 в гипоталамусе 
крыс. Исследование проводилось на самцах крыс нормотензивной линии WAG (Wistar 
Albino Glaxo) (n = 10) и линии с наследственной индуцированной стрессом артери-
альной гипертензией (НИСАГ) (n = 10). Возраст животных 4–6 месяцев, масса тела 
300–400 г. Животные содержались группами по 5 особей в клетке (590×380×200 мм) 
при температуре окружающей среды 22–24°C, с 12-часовым циклом темноты/света, 
со свободным доступом к корму и воде. Контроль артериального давления осуществ-
лялся по ранее описанной методике [26]. Среднее артериальное давление для крыс 
НИСАГ и WAG составило 174.5 ± 1.5 и 123.5 ± 2.2 мм рт. ст. (p < 0.001) соответственно. 
Интактные животные были эвтаназированы путем декапитации, после чего забирался 
биологический материал (гипоталамус – для ПЦР анализа).

Взятие структур мозга для ПЦР анализа. После декапитации мозг крысы быстро 
извлекали на льду и выделяли гипоталамус, предварительно удалив перекрест зритель-
ных нервов и гипофиз. Область гипоталамуса, включающую tuber cinereum с преоп-
тической частью и маммилярными телами, изолировали вертикальным сечением до 
глубины ≈ 1.5 мм. Гипоталамус разделяли на переднюю и заднюю части путем сече-
ния посередине образца. Пробы, помещенные в стерильные пробирки, замораживали 
в жидком азоте и хранили при –70°С до выделения суммарной РНК.

Определение экспрессии генов. Экспрессию генов определяли количественным ме-
тодом ОТ-ПЦР, подробно описанным ранее [27–29]. Выделение РНК осуществляли 
методом фенол-хлороформной экстракции [30] с использованием «TRIzol Reagent» 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, США) согласно протоколу производителя. Воз-
можные следы геномной ДНК удаляли путем обработки ДНКазой «RQ1 RNase-Free 
DNase» (Promega, Madison, WI, США) в соответствии с протоколом производителя. Для 
проверки наличия геномной ДНК в пробах проводили ПЦР с праймерами к гену трип-
тофангидроксилазы 1 (Tph1), который не экспрессируется в головном мозге [31, 32].  
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Примесей геномной ДНК в пробах обнаружено не было. Все праймеры, использо-
ванные в настоящем анализе, были разработаны на основе последовательностей, 
опубликованных в базе данных European Molecular Biology Laboratory (EMBL) и син-
тезированы в компании «БИОССЕТ» (Новосибирск, Россия). Нуклеотидные последо-
вательности и характеристики праймеров представлены в табл. 1. 

ПЦР в реальном времени проводили на амплификаторе LightCycler-480 II (Roche, 
Швейцария). Реакционная смесь содержала мастер-микс с SYBR Green (BioMaster HS-
qPCR SYBR Blue(2x), Биолабмикс, Новосибирск), прямой и обратный праймеры и ма-
трицу кДНК. Применяли метод количественного определения стандартных кривых 
[33]: относительное количество кДНК определяли с использованием калибровочных 
кривых, полученных по разведениям стандартной кДНК (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 
1:64 и 1:128). Стандартный раствор кДНК для построения калибровочных кривых 
готовили путем смешивания аликвот каждого образца синтезированной кДНК. Про-
граммное обеспечение LightCycler-480 (Roche, Швейцария) использовали для постро-
ения калибровочных кривых и расчета относительного количества кДНК в образцах. 
Для получения результата в «количестве копий исследуемого гена на 100 копий гена 
домашнего хозяйства» мы провели количественную оценку количества копий исследу-
емого гена и гена домашнего хозяйства в стандартном растворе кДНК, используя ге-
номную ДНК известной концентрации в качестве внешнего стандарта [34, 35] и внут-
риэкзонные праймеры. Каждое значение, необходимое для характеристики экспрессии 

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности и характеристики праймеров, использованных 
для определения уровня мРНК Aqp4 в гипоталамусе крыс

Ген Нуклеотидная последовательность

Темпе-
ратура 
отжига,  

°С

Количест-
во циклов 
амплифи-

кации

Размер  
ПЦР-про- 
дукта (пар 

нуклеотидов)

Aqp4
F 5’- ATCAGCATCGCCAAGTCCGT
R 5’- GCCAGCAGTGAGGTTTCCA

66 42 144

Ppia
F 5’-TTCCAGGATTCATGTGCCAG
R 5’- CTTGCCATCCAGCCACTC

64 40 206

Polr2a
F 5’- GCCTGACTTTGATGTAGCCC
R 5’- ATCCACCACCTCTTCCTCCT

64 40 235

Tph1
F 5’- GAAAGTATTTCGCAGAGCTGG 
R 5’-GGCGTGGGTTGGGTAGAGTTTGTT

66 36

283 с 
интроном

134 без 
интрона

Внутриэкзонные праймеры

Aqp4
F 5’- CAGAGAACCCCCTACCTGTG
R 5’- CGCAGTGATGTAGAAGACGGA

66 28 179

Polr2a
F 5’-TTGTCGGGCAGCAGAACGTG
R 5’-CAATGAGACCTTCTCGTCCTCCC

64 29 186

Ppia
F 5’-CCGACTGTGGACAACTCTAAT 
R 5’-ACTTGAAGGGGAATGAGGAAA

61.5 26 168
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генов, получали в трех повторах. Уровень экспрессии гена водного канала AQP4 пред-
ставлен как количество копий мРНК гена Aqp4 на 100 копий мРНК гена домашнего 
хозяйства (ген ДНК-зависимой РНК-полимеразы II (Polr2a) или ген пептидил-пролил 
цис-транс изомеразы А (Ppia)).

Статистика. Для статистического анализа использовали пакет программ Statistica 8  
(StatSoft, Россия) и программу Microsoft Excel. Статистическую обработку результатов 
проводили с помощью t-критерия Стьюдента, однофакторного и многофакторного ди-
сперсионного анализа (ANOVA) с применением критерия Фишера при сравнении по-
казателей нескольких экспериментальных групп. Различие считали достоверным при 
p < 0.05. Данные представлены как М ± SEM.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

1. Влияние водной депривации и гипергидратации на экспрессию гена Aqp4 
в гипоталамусе крыс

Количество потребляемой жидкости. В контрольной группе среднее количество 
потребляемой жидкости в сутки составляло 35.0 ± 1.3 мл. В группе гипергидратации 
этот показатель был выше в 4 раза (р = 0.00002, t = –14.24) и составил 138.5 ± 7.2 мл. 
Животные с водной депривацией не получали воду в течение последних 3 дней.

Осмоляльность плазмы крови. Осмоляльность плазмы крови составила 258.5 ±  
± 10.2, 276.9 ± 7.3, 231.9 ± 12.3 мОсм/кг Н2О для групп контроля, водной депривации 
и гипергидратации соответственно. Этот показатель у животных экспериментальных 
групп достоверно не отличался от показателя у животных контрольной группы. Одна-
ко у гипергидратированных животных осмоляльность плазмы была достоверно ниже, 
чем у животных с водной депривацией (F2, 24 = 4.85, р = 0.005).

Экспрессия гена водного канала AQP4. В качестве эндогенного стандарта при срав-
нении показателей разных экспериментальных групп использовали ген ДНК-зависи-
мой РНК-полимеразы II (Polr2a). Различий в уровне мРНК Polr2a между эксперимен-
тальными группами обнаружено не было (табл. 2). 

В обоих отделах гипоталамуса отмечается довольно высокий уровень экспрессии 
гена Aqp4, превышающий уровень экспрессии гена «домашнего хозяйства». Уровень 
мРНК Aqp4 в группах водной депривации и гипергидратации не отличался от конт-
роля и составил: 1) для переднего отдела гипоталамуса 3996.2 ± 838.0, 4422.5 ± 823.9  
и 2461.8 ± 449.3 копий/100 копий Polr2a (F1, 27 = 2.02, p = 0.68, p = 0.15) для групп конт-
роля, водной депривации и гипергидратации соответственно. При сравнении уровня 
мРНК Aqp4 у животных контрастных групп достоверных различий обнаружено не 
было (F1, 27 = 2.02, p = 0.067); 2) для заднего отдела гипоталамуса – 1384.5 ± 209.6, 
1600.3 ± 155.1, 943.9 ± 131.5 копий/100 копий Polr2a (F1, 26 = 3.86, p = 0.38, p = 0.07) для 
групп контроля, водной депривации и гипергидратации соответственно. Однако при 

Таблица 2. Уровень мРНК гена Polr2a (ng/µl) в переднем и заднем гипоталамусе крыс при 
разных режимах водной нагрузки

Экспериментальные группы Передний гипоталамус Задний гипоталамус

Контроль (n = 10) 2.43 ± 0.73 3.14 ± 0.29

Водная депривация (n = 10) 1.48 ± 0.45 3.35 ± 0.17

Гипергидратация (n = 10) 2.84 ± 0.79 3.67 ± 0.39
Для переднего гипоталамуса F1, 27 = 1.07, p = 0.35.
Для заднего гипоталамуса F1, 27 = 0.81, p = 0.45.
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сравнении уровня мРНК Aqp4 у животных контрастных групп обнаружено, что этот 
показатель в заднем отделе гипоталамуса у гипергидратированных животных более 
чем в 1.5 раза ниже (F1, 26 = 3.86, p = 0.012), чем у животных с водной депривацией  
(рис. 1).

2. Влияние артериальной гипертензии на экспрессию гена Aqp4 в гипоталамусе крыс
В качестве эндогенного стандарта при сравнении показателей разных экспери-

ментальных групп использовали ген пептидил-пролил цис-транс изомеразы А (Ppia). 
Различий в уровне мРНК Ppia не было обнаружено ни между линиями животных, ни 
между отделами гипоталамуса (табл. 3). 

У крыс нормотензивной линии WAG обнаружены различия в уровне мРНК Aqp4 
между отделами гипоталамуса (p = 0.022, t = –2.53). Уровень мРНК Aqp4 в перед-
нем отделе гипоталамуса оказался ниже, чем в заднем, и составил соответственно:  
222.7 ± 7.6 и 256.1 ± 11.1 копий/100 копий Ppia (рис. 2). 

У крыс с артериальной гипертензией не обнаружено различий в уровне мРНК Aqp4 
между передним и задним отделами гипоталамуса (p = 0.14, t = –1.56). Уровень мРНК 
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Рис. 1. Влияние питьевого режима (водной депривации и гипергидратации) на экспрессию гена Aqp4 в зад-
нем гипоталамусе крыс. * – достоверные различия между группами водной депривации и гипергидратации, 
р < 0.05. Индивидуальные значения представлены на рисунке треугольниками.

Таблица 3. Уровень мРНК гена Ppia (ng/µl) в переднем и заднем гипоталамусе 
нормотензивных (WAG) и гипертензивных (НИСАГ) крыс

Линия животных Передний гипоталамус Задний гипоталамус

WAG (n = 10) 0.62 ± 0.08 0.58 ± 0.08

НИСАГ (n = 10) 0.49 ± 0.08 0.55 ± 0.08
Фактор «линия животных» F1, 35 = 1.25, p = 0.27.
Фактор «отдел гипоталамуса» F1, 35 = 0.03, p = 0.86.
Взаимодействие факторов «линия животных» и «отдел гипоталамуса» F1, 35 = 0.36, p = 0.55.
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Aqp4 составил 261.9 ± 9.9 и 291.5 ± 15.5 копий/100 копий Ppia для переднего и заднего 
отделов соответственно.

Сравнение уровня мРНК водного канала AQP4 в гипоталамусе у нормо- и гипер-
тензивных животных показало, что у крыс линии НИСАГ этот показатель выше, чем 
у крыс линии WAG как в переднем, так и в заднем отделах гипоталамуса (F1, 34 = 10.48, 
p = 0.022, p = 0.037 для переднего и заднего отделов соответственно) (рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящее время AQP4 рассматривается в качестве основного канала, регулиру-
ющего водный гомеостаз головного мозга. Показано, что он является также важной ча-
стью гематоэнцефалического барьера [13–15] и глимфатической системы мозга [12, 18, 
36]. Это подтверждается в том числе его высокой экспрессией на астроцитах, которые 
окружают кровеносные сосуды, и в эпендимальных клетках, выстилающих желудочки 
мозга [10, 11]. В настоящем исследовании мы обнаружили очень высокий уровень экс-
прессии гена Aqp4 в гипоталамусе, превышающий уровень гена «домашнего хозяйст-
ва», что также указывает на важную роль этого водного канала в мозге.

При исследовании влияния изменения питьевого режима на экспрессию гена Aqp4 
было показано, что у гипергидратированных животных уровень мРНК Aqp4 в гипота-
ламусе более чем в 1.5 раза ниже, чем у животных с водной депривацией. Животные, 
подверженные изменению питьевого режима, действительно находились в контраст-
ных физиологических состояниях по уровню гидратированности организма. Это под-
тверждается как уровнем потребления воды (гипергидратированные животные потре-
бляли жидкости в 4 раза больше, чем контрольные), так и осмоляльностью плазмы 
крови (у гипергидратированных животных она была достоверно ниже, чем у живот-
ных с водной депривацией). Известно, что одним из видов гипергидратации являет-
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Рис. 2. Экспрессия гена Aqp4 в переднем (белые столбцы) и заднем (серые столбцы) гипоталамусе нормо- 
и гипертензивных крыс. * – достоверные различия между отделами гипоталамуса; # – достоверные различия 
между нормо- и гипертензивными животными, р < 0.05. Индивидуальные значения представлены на рисун-
ке треугольниками.
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ся гипоосмолярная гипергидратация, характеризующаяся снижением осмоляльности 
плазмы крови. При этом избыточная вода обычно перемещается из внеклеточного 
пространства в клетку, что может приводить к цитотоксическому отеку [37, 38]. Не 
исключено, что обнаруженное в наших экспериментах снижение экспрессии гена Aqp4 
в гипоталамусе необходимо для предотвращения возможного цитотоксического отека 
при гипергидратации. 

Исследование роли аквапоринов существенно осложняется отсутствием специфи-
ческих лигандов к ним [11, 16]. Поэтому при изучении роли AQP4 в мозге преиму-
щественно применяют генетические модели: мышей с нокаутом по гену этого водно-
го канала [19, 37, 39–41] или, напротив, с его повышенной экспрессией [42]. Manley 
и соавт. [37, 43], исследуя роль AQP4 в патогенезе отека головного мозга на модели 
водной интоксикации (быстрое внутрибрюшинное введение воды в объеме 20% от 
массы тела), обнаружили, что у мышей с нокаутом по гену аквапорина-4 (Aqp4-/-) ци-
тотоксический отек не развивается в отличие от мышей дикого типа (Aqp4+/+). Еще 
в одной модели цитотоксического отека – при остром бактериальном менингите у мы-
шей с дефицитом Aqp4 наблюдалось пониженное содержание воды в мозге [44]. При 
повышенной экспрессии Aqp4 у животных было отмечено ускоренное прогрессирова-
ние цитотоксического отека головного мозга после острой водной интоксикации [42]. 
Таким образом, изменение количества AQP4 в различных моделях цитотоксического 
отека может быть функционально значимо за счет изменения направления транспорта 
воды в тканях мозга. Возможно, что показанное нами снижение экспрессии гена Aqp4 
в гипоталамусе у животных, подверженных гипергидратации, направлено именно на 
предотвращение возникновения цитотоксического отека, замедляя поступление воды 
в клетки мозга.

Необходимо отметить, что уровень мРНК Aqp4 у животных с водной деприваци-
ей сопоставим по этому показателю с животными контрольной группы. Аквапорин-4 
играет ключевую роль в транспорте воды, в связи с этим он рассматривается как ос-
новной водный канал, участвующий в развитии и устранении отеков головного мозга. 
Работ, посвященных изменению AQP4 в условиях водной депривации, крайне мало. 
Нами была найдена лишь одна работа [45], в которой было показано, что 2-дневная 
водная депривация у цыплят приводила к достоверному увеличению мРНК Aqp4 в ги-
поталамусе относительно контрольной группы. В наших исследованиях на взрослых 
крысах не было обнаружено подобных изменений экспрессии гена Aqp4. Возможно, 
имеются видовые и возрастные различия в чувствительности гена Aqp4 к недостатку 
потребления воды.

При исследовании влияния артериальной гипертензии на экспрессию гена Aqp4 
было обнаружено, что крысы с наследственной артериальной гипертензией характе-
ризуются повышенным уровнем мРНК Aqp4 в гипоталамусе в сравнении с нормотен-
зивными крысами. Известно, что артериальная гипертензия сопровождается измене-
ниями водно-электролитного гомеостаза. У крыс линии НИСАГ показано нарушение 
функции почек – органа, который, как известно, контролирует баланс натрия, объем 
циркулирующей крови и внеклеточной жидкости и т. д., в целом обеспечивая водно-со-
левой баланс организма. При этом в почке у животных линии НИСАГ отмечаются как 
морфологические изменения, например, уплощение эпителия, гипертрофия подоцитов 
и гиперплазия их мембранных структур, утолщение базальных мембран и т. д. [46, 47], 
так и изменения уровня мРНК генов Mlr и β-ENaC, белки которых участвуют в конт-
роле водно-электролитного баланса организма [22]. Согласно литературным данным, 
у взрослых крыс линии НИСАГ содержание воды в некоторых органах повышено по 
сравнению с крысами Wistar. Это повышение отмечено в печени, почках, сердце, мыш-
цах, а также в головном мозге [20].

Помимо этого, существуют данные, что выраженная артериальная гипертензия мо-
жет способствовать развитию отека мозга, в том числе вазогенного [15, 48]. Вазоген-
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ный отек характеризуется повышенной проницаемостью капилляров головного мозга, 
в результате происходит повышение в ткани уровня внеклеточной жидкости [49]. Не 
исключено, что повышенный уровень экспрессии гена Aqp4 в гипоталамусе гипертен-
зивных крыс НИСАГ необходим для поддержания водного баланса головного мозга 
в состоянии повышенного уровня воды и предотвращения опасности вазогенного 
отека тканей мозга. Подтверждением этого предположения могут быть данные лите-
ратуры, свидетельствующие о существенном повышении реабсорбции воды из ткани 
в кровеносное русло при увеличении уровня AQP4 [39]. Авторы данного исследования 
обнаружили, что нокаут по гену Aqp4 у мышей может приводить к увеличению воды 
в паренхиме мозга в различных моделях вазогенного отека мозга (интрапаренхима-
тозной инфузии жидкости, повреждения гематоэнцефалического барьера и опухоли 
мозга) в сравнении с мышами дикого типа. Большее накопление воды в мозге у мышей 
Aqp4-/- является следствием снижения переноса воды из паренхимы головного мозга 
в сосудистое, внутрижелудочковое и субарахноидальное пространство [39].

Интересно, что у крыс со спонтанной гипертензией SHR в структурах мозга (лоб-
ная кора, стриатум и гиппокамп) также был обнаружен повышенный уровень AQP4 
в сравнении с нормотензивными крысами WKY [14, 15]. Гипоталамус в этих работах 
не исследовался. Линия SHR, как и линия НИСАГ (объект настоящего исследования), 
характеризуется повышенным содержанием воды в мозге [50]. На основе наших и ли-
тературных данных можно высказать предположение, что повышенный уровень AQP4 
в структурах мозга, как и повышенная экспрессия гена этого белка, являются одним из 
характерных признаков артериальной гипертензии и необходимы, по-видимому, для 
предотвращения вазогенного отека клеток мозга. 

Таким образом, водный канал AQP4 играет важную роль в функционировании моз-
га, а разнонаправленный характер транспорта воды, обеспечиваемого AQP4, может 
быть связан с клинически значимыми механизмами формирования и устранения отека 
мозга. Представительство водного канала AQP4 в мозге, связанное с защитой нервных 
клеток, функционально обусловлено состоянием организма, о чем могут свидетельст-
вовать показанные в настоящем исследовании разнонаправленные изменения экспрес-
сии гена Aqp4 при гипергидратации и артериальной гипертензии.
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A. A. Evtushenkoa, *, I. V. Orlova, b, I. P. Voronovaa, and T. V. Kozyrevaa, b

aScientific Research Institute of Neurosciences and Medicine, Novosibirsk, Russia
bNovosibirsk State University, Novosibirsk, Russia;

* e-mail: evtushenkoaa@neuronm.ru
Aquaporin-4 (AQP4) is the main water channel in the central nervous system. AQP4 is 
densely expressed in brain structures suggesting a crucial role in water transport in normal 
conditions and in disease. The effect of changes in drinking regime (water-deprivation 
and hyperhydration) and inherited arterial hypertension on the expression of the AQP4 
water channel gene in the hypothalamus, the center of regulation of visceral functions, 
was studied. It was shown that the level of the Aqp4 mRNA in hyperhydrated animals 
more than 1.5 times lower than in animals with water-deprivation. This decrease in the 
Aqp4 gene expression in the hypothalamus may be associated with the ability to prevent 
cytotoxic edema during increased fluid intake. Rats with inherited stress induced arterial 
hypertension (ISIAH) are characterized by an increased level of Aqp4 mRNA in the 
hypothalamus, which suggests the involvement of this channel in processes associated 
with the regulation of brain water balance during arterial hypertension and the prevention 
of vasogenic cerebral edema. Thus, the presence of the AQP4 water channel in the brain, 
associated with the protection of brain cells, is functionally determined by the state of the 
body. This may be evidenced by bidirectional changes in the Aqp4 gene expression during 
hyperhydration and arterial hypertension.

Keywords: AQP4, gene expression, hypothalamus, water-deprivation, hyperhydration, 
hypertension
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